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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Flechten sind symbiontische Organismen, die aus einem Pilz und einem oder mehreren
photosynthetisch aktiven Partnern, eukaryotischen Algen oder Cyanobakterien, bestehen.
Diese Organismen haben eine Reihe von morphologischen Merkmalen entwickelt, die in
nicht-lichenisierten Pilzen fehlen. Die taxonomische Bedeutung und Interpretation der
Variabilitit dieser Merkmale sind unklar. Zudem zeigen Flechten oftmals weltumspannende

Verbreitungsmuster, aber historische Populationsprozesse sind weitgehend unverstanden.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals phylogenetische und phylogeographische Ansitze
kombiniert, um Artgrenzen, die Bedeutung morphologischer und chemischer Variabilitit
innerhalb und zwischen Arten sowie die zugrunde liegenden vegetationshistorischen Prozesse
zu untersuchen. Als Modellorganismus diente eine hauptsdchlich in der Antarktis und in
angrenzenden Gebieten verbreitete Pioniergruppe aus der Flechtengattung Usnea, die
Untergattung Neuropogon. Zurzeit werden 15 strauchige, steinbewohnende Flechtenarten mit
schwarzer Pigmentierung, dunklen Fruchtkorpern und stidhemisphérischer oder zirkumpolar
arktisch und antarktischer (bipolarer) Verbreitung zu Neuropogon gezéhlt. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden mogliche Ursachen fiir diese ungewOhnliche Verbreitung untersucht,
insbesondere die Frage, ob genetischer Austausch zwischen den beiden Polarregionen bzw.
zwischen Siidamerika und der Antarktis stattfindet oder ob die Populationen effektiv isoliert
sind. Die Arbeit umfasst drei Hauptthemen: (1) die phylogenetische Stellung der Untergattung
Neuropogon innerhalb Usneas, (2) die Abgrenzung von Arten innerhalb der Neuropogon-
Gruppe und (3) der phylogeographische Kontext fiir die Artabgrenzungen und die rezente
Verbreitung der Arten.

Im ersten Teil konnte auf Basis von 50 ribosomalen ITS-Sequenzen von zwolf Neuropogon-
Arten gezeigt werden, dass Neuropogon paraphyletisch ist. Die Gruppe spaltet sich in eine
Kerngruppe nah verwandter Arten mit unklaren verwandtschaftlichen Beziehungen und in drei
weitere Arten auf, die in eine andere Sektion innerhalb Usneas fallen. Die Pigmentierung des
Thallus und die dunklen Fruchtkorper scheinen keine Neuropogon-spezifischen Merkmale zu
sein und sind eher auf raue klimatische Bedingungen zuriickzufiihren. Folglich wurde

Neuropogon mit Usnea synonymisiert.

Im zweiten Teil wurde der Datensatz auf 308 Individuen und drei Genfragmente, die
ribosomale ITS und IGS und das proteincodierende Gen RPB1, erweitert. Die phylogenetische

Analyse dieser Daten zeigt eine Trennung zwischen einer Kerngruppe und einer Aullengruppe,
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bestehend aus drei monophyletischen Arten sowie einem Artkomplex aus neuseeldndischen
Proben. Die Kerngruppe besteht aus drei verwandten Gruppen, in denen sich jeweils vegetativ
reproduzierende Individuen um eine der drei fertilen Arten U. trachycarpa, U. perpusilla und
U. aurantiaco-atra gruppieren. Mit Hilfe der phylogenetischen Arterkennungsmethode nach
WIENS & PENKROT (2000) konnten Artgrenzen innerhalb dieser Gruppen aufgedeckt werden.
Neben kryptischen Arten wurde dabei jeweils eine bipolare Abstammungslinie innerhalb des
U. trachycarpa- und des U. perpusilla-Komplexes entdeckt, die bisher als eine

zusammenhingende Art, U. sphacelata, betrachtet wurden.

Zuletzt wurden die Datensitze der drei Gruppen separat, mit Hilfe der Nested Clade Analyse
(NCA, TEMPLETON et al. 1987), in einem phylogeographischen Kontext an der intra-
interspezifischen Schnittstelle untersucht, um Artgrenzen und populationshistorische Prozesse
abzuleiten. Bei groflen geographischen Distanzen traten allerdings Probleme in der NCA auf.
Die Ubereinstimmung von genetischer Abweichung und geographischer Distanz ist insgesamt
gering. Alle nordhemisphérischen Populationen sind im Vergleich zu den siidhemisphérischen
Populationen genetisch sehr homogen, woraus auf rezente Fernverbreitung geschlossen wird.
Es gibt deutliche Hinweise auf kryptische Artbildung sowie auf eine postglaziale
Wiederbesiedlung der Antarktis und periodischen Genfluss von Stidamerika in die Antarktis.
Zur Unterstiitzung der Artabtrennungen, wurde die Verbindung morphologischer und
chemischer Merkmale mit der Position der Haplotypen in den hierarchisch geschachtelten
Haplotyp-Netzwerken anhand von Kontingenztafeltests und ANOVAs {iberpriift. In fast allen
Féllen konnten die phylogenetischen und phylogeographischen Schlussfolgerungen durch

diese Daten signifikant unterstiitzt werden.

Aus den Untersuchungen ergeben sich folgende taxonomische Schlussfolgerungen: (1) drei
neue Arten wurden entdeckt; (2) U. sphacelata und U. perpusilla sind Artkomplexe, die
insgesamt aus mindestens sechs Arten bestehen; (3) U. antarctica ist synonym mit U.
aurantiaco-atra; (4) funf Arten, U. acromelana, U. ciliata, U. perpusilla, U. subcapillaris und
U. trachycarpa, werden als vorldufige Arten akzeptiert, bediirfen aber weiterer
Untersuchungen und (5) vier der zurzeit akzeptierten Arten, U. acanthella, U. durietzii, U.

patagonica und U. subantarctica, werden in ihrer derzeitigen Abgrenzung bestitigt.
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ABSTRACT

Lichens are symbiotic organisms that consist of a fungus and one or more photosynthetically
active partners, eucaryotic algae or cyanobacteria. These organisms have developed a set of
morphological characters that are absent in non-lichenized fungi. The taxonomic importance
and interpretation of the variability of these characters are unclear. In addition lichens often

reveal worldwide distribution patterns but their population history is still poorly known.

The present thesis is the first to combine phylogenetic and phylogeographic approaches for
the investigation of species boundaries, the importance of morphological and chemical
variability within and between species as well as the basic vegetation historical processes.
The model organism is a subgenus of the lichen genus Usnea, named Neuropogon that is
mainly distributed in Antarctica and adjacent areas. Currently 15 fruticose and saxicolous
lichen species with a black pigmentation, dark apothecia and Southern hemispherical or
circumpolar arctic and Antarctic (bipolar) distribution are known. This study examines
potential causes of this unusual distribution, in particular the question if there is genetic
exchange, respectively, between the two polar regions and between South America and
Antarctica or if the populations are effectively isolated. The study comprises three main
issues: (1) the phylogenetic position of the subgenus Neuropogon within Usnea, (2) the
circumscription of species within Neuropogon and (3) the phylogeographic context for

species delimitation and the recent distribution of species.

In the first part 50 ribosomal ITS sequences from 12 Neuropogon species were used to
demonstrate that Neuropogon is paraphyletic. The group is separated into a core group of
closely related species with uncertain relationships among each other and three further
species clustering close to a different section within Usnea. Thallus pigmentation and the
colour of apothecial disks appear to be non-specific characters of Neuropogon and rather a
response to harsh climatic conditions. Consequently, Neuropogon is reduced to synonymy

with Usnea.

In the second part the molecular dataset was extended to 308 studied specimens and three
gene fragments, the ribosomal ITS and IGS and the protein coding gene RPBI1. The
phylogenetic analyses of these data reveal a distinction between a core group and an out-
group consisting of three monophyletic species and a species complex of New Zealand
specimens. The core group comprises three related groups of mainly vegetatively reproducing

lineages that are arranged around the fertile species Usnea trachycarpa, U. perpusilla and U.
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aurantiaco-atra. The phylogenetic species recognition method of WIENS & PENKROT (2000)
is used to detect species boundaries within these groups. Besides cryptic species a bipolar
lineage was detected in both the U. trachycarpa and U. perpusilla complexes, which were

formerly described as a single species, U. sphacelata.

Subsequently, the dataset of each group is used separately in a phylogeographic context
performing nested clade analysis (NCA, TEMPLETON et al. 1987) to infer species boundaries
and population history on an intra-interspecific interface. However, NCA turns out to perform
poorly over large geographical distances. The concordance of genetic deviation and
geographical distance is over-all small. All Northern Hemisphere populations are genetically
very homogeneous compared to their Southern Hemisphere counterparts, which points to
recent long-distance dispersal. There is broad evidence for cryptic speciation and post-glacial
recolonisation of Antarctica as well as periodic gene flow from South America into
Antarctica. To support species delimitations the association of morphological and chemical
characters with the position of haplotypes on hierarchically nested haplotype networks was
reviewed using contingency tests and ANOVAs. In almost all cases phylogenetic and

phylogeographical conclusions are significantly corroborated by these data.

The study yields the following taxonomic conclusions: (1) three new species are recognized;
(2) U. sphacelata and U. perpusilla are species complexes comprising at least six species in
total; (3) U. antarctica and U. aurantiaco-atra are reduced to synonymy; (4) five species, U.
acromelana, U. ciliata, U. perpusilla, U. subcapillaris and U. trachycarpa, are provisionally
accepted as species, but need further study and (5) the four species U. acanthella, U.

durietzii, U. patagonica and U. subantarctica are confirmed in their current circumscription.
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Einleitung 1

1. Einleitung

Flechten besiedeln als Pioniere der Vegetation selbst sehr kalte oder ndhrstoffarme
Lebensrdume wie Polar-, Hochgebirgs- oder Wiistenregionen. Thre autotrophe Lebensweise,
die durch die symbiontische Beziehung zwischen Pilz und photosynthetisch aktiven Algen
bzw. Cyanobakterien gewdhrleistet ist, ermdglicht z. B. auch die Besiedlung von nacktem
Fels. In ausgetrocknetem Zustand konnen Flechten Hitze, Kélte und andere widrige
Bedingungen iiberdauern und somit auch in Wiisten iiberleben. Systematisch zdhlt man die
Flechten zu den Pilzen, da der Mykobiont (Pilzpartner) den artbestimmenden
Symbiosepartner darstellt und dieselbe Algenart von verschiedenen Pilzen genutzt werden
kann. Da Flechten neben ihren Fruchtkérpern hédufig wenige charakteristische Merkmale
aufweisen, viele Arten aber keine sexuelle Fortpflanzung zeigen, ist die Bestimmung und
systematische Eingliederung oft schwierig. Viele Flechten bilden zusétzlich oder sogar
ausschlieBlich vegetative Verbreitungseinheiten aus, mit denen sich die Symbiosepartner
gemeinsam ausbreiten konnen. Aufgrund fehlender Merkmale werden zur Identifizierung von
Arten héufig flechtenspezifische, chemische Sekundirstoffe untersucht die z. T. auch
medizinisch interessant sind. Erstaunlicherweise weil man nach wie vor wenig liber die
Fortpflanzungs- und Populationsbiologie von Flechten, sowie iiber die Ausbreitungseffizienz
von Sporen und vegetativen Verbreitungseinheiten. Zum Beispiel ist vollig unklar, ob
Flechtenarten, die in beiden Polarregionen vorkommen und daher als bipolar bezeichnet
werden, in Kontakt stehen und genetisches Material austauschen oder nicht.

In der vorliegenden Arbeit wird modellhaft eine Untergruppe der Flechtengattung Usnea
untersucht, die hauptsidchlich in antarktisch-subantarktischen Regionen und Hdohenlagen
Stidamerikas vorkommt, aber auch bipolare Elemente enthédlt. Die zugehorigen Arten haben
regional unterschiedliche Verbreitungszentren und nutzen verschiedene Verbreitungs-
mechanismen. Thre Verwandtschaft ist in den meisten Fillen unklar. Zwei zentrale
Fragestellungen werden untersucht: 1) Wie ldsst sich die untersuchte Gruppe als Ganzes in
die bestehende Klassifikation eingliedern und 2) Welche genetischen und geographischen
Muster ergeben sich innerhalb der Gruppe auf Populationsebene und welche Aufschliisse
konnen diese im Hinblick auf historische Besiedlungsprozesse und rezente Artabgrenzungen
geben? Methodisch werden DNA-Sequenzdaten von drei Genen und iiber 300 Individuen mit
geographischen, morphologischen und chemischen Daten verkniipft und anhand
verschiedener phylogenetischer und phylogeographischer Auswertungsverfahren analysiert.

AbschlieBend werden daraus taxonomische Konsequenzen fiir die Gruppe gezogen.
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Diese Arbeit stellt eine der ersten grof3 angelegten phylogeographischen Arbeiten an Flechten

dar und trégt in vielen Belangen bedeutend zum besseren Verstindnis dieser Organismen bei.

1.1 Die Flechtengattung Usnea

Die Flechtengattung Usnea, mit heute mehr als 600 beschriebenen Arten, ist eine der
artenreichsten Gattungen innerhalb der grofften Flechtenfamilie, den Parmeliaceae
(HAWKSWORTH et al. 1995). Bartflechten, wie die Vertreter dieser Gattung auch genannt
werden, haben eine aufrecht strauchige bis hingende Wuchsform und kommen vorwiegend
auf festen Substraten wie Rinde und Stein vor. Die Gattung ist kosmopolitisch und von
polaren iiber boreale und temperierte Gebiete bis in die Tropen haufig und weit verbreitet. In
polaren Gebieten bedecken Usneen z. T. weite Kiistenbereiche und tragen dadurch erheblich
zur Substratanreicherung bei. AuBerdem produzieren alle Vertreter der Gattung das
medizinisch genutzte Antibiotikum Usninsdure, das der Gattung auch ihren Namen gab. Das
Hauptmerkmal der Gattung ist der radialsymmetrische Thallusaufbau (Abb. 1.1), gegliedert
in einen Usninsdure enthaltenden Kortex, eine Markschicht mit Algen der Gattung Trebouxia
und einen stabilen, knorpelartigen Zentralstrang, den man im Allgemeinen durch Dehnung

der Aste vom Mark trennen kann (CLERC 1998, OHMURA 2001).

L il
Abb. 1.1: Usnea perpusilla: Habitusaufnahme (links) und Thallusquerschnitt (rechts): (a)
Kortex, (b) Markschicht, (¢) Zentralstrang (siche auch Pfeil links).

Die taxonomische Gliederung der Gattung Usnea beruht zumeist auf morphologischen und
chemischen Merkmalen, wobei Arten sehr variabel sein kénnen und verschiedene Okotypen

stark voneinander abweichen. Dies fiihrte in der Vergangenheit hdufig zur Beschreibung von
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Morphotypen als eigenstindige Arten und damit zu Verwirrungen bei der Bestimmung von
Usnea-Arten (CLERC 1998, ARTICUS 2004a). Die Situation wird erheblich dadurch erschwert,
dass ca. 52% der weltweit beschriebenen Arten asexuelle Arten sind (CLERC 1998), die sich
hiufig durch vegetative Fortpflanzungseinheiten wie Sorale, Isidiomorphe und Konidien
vermehren. Sie werden dann aufgrund einer Kombination morphologischer und chemischer
Merkmale, sowie Habitatpriaferenzen und geographischer Verbreitung voneinander
unterschieden. In einigen Fillen jedoch unterscheiden sich asexuell reproduzierende Arten
nur durch ihren Reproduktionsmodus von anderen asexuellen oder Apothecien ausbildenden
Arten. Durch molekulare Analysen konnte bereits mehrfach, auch in anderen
Flechtengruppen, gezeigt werden, dass in diesen Féllen eine Aufspaltung in zwei oder
mehrere Arten nicht immer gerechtfertigt ist (z. B. MYLLYS et al. 2001, ARTICUS et al. 2002,
OTT et al. 2004). Durch neuere taxonomische Arbeiten wurden in den letzten Jahren
erhebliche Fortschritte im Umgang mit Artabgrenzungen in der Gattung Usnea erzielt.
Taxonomen sind dazu iibergegangen polymorphe Arten durch eine Kombination von
Merkmalen mit groerer Variationsbreite zu charakterisieren (WALKER 1985, STEVENS 1992,
HERRERA-CAMPOS et al. 1998, CLERC 1998, OHMURA 2001).

Auch auf hoheren taxonomischen Ebenen wie Untergattungs- und Gattungsniveau gab und
gibt es viele Unklarheiten. Seit MOTYKA (1936-38), der die erste weltweite Usnea
Monographie erstellt hat, sind zahlreiche Untergattungen und Sektionen in Usnea
beschrieben und diskutiert worden, unter anderem die Stellung der Untergattungen bzw.
Sektionen Neuropogon, Usnea, Dolichousnea und Eumitria (KROG 1976, 1982, WALKER
1985, OHMURA 2001, 2002, OHMURA & KANDA 2004, ARTICUS 2004b) (sieche hierzu auch
Kapitel 1.2 und 2.1). Weiterhin ist bis heute die Stellung der gesamten ,usneoiden’ Gattungen
(Usnea, Protousnea, Evernia, Letharia, Lethariella) innerhalb der Parmeliaceae
(ESCHWEILER 1824) unklar und weithin diskutiert (z. B. KROG 1976, 1982, KARNEFELT et al.
1998, THELL et al. 2002, 2004, MATTSSON et al. 2004).

Nachdem der Familienname Usneaceae (ESCHWEILER 1824) lange Zeit Bestand hatte und
neben Usnea eine wechselnde Zusammenstellung von Gattungen mit zumeist strauchigen
Thalli umfasste (ZAHLBRUCKNER 1926, KEISSLER 1960, POELT 1974, HALE 1983), wurde er
von HENSSEN & JAHNS (1973) durch ein weiter gefasstes Familienkonzept, beruhend auf der
Fruchtkorperontogenie und -anatomie, abgeldst und betroffene Gattungen den Parmeliaceae
zugeordnet. Diese Ansicht wurde von ERIKSSON (1982) aufgegriffen und wird in Fachkreisen
bis heute weitgehend anerkannt (ERIKSSON & HAWKSWORTH 1998). KARNEFELT et al. (1998)

iiberpriiften die mogliche Abgrenzung usneoider Gattungen anhand morphologischer
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Untersuchungen und lehnten eine separate Familie Usneaceae ab. Seit der Verfiigbarkeit
molekularer Daten ist die Phylogenie der Parmeliaceae ein intensiv untersuchtes Thema (z. B.
MATTSSON & WEDIN 1998, 1999, THELL et al. 2002, 2004, MATTSSON et al. 2004). Heute
setzt sich die Familie aus ca. 90 Gattungen zusammen und ist in mehreren Studien als
monophyletische Gruppe bestitigt worden (z. B. MATTSSON & WEDIN 1999, THELL et al.
2004). Verschiedene Bestrebungen, die Parmeliaceae zu untergliedern und eigenstindige
Familien auszukoppeln, konnten meist durch molekulare Daten revidiert werden. So gliederte
HALE (1983) die ,,alectorioiden* Gattungen Alectoria, Bryoria, Coelocaulon, Cornicularia,
Pseudephebe und Sulcaria in die Familie Alectoriaceae, die dann aber durch molekulare
Daten nicht bestétigt werden konnte (MATTSSON & WEDIN 1999). Eine Auflistung weiterer
vorgeschlagener Familien findet sich in THELL et al. (2004).

Die Aufklarung der Verwandtschaft der Gattungen und Arten innerhalb der Parmeliaceae
stellt sich jedoch auch nach der molekularen Revolution als schwierig dar. Neueste
Untersuchungen kombinierter und groBerer Datensdtze liefern keine oder nur schwache
Unterstiitzungen fiir groBere verwandtschaftliche Zusammenhidnge innerhalb der
Parmeliaceae (MATTSSON et al. 2004, THELL et al. 2004), wobei jlingst innerhalb der Gruppe
der parmelioiden Arten, den Blattflechten Parmelia s. lat., groBe Fortschritte beziliglich der
Phylogenie dieser Gruppe erzielt wurden (BLANCO et al. 2004).

Die Gattung Usnea konnte in keiner der oben erwihnten Studien in einen konkreten und
begriindeten Zusammenhang mit anderen Gattungen gebracht werden. In MATTSSON et al.

(2004) erscheint Protousnea als Schwestergruppe zu Usnea, dies ist aber nicht unterstiitzt.

1.2 Historischer Uberblick iiber die Neuropogon-Gruppe

Neuropogon-Arten konnen traditionell wie folgt zusammengefasst werden: Sie haben einen
gelb bis griinlichen, strauchigen Thallus mit variierender schwarzer Pigmentierung, zeigen
eine polar-alpine Verbreitung mit siidhemisphérischem Schwerpunkt und kommen fast
ausschlieBlich auf Stein vor. Die ersten Funde dieser auffélligen Gruppe von Strauchflechten
wurden im spéten 18. und frithen 19. Jahrhundert wéhrend arktischer Expeditionen gemacht.
Forscher entdeckten die erste Neuropogon-Art in Island: Lichen sulphureus (KONIG 1772) (=
Usnea sphacelata), eine bipolare Art, die in beiden Hemisphdren vorkommt. Auch aus der
Stidhemisphére wurden nur wenig spéter dhnliche Arten beschrieben: Lichen aurantiaco-ater
(JACQUIN 1781) (= Usnea aurantiaco-atra) von der Magellan Strale und Usnea fasciata
(TORREY 1823) (= U. aurantiaco-atra) als erste Neuropogon-Art aus subantarktischem

Gebiet. Die erste australasische Neuropogon-Art beschriecb NYLANDER (1866) von
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Neuseeland: N. melaxanthus var. ciliatus (= Usnea ciliata). Weitere Artbeschreibungen
folgten auf zahlreiche weitere Expeditionen in die arktischen und antarktischen Gebiete.
Allerdings wurden hiufig neue Arten beschrieben, die sich spiter als Synonyme bereits
beschriebener Arten herausstellten. Genauere Angaben zu den Expeditionen und daraus
resultierenden Sammlungen finden sich bei DODGE (1948), LAMB (1964) und LYNGE (1932,
1941) (Informationen aus: WALKER 1985).
NEES & FLotow (1835) fithrten den Gattungsnamen Neuropogon ein, zu diesem Zeitpunkt
aber noch fiir einen Vertreter der Gattung Protousnea (N. poeppigii = Protousnea poeppigii)
und N. antennarius (= Usnea aurantiaco-atra). Seitdem haben verschiedene Autoren
Neuropogon
* zum einen als eigenstindige Gattung anerkannt (LAMB 1939, 1948, KROG 1976, 1982,
ROGERS 1981, GALLOWAY 1983, ARTICUS 2004b),
e zum anderen als Untergattung innerhalb Usneas betrachtet (JATTA 1900, DU RIETZ
1926, MOTYKA 1936-38, LAMB 1964, HENSSEN & JAHNS 1973, WALKER 1985)
e oder als Sektion (OHMURA & KANDA 2004) oder Untersektion (MONTAGNE 1852) der
Gattung Usnea beschrieben (siche Tab. 1.1).

Die Stellung Neuropogons innerhalb der Gattung Usnea ist seit jeher stark umstritten.

Tab. 1.1: Vorschlage verschiedener Autoren zur Klassifikation von Neuropogon (verandert nach
WALKER 1985).

Autoren Klassifikation

NEES & FLOoTOW (1835) Gattung Neuropogon

MONTAGNE (1852) Gattung Usnea, Untergattung Neuropogon

JATTA (1900) Gattung Usnea, Untergattung Neuropogon

DU RIETZ (1926) Gattung Usnea, Untergattung Neuropogon

MOTYKA (1936-38) Gattung Usnea, Untergattung Neuropogon, Sektionen Sulphureae,
Melaxanthae, Trachycarpae

LAMB (1939, 1948) Gattung Neuropogon

LAMB (1964) Gattung Usnea, Untergattung Neuropogon

DODGE (1948, 1973) Gattung Usnea, Untergattung Neuropogon

HENSSEN & JAHNS (1973)  Gattung Usnea, Untergattung Neuropogon

KROG (1976, 1982) Gattung Neuropogon

ROGERS (1981) Gattung Neuropogon

GALLOWAY (1983) Gattung Neuropogon

WALKER (1985) Gattung Usnea, Untergattung Neuropogon

OHMURA & KANDA (2004) Gattung Usnea, Untergattung Usnea, Sektion Neuropogon

ARTICUS (2004b) Gattung Neuropogon

Du RIETZ (1926) verdffentlichte die erste Zusammenstellung der siidhemisphirischen
Neuropogon-Arten beruhend auf morphologischen Daten, benutzte aber noch keine
chemischen Merkmale. Detailliertere monographische Studien wurden anschlieBend vor

allem von MOTYKA (1936-38) und LAMB (1939) durchgefiihrt, wobei MOTYKA erstmals die
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chemische Reaktion von Flechtenstoffen mit Kaliumhydroxid zur Analyse benutzte und
LAMB zusitzlich die sich bildenden Kristalle untersuchte und diese Informationen in die
taxonomische Revision einflieBen lieB. Spdter nutzte er auch diinnschicht-
chromatographische (TLC) Daten (LAMB 1964), erkannte erstmals die Existenz chemischer
Rassen innerhalb von Arten und stufte Neuropogon von Gattungsebene (LAMB 1939, 1948)
auf Untergattungsebene mit 15 Arten herunter. Auf die Arbeiten DODGEs zwischen 1938 und
1973 soll hier nicht weiter eingegangen werden, da keine seiner zahlreichen
Neubeschreibungen kritischen Nachpriifungen standhalten konnte. WALKER (1985)
verdffentlichte eine iiberarbeitete Monographie der Untergattung Neuropogon, wobei sie sich
vor allem auf die friiheren Arbeiten LAMBs stiitzte. Sie hat in dieser Arbeit sowohl eine
morphologische als auch chemische Analyse vereint. Dabei legte sie besonderen Wert auf die
grofe infraspezifische Variabilitdt und zdhlte 15 Arten, davon eine bipolare Art, zur Gattung
Usnea Untergattung Neuropogon (NEES & FLOTOW) JATTA. Unter der Beriicksichtigung
infraspezifischer Variabilitdt werden Artgrenzen allerdings unklar und sichere Bestimmungen
schwieriger. Dies trifft vor allem auf die soredidsen Neuropogon-Arten zu, die sich nicht
sexuell fortpflanzen. Die Bestimmung mit WALKERs Bestimmungsschliissel (1985) kann in
diesen Fillen z. T. zu uneindeutigen Ergebnissen fithren. Sie selbst gibt in ihrer Arbeit
Hinweise auf nah verwandte Artenpaare, denen heute mit Hilfe molekularer Methoden

nachgegangen werden kann.

1.3 Phylogeographie und das bipolare Verbreitungsmuster

Unter Phylogeographie (AVISE et al. 1987) versttht man die Verbindung von
Populationsgenetik und Stammesgeschichte, d. h. die Konzentration auf die geographische
Verteilung von Abstammungslinien innerhalb und zwischen nah verwandten Arten (AVISE
2000, RIDDLE & HAFNER 2004). In den letzten Jahren ist die Phylogeographie zu einer
eigenstidndigen Disziplin herangewachsen und nimmt die Rolle einer geographischen und
zeitlichen Erweiterung der Populationsgenetik ein (RIDDLE & HAFNER 2004). Zur
Bestimmung von Abstammungslinien und Verwandtschaften innerhalb und zwischen Arten,
auf denen die phylogeographischen Untersuchungen aufbauen, wurden traditionell
mitochondriale DNA-Daten verwendet (siche AVISE et al. 1987), die im Regelfall durch ihre
miitterliche Vererbung frei von Rekombination sind und sich durch hohe Evolutionsraten
auszeichnen. Da hohe Evolutionsraten in besonderem Malle auf tierische mt DNA, nicht aber

auf pflanzliche oder die mt DNA von Pilzen zutreffen, wurden Untersuchungen in diesen
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Organismen schnell in Richtung nukledre Daten erweitert. Gewonnene molekulare Daten
werden mit den geographischen Daten der rezenten Verbreitung von Individuen verkniipft.
Vor populationsgenetischem Hintergrund konnen daraus historische Prozesse wie z. B.
Populationsfragmentierungen, Gebietserweiterungen oder Vikarianzereignisse abgeleitet
werden. In vielen Studien wurde so z. B. auf den Einfluss der letzten Eiszeit auf Arten und
Artkomplexe geschlossen (SEDDON et al. 2001, PFENNINGER & POSADA 2002, PAULS 2005 u.
v. a.). Eine populdre Methode zur Verkniipfung molekularer und geographischer Daten und
zum Ableiten statistisch getesteter, historischer bzw. rezenter Populationsprozesse ist die
Nested Clade Analyse (NCA, TEMPLETON et al. 1987, 1995) (siehe hierzu auch Kapitel 3 B-
1.2 dieser Arbeit).

Bipolaritdt ist ein weit verbreitetes Phédnomen, das in vielen, sehr unterschiedlichen
Organismengruppen vorkommt, so z. B. bei Kéfern, hoheren Pflanzen, Foraminiferen,
Moosen und Flechten (GALLOWAY & APTROOT 1995, DARLING et. al. 2000). Die Bipolaritét
bezeichnet eine antitropische Verbreitung von Taxa, mit Vorkommen vor allem in den hohen
Breitengraden beider Hemisphiren und Aussparung der tropischen Gebiete der Erde. Dieser
Verbreitungstyp kann sich auf einzelne Arten, aber auch auf Gattungen und ganze Familien
beziehen. Bei Flechten gibt es verschiedene Muster bipolarer Verbreitung, die z. B. nur die
Nordhemisphidre (NH) und Siidamerika, die NH und Australasien oder die NH und
Neuseeland oder Australien betreffen, aber auch zirkumboreale—zirkumantarktische
Verbreitungen (GALLOWAY & APTROOT 1995). Eine besondere Form der Bipolaritt stellt das
letztgenannte Muster mit zusétzlichen Vorkommen in tropischen Hochgebirgsregionen dar.
Dieses Verbreitungsmuster zeigt sich bei einer Art der Neuropogon-Gruppe, Usnea
sphacelata, mit weitem Vorkommen in arktischen und antarktischen Gebieten, sowie
begrenzteren Vorkommen in den hohen tropischen Bergregionen Ecuadors, Kolumbiens,
Perus und Venezuelas.

Uber die Erklirung bipolarer Phiinomene ist bereits friih spekuliert worden (z. B. bei DARWIN
1859, BERG 1933, DU RiETZ 1940, HUBBS 1952, RAVEN 1963, MOORE et al. 1972, ROTONDO
et al. 1981 und BRIGGS 1987), worauf hier im Einzelnen nicht eingegangen werden soll (sieche
hierzu auch GALLOWAY & APTROOT 1995). Prinzipiell kreisen aber die Diskussionen
bestindig um die Moglichkeit (1) einer historisch groBflachigen Ausdehnung, die durch
klimatische oder tektonische Verdnderungen fragmentiert wurde, (2) einer zuriickliegenden
Migration entlang von Migrationsrouten, z. B. Gebirgsziigen wihrend den Eiszeiten, oder

aber (3) rezenter Phdnomene wie Fernverbreitung. Es ist wichtig hierbei auf das
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taxonomische Niveau der Organismen zu achten. Eine gesamte Gattung oder Familie ist mit
groBer Wahrscheinlichkeit durch historische Prozesse bipolar verbreitet. Auf Artniveau
allerdings konnen historische sowie rezente Phanomene greifen. Wenige molekulare Studien
konnten bisher eine Fernverbreitung bipolarer Organismen belegen: VAN OPPEN et al. (1994)
bei Seetang, DARLING et al. (2000) bei Foraminiferen, MYLLYS et al. (2003) bei zwei nah
verwandten Flechtenarten. Andere Studien weisen auf nah verwandte aber nicht
konspezifische Arten hin: SCHREIBER et al. (1996) bei Priapswiirmern (Allozym-Studie),
MURTAGH et al. (2002) bei einem Flechtenpilz. Die Bipolaritdt von Arten muss in jedem

Einzelfall neu untersucht werden.

1.4 Ziele und Aufbau der Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist in ein Einleitungskapitel (1) und zwei weitere Kapitel (2 + 3), die
in sich jeweils abgeschlossene Untersuchungen enthalten, sowie ein Schlussfolgerungskapitel
(4) mit taxonomischen Konsequenzen gegliedert.

Kapitel 2 dieser Arbeit hat zum Ziel, die Stellung der Neuropogon-Gruppe innerhalb der
Gattung Usnea unter Einbeziehung einer moglichst grolen Anzahl von Arten zu untersuchen
und vorgeschlagene Gattungskonzepte zu liberpriifen.

Das Kapitel 3 ist in die Teile A und B aufgegliedert. In beiden Teilen steht die Abgrenzung
von nah verwandten Neuropogon-Arten durch die Analyse eines kombinierten Datensatzes
aus drei Genen im Vordergrund. In Kapitel 3-A werden zu diesem Zwecke verschiedene
phylogenetische Methoden genutzt und eine Artabgrenzung vor dem Hintergrund des
phylogenetischen Artkonzeptes diskutiert. Hierzu wird die Methode nach WIENS & PENKROT
(2002) angewandt. In Kapitel 3-B wird das Problem der Definition von Artgrenzen
populationsbiologisch betrachtet und vor dem Hintergrund des kohésiven Artkonzepts
gesehen. Netzwerkmethoden und Nested Clade Analysen werden dazu genutzt, Arten
abzugrenzen und morphologische und chemische Daten in die Diskussion einzubeziehen.
Zudem werden wichtige phylogeographische Prozesse diskutiert. Durch die Nutzung
vielfdltiger Datensdtze und Methoden sollen die verwandtschaftlichen Beziehungen und
grundlegenden historischen Populationsprozesse innerhalb der Neuropogon-Gruppe
aufgedeckt und interpretiert werden.

In Kapitel 4 werden die Ergebnisse aus 3-A und 3-B zusammengefasst und daraus

Vorschlidge zur taxonomischen Neuordnung abgeleitet.
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1.5 Benutzte molekulare Marker in dieser Arbeit

Um die aufgeworfenen Fragen zu beantworten, wurde in dieser Arbeit neben der Analyse
morphologischer und chemischer Merkmale der Schwerpunkt auf molekulare Daten gelegt.
Hierzu wurden vier verschiedene molekulare Marker, d.h. spezifische Genabschnitte des

Pilzgenoms, verwendet, die im Folgenden charakterisiert werden.

ITS-Region

Die Internal transcribed spacer (ITS) sind Abschnitte nicht-codierender DNA innerhalb der
ribosomalen DNA (rDNA) im Zellkern. Die codierenden Abschnitte der rDNA liefern die
Vorlage fiir die ribosomale RNA, welche neben Proteinen als Nukleotidmolekiile in die grof3e
und kleine Untereinheit der Ribosome eingebaut wird. Als so genannte Spacer oder
Distanzstiicke sitzen ITS1 und ITS2 zwischen den codierenden Abschnitten 18S (SSU), 5.8S
und 28S (LSU) der rDNA (Abb. 1.2). Diese Genabfolge bildet Einheiten (ca. 8-12 kb), die in
jeder Zelle als aneinander gereihte multiple Kopien vorliegen, wobei die einzelnen
Geneinheiten durch die nicht-codierende Intergenic spacer Region (IGS) voneinander
getrennt werden. Im Allgemeinen unterliegt der iterative Gesamtkomplex, der bis zu mehrere
hundert Kopien der einzelnen Einheiten beinhalten kann, einer schnellen evolutioniren
Entwicklung (BUCKLER et al. 1997, RAZAFIMANDIMBISON et al. 2004), was in einer hohen

Variabilitit auf Gattungsebene und Polymorphien auch innerhalb von Arten resultiert.

IGS ITS1 ITS2
< — — - T»
28S (LSU) 18S (SSU) 5.8 28S (LSU)
|
500 bp

Abb. 1.2: Nukledre rDNA Einheit: 18S= kleine Untereinheit, ITS1 und ITS2= Internal
transcribed spacer Regionen, 28S= groBBe Untereinheit; getrennt durch IGS= Intergenic
spacer Region.

Mutationen (Anderungen der Basensequenz der DNA) treten prinzipiell zufillig an einzelnen
Genabschnitten auf. Daher sollte man erwarten, dass sich die verschiedenen Kopien auch
innerhalb eines Organismus oder gar einer Zelle voneinander unterscheiden, was zu
Problemen bei der Amplifikation und Sequenzierung fiihren wiirde. Bei der rDNA ist aber zu

bemerken, dass die einzelnen Geneinheiten nicht unabhédngig voneinander evolvieren (DOVER
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1986). Ein bis heute nicht ganz gekliartes Phinomen, das als ,,concerted evolution®
beschrieben wird, sorgt dafiir, dass der gesamte rDNA Genkomplex eines Individuums

gleichférmig gehalten und auch innerhalb von Populationen fixiert wird (DOVER 1986).

Die ITS Region (ITS1, 5.8S, ITS2) wurde schon in zahlreichen Studien an hoheren Pflanzen
und Pilzen meist nah verwandter Taxa verwendet und konnte wertvolle phylogenetische
Informationen liefern (z. B. BALDWIN et al. 1995, LUMBSCH et al. 2001, MARTIN et al. 2003,
MICHELANGELI et al. 2004). Es ist aber anzumerken, dass die Zusammenstellung von
Sequenzen weit entfernter Taxa, z. B. auf Familien- oder Gattungsebene, durch die hohe
Variabilitdt erheblich erschwert sein kann und somit zu Uneindeutigkeiten im Datensatz fiihrt
(MYLLYS et al. 1999a, WEDIN et al. 1999, LUMBSCH et al. 2001). Als aussagestarker Marker
zur Widerspiegelung der genetischen Variabilitit innerhalb Arten hat sich die ITS besonders
in intraspezifischen Untersuchungen, hdufig mit phylogeographischem Hintergrund (z. B.
ZOLLER et al. 1999, PRINTZEN & EXMAN 2002, DICK et al. 2003, VARGAS 2003, MURAT et al.

2004), und Studien an sehr nah verwandten Arten erwiesen (z. B. MYLLYS et al. 1999b).

1GS-Region

Auch die IGS (Intergenic spacer)-Region ist, wie oben erwidhnt und in Abbildung 1.2
dargestellt, ein Teil der rDNA. Sie liegt als ca. 2-3 kb groes Distanzstiick zwischen 28S und
18S und trennt somit die sich wiederholenden, codierenden Geneinheiten der rDNA. Die
IGS-Region gilt als variabelster Abschnitt der rDNA, der auch Unterschiede innerhalb Arten
auf Populationsebene zeigt (HILLIS & DAVIS 1988, DiAz et al. 2000). Vielfach wurden Teile
oder die gesamte IGS-Region als direkte Sequenzanalyse oder RFLP- bzw. AFLP-Analyse in
mykologischen Studien eingesetzt (siche APPEL & GORDON 1996). Zum Teil zeigten diese
Studien keine infraspezifische Variabilitdt innerhalb der IGS, aber eine groBe Auflosung bei
der Unterscheidung von Arten [KOHN et al. 1988 (Sclerotinia spp.), MOLINA et al. 1993
(Saccharomyces), ERLAND et al. 1994 (Tylospora)]. In anderen Studien hingegen konnte eine
hohe infraspezifische Variabilitit der IGS in den verschiedensten Organismengruppen
festgestellt werden (APPEL & GORDON 1996), so auch in den Ascomycetes-Arten Aspergillus
fumigatus (SPREADBURY et al. 1990), Rhynchosporium secalis (MCDERMOTT et al. 1989),
Fusarium oxysporum (APPEL & GORDON 1996) und Sclerotinia sclerotiorum (CARBONE et al.
1999). Erst in den letzten Jahren wurden Primer zur Nutzung von Teilen der 1GS-Region
auch fiir Flechten entwickelt und ihre hohe Variabilitidt aufgrund schneller Entwicklung
konnte bestdtigt werden. PRINTZEN & EKMAN (2002) nutzten einen Teil der IGS in

Kombination mit der ITS-Region zur Uberpriifung der genetischen Variabilitit und
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geographischen Verbreitung von Cavernularia hultenii und fanden in dieser Flechte eine
mehr als doppelt so hohe Variabilitit in dem untersuchten I1GS-Fragment. Die Brauchbarkeit
der IGS fiir infraspezifische und vor allem phylogeographische Analysen wurde in weiteren

Studien unter Beweis gestellt (PRINTZEN et al. 2003, LINDBLOM & EKMAN 2005).

Das proteincodierende Gen RPB1

In phylogenetischen Analysen werden ribosomale Gene héufig vor proteincodierenden Genen
bevorzugt, da die Amplifizierung durch eine hohe Anzahl von Kopien im Genom begiinstigt
und eine Reihe universeller Primersequenzen verfiigbar ist. Im letzten Jahrzehnt wurden aber
verstdrkt Alternativen zur eingeschriankten Auswahl an ribosomalen und mitochondrialen
DNA-Fragmenten auch bei Pilzen gesucht, um Datensétze zu vergroflern und unabhéngige
molekulare Marker zu vergleichen. Somit wurden mehr und mehr auch proteincodierende
Gene untersucht und Primer entwickelt [z. B. CARBONE et al. 1999 (EF-1a und Calmodulin),
HIRT et al. 1999 (RPB1), KRETZER & BRUNS 1999 (atp6), Liu et al. 1999 (RPB2), THON &
ROYSE 1999 (B-Tubulin), O’DONNELL et al. 2001 (EF-1a)]. Eines dieser ,,neuen* Gene ist das
proteincodierende Gen RPB1. Dieses nukledre Gen codiert fiir die groBte Untereinheit der
RNA-Polymerase II, ein wichtiges Enzym, welches in nahezu allen Zellen eukaryotischer
Organismen fiir die Umsetzung proteincodierender Gene in Prai-mRNA-Transkripte zustindig
ist. Der Enzymkomplex ist aus 12 Untereinheiten aufgebaut, wobei die RPB1-Region fiir die
grofite dieser Proteineinheiten codiert und selbst aus acht konservierten Exonmotiven und
Intronabschnitten besteht. In Abbildung 1.3 ist eine Schemazeichnung des RPB1-Gens
dargestellt. Die schwarzen Abschnitte stellen die konservierten Aminoséduremotive dar, die in
allen eukaryotischen Organismen nahezu gleich sind. Die hellen Abschnitte sind weniger
konservierte Bereiche, die zum Teil auch grofle Introns (>500 bp) enthalten kénnen (siehe

hierzu MATHENY et al. 2002).

p——— 1000 bp ———

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der konservierten Aminoséduredoménen (A-H) im RPB1-
Gen eukaryotischer Organismen (nach MATHNEY et al. 2002).
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Die Notwendigkeit des reibungslosen Ablaufs der Transkription in einer jeden Zelle ist dafiir
verantwortlich, dass die codierenden Abschnitte des Gens eine niedrige Evolutionsrate
aufweisen und hoch konservativ sind. Diese Tatsache und das homologe Vorkommen der
RNA-Polymerase II in allen Eukaryoten sind eine gute Basis fiir phylogenetische Studien auf
taxonomisch hoherem Level (HIRT et al. 1999, Liu et al. 1999, TANABE et al. 2004). In den
letzten Jahren ist das RPB1-Gen bei Pilzen und nah verwandten Organismen sehr erfolgreich
auch zur Aufklarung von Gattungs- und Artverwandtschaften eingesetzt worden (CHENEY et
al. 2001, MATHENY et al. 2002, MATHENY & AMMIRATI 2003, MATHENY 2005). Diese
Studien nutzen neben den Exonbereichen auch das phylogenetische Signal aus den z. T.
ausgeprigten Intronbereichen, welches bis zu viermal grofer als das konservierter rDNA-
Abschnitte sein kann (CHENEY et al. 2001). In den oben genannten Studien ist das RPB1-Gen
im Vergleich zu anderen Genen (RPB2, rDNA-Gene) besser auflosend und bringt hohere
Unterstiitzungswerte fiir die einzelnen Aste innerhalb der Phylogenien. Zudem ist im
Regelfall nur eine Kopie des Gens im Genom vorhanden, was die Haufigkeit von paralogen
Sequenzen stark herabsetzt (CHENEY et al. 2001). In der vorliegenden Studie an sehr nah
verwandten Neuropogon-Arten wird von Teilen des RPB1-Gens vor allem Unterstiitzung bei
der Artabgrenzung erwartet und weniger auf das Vorhandensein groBler innerartlicher

Variabilitdt gesetzt.
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2. Phylogenetische Stellung der Untergattung Neuropogon

2.1 Taxonomie und Klassifikation der Gattung Usnea

Abteilung: Ascomycota
Unterabteilung: Pezizomycotina
Klasse: Lecanoromycetes
Unterklasse: Lecanoromycetidae
Ordnung: Lecanorales (31 Familien)
Familie: Parmeliaceae, ca. 90 Gattungen
Gattung: Usnea, ca. 600 Arten
Untergattung: Dolichousnea
Eumitria
Usnea
Sektion Usnea
Sektion Ceratinae
(Sektion) Neuropogon

Neuropogon, 15 Arten:
Usnea acanthella

. acromelana

. antarctica

. aurantiaco-atra
ciliata

. durietzii
neuropogonoides
patagonica
perpusilla
pseudocapillaris
sphacelata
Ssubantarctica

. subcapillaris
tayloryi

. trachycarpa

SIS IS

Abb. 2.1: Klassifikation der Neuropogon-Gruppe nach ERIKSSON 2004 - Myconet (http://
www.umu.se/myconet/curr/current.html), Index Fungorum (http://www.indexfungorum.
org/Names/Names.asp), HAWKSWORTH et al. 1995, OHMURA & KANDA 2004 und WALKER
1985.

In einer ersten weltweiten Monographie gliederte MOTYKA (1936-38) die Gattung Usnea
DILLENIUS (1742), mit damals 451 Arten, in sechs Untergattungen: Usnea, Eumitria,
Neuropogon, Protousnea, Lethariella und Chlorea. Die Einteilung beruhte hauptsichlich auf
morphologischen Merkmalen wie Zentralstrangstruktur, Thallus- und Apothecienfarbe und
geographischen Verbreitungsmustern. ASAHINA (1956) verfasste eine Ubersicht iiber Usnea
in Japan und fiihrte weitere wichtige Merkmale zur taxonomischen Gliederung von Usnea,
wie Thallus-Verzweigungsmuster, Verhiltnis von Kortex, Mark und Zentralstrang und die
Verteilung sekundérer Flechtenstoffe ein (ASAHINA 1937, 1954). LAMB (1939, 1948)

behandelte Neuropogon in seiner Revision als eigenstindige Gattung, stimmte aber in
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spéteren Arbeiten MOTYKAs Gattungskonzept zu (LAMB 1964). Erst KROG (1976) revidierte
MoOTYKAs Konzept, erhob Protousnea und Lethariella (kombiniert mit Chlorea) auf
Gattungsebene und erwdhnte auch, dass Neuropogon aufgrund der morphologischen
Homogenitdt und geographischen Begrenzung, sowie der Préiferenz fiir steiniges Habitat als
eigenstdndige Gattung zu betrachten sei. WALKER (1985) behandelte Neuropogon als
Untergattung von Usnea. Sie betonte in ihrer Monographie Neuropogons die nahe
Verwandtschaft zwischen den Untergattungen Neuropogon und Usnea und benannte auch
mogliche Zwischenformen, die sie als Neuropogon s. lat. bezeichnete. Threr Meinung nach
reichen die Habitatpriferenz und Pigmentierung des Thallus nicht aus, um Neuropogon
eindeutig als Gattung abzutrennen.

In den letzten Jahren wurden Vertreter der Gattung Usnea verstarkt mit molekularen Markern
analysiert, bestehende Untergattungen iiberpriift und neue Untergliederungen geschaffen.
OHMURA (2002) nutzte nukledre ITS-Sequenzdaten, um die bereits von MOTYKA (1936-38)
morphologisch abgegrenzten Untergattungen FEumitria und Usnea und eine weitere
Untergattung Dolichousnea zu bestitigen, die er zuvor mit Hilfe chemischer und
morphologischer Daten beschrieben hatte (OHMURA 2001). Die Untergattung Usnea gliederte
er auf dieser Datengrundlage in zwei Sektionen, Usnea und Ceratinae, konnte diese
Aufspaltung in einer molekularen Analyse aber nicht eindeutig unterstiitzen (OHMURA 2002).
Ein Hauptmerkmal seiner anatomischen Untersuchungen ist die Kortexstruktur. Er
unterscheidet verschiedene Kortextypen je nach Hyphenart, Verhiltnis von Kortex- und
Markhyphendicke, Hyphenlumen, Grad der Verklebung und Ausrichtung (Abb. 2.2)
(OHMURA 2001, 2002).

Der Florida-Typ hat im Vergleich diinnwandige Hyphen. Die Kortexhyphen haben nur leicht
verdickte Winde und stark erweiterte Lumina und sind bei radialer Anordnung locker
miteinander verklebt. Alle anderen Kortextypen haben grundsitzlich dickere Hyphenwinde.
Beim Merrillii-Typ sind nur die Kortexhyphenwinde verdickt. Die Hypen haben ein kleines
Lumen, sind zumindest zum Teil locker miteinander verklebt und dabei strahlenformig
angeordnet. Der Ceratina-Typ ist dhnlich dem Merrillii-Typ, zeigt aber leicht erweiterte
Zellumen, die an Umfang die Dicke der Zellwand nicht {ibertreffen. Die Hyphen im Kortex
sind radial angeordnet und stark verklebt. Der Baileyi-Typ zeigt keinen Unterschied zwischen
Mark- und Kortexhyphen. Alle Hyphen sind dickwandig mit kleineren oder zellwanddicken
Lumina und locker verklebten Kortexhyphen. Hier ist die Ausrichtung der Hyphen im

Thallus uneinheitlich.
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Abb. 2.2: Kortextypen der Gattung Usnea (aus OHMURA 2001). A-H: kortikales
Hyphengewebe. A, E = Florida-Typ. B, F = Merrillii-Typ. C, G = Ceratina-Typ. D, H =
Baileyi-Typ.

VR

In spéteren Studien untersuchten OHMURA & KANDA (2004) und ARTICUS (2004b) Vertreter
der Neuropogon-Gruppe und kamen zu unterschiedlichen Schlussfolgerungen beziiglich der
Stellung dieser Gruppe zur Gattung Usnea. OHMURA & KANDA (2004) entdeckten eine
Kombination von morphologischen Merkmalen, die geringfiigig von denen der Sektionen
Usnea und Ceratinae (Untergattung Usnea) abwichen, und einen neuen Kortextyp, den sie
Sphacelata-Typ nannten. Thre molekularen Ergebnisse, beruhend auf ITS-Daten,
unterstiitzten eine nahe Verwandtschaft der monophyletischen Gruppen Neuropogon und
Sektion Usnea (PP=0.99), wobei nur zwei Neuropogon-Arten (U. sphacelata (3 Indiv.) und
U. antarctica) molekular untersucht wurden. In einer ML- und B/MCMC-Analyse fielen
beide Gruppen zusammen mit der Sektion Ceratinae in eine gut unterstiitzte Untergattung
Usnea (PP=1.0), wobei die Sektion Ceratinae keine Unterstiitzung fand. Sowohl die
Untergattung Eumitria als auch Dolichousnea wurden als monophyletische Gruppen gut
unterstiitzt. Die Autoren zogen aus der Kombination morphologischer und molekularer Daten
den Schluss, dass der angemessene taxonomische Rang fiir die Neuropogon-Gruppe die
Sektion ist und stuften sie als Sektion Neuropogon (NEES & FLOT.) MONT. innerhalb der
Untergattung Usnea herab (siche auch Abb. 2.1).

ARTICUS (2004b) untersuchte die Kortexstruktur einiger Neuropogon-Arten und kam zu
einem &hnlichen Ergebnis wie OHMURA & KANDA (2004), allerdings verglich sie die
Kortexstruktur mit dem Merrillii-Typ OHMURAs (siche Abb. 2.2: B, F), der in allen

Untergattungen Usneas auftritt. Thre molekularen Analysen beruhten auf Bayes’schen
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Berechnungen zweier Datensétze, einem kleineren kombinierten ITS/LSU/B-Tubulin-
Datensatz und einem groBeren ITS-Datensatz, der Individuen aller Untergattungen Usneas
enthielt. Die beiden Untergattungen Dolichousnea und FEumitria waren jeweils
monophyletisch (PP=1.0) und bildeten eine Schwestergruppe zur Untergattung Usnea, die
sehr gut unterstiitzt war (PP=1.0). Innerhalb der Untergattung zeigte keiner der Bdume eine
signifikante Auflosung der Verwandtschaftsverhiltnisse der einzelnen monophyletischen
Gruppen zueinander (Neuropogon, Sektion Usnea, Sektion Ceratinae und eine weitere
unbenannt Gruppe). Die untersuchte Neuropogon-Gruppe bestand aus drei Arten: U.
antarctica (3 Indiv.), U. sphacelata und U. trachycarpa. Die Typusart der Gattung
Neuropogon, U. aurantiaco-atra, war wie bei OHMURA & KANDA (2004) nicht in der
Analyse vertreten. ARTICUS (2004b) nutzte dieses Ergebnis dazu, die monophyletischen
Untergattungen der Gattung Usnea zu eigenstdndigen Gattungen aufzuwerten. Sie erhob
Dolichousnea und Eumitria, aufgrund ihrer morphologischen Unterschiede und entfernteren
Verwandtschaft zur Untergattung Usnea, zu Gattungen. Auch die in dieser Analyse
monophyletisch erscheinende Neuropogon-Gruppe wurde wieder zur Gattung Neuropogon
erhoben, wobei Usnea s. str. dadurch automatisch zu einer paraphyletischen Gattung wurde.
Die Gattung Neuropogon NEES & FLOT. (1835) wurde charakterisiert durch einen soliden
Zentralstrang, braune bis schwarze Apothecienscheiben, einen aufrechten Thallus mit
anisotomisch-dichotomer Verzweigung und fleckig schwarzer Pigmentierung, dickwandige,
stark verklebte Kortexhyphen mit antikliner Orientierung und Vorkommen auf Stein in
arktischen und antarktischen Gebieten sowie in grolen Hohen in Siidamerika und
Australasien. Die von WALKER (1985) als Neuropogon s. lat. bezeichneten Arten U.
acanthella, U. durietzii, U. neuropogonoides und U. patagonica, die moglicherweise
Zwischenformen zwischen Neuropogon und Usnea darstellen und deren systematische
Position nicht mit Bestimmtheit festgelegt werden kann, wurden von beiden molekularen

Analysen (OHMURA & KANDA 2004, ARTICUS 2004b) nicht erfasst.
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2.2 Molekulare Analysemethoden
2.2.1 Alignment

Als Alignment bezeichnet man die Homologisierung der Sequenzen, die notwendig zur
weiteren Analyse der Daten ist. Jede Position in einem Alignment stellt ein Merkmal mit vier
verschiedenen Merkmalsauspragungen dar (A, T, C und G), die homologisiert werden.
Insertionen oder Deletionen kdnnen dabei nicht voneinander unterschieden werden und
bilden ein ,,Gap* (Liicke) im Alignment. Ziel eines Alignments ist es, sich moglichst an das
giinstigste und somit evolutiv wahrscheinlichste Alignment anzunidhern (PAGE & HOLMES
1998). Es gibt hierzu verschiedene, auf unterschiedlichen Algorithmen basierende Methoden
und Programme. Das Programm Clustal W (THOMPSON et al. 1994) errechnet Alignments
nach einem Algorithmus, der in drei Schritten verlduft: Zuerst werden alle Sequenzen
paarweise miteinander verglichen. Aus dieser Distanzmatrix wird dann ein Baum konstruiert,
der die vorldufigen Gruppierungen der Sequenzen nach Ahnlichkeiten zeigt. Im letzten
Schritt wird ausgehend von den Verzweigungen des Baumes ein aufeinander autbauendes
Alignment produziert. Es werden automatisch ,,Gaps* (Liicken) in das Alignment eingefiigt,
wenn Sequenzlidngenunterschiede auftreten, wobei ein Parameter, der diese Gaps beglinstigt
oder verhindert, variiert werden kann. Clustal-Alignments konnen zweifelhaft alignte
Sequenzbereiche aufweisen, die sich entweder durch viele Gaps oder durch saturierte und
damit moglicherweise nicht-homologe Regionen ausweisen. Dies gilt besonders fiir
Alignments variabler Sequenzen entfernt verwandter Taxa, wie z. B. der ITS auf Gattungs-
ebene (z. B. MYLLYS et al. 1999a, WEDIN et al. 1999).

Das Programm SAM (Sequence Alignment and Modelling system) (KARPLUS et al. 1998) ist
eine Zusammenstellung flexibler Softwareteile zur Nutzung statistischer, linearer ,,Hidden
Markov* Modelle® (HMMs) zur Sequenzenanalyse. HMMs sind statistische Modelle, die
sich durch den Vergleich homologer Sequenzen oder Teilen von Sequenzen formen, um ein
Modell der vorliegenden Sequenzfamilie darzustellen. Dabei werden die einzelnen
Nukleotide oder Sequenzteile in ihrer Wahrscheinlichkeit bewertet (expectation-
maximisation alogrithm). Dies gilt als Grundlage zur Angleichung der einzelnen Sequenzen
an das Sequenzfamilien-Modell, wobei es dem Programm erlaubt ist, Deletionen und
Insertionen vorzunehmen. Der Vorteil dieser Methode gegeniiber anderen ist die Fahigkeit
ganze Sequenzfamilien zu charakterisieren (HUGHEY et al. 2003; siehe hierzu auch

http://www.cse.ucsc.edu/research/compbio/sam.html). Benutzen kann man diese Form der



Phylogenetische Stellung der Untergattung Neuropogon 18

Alignmenterstellung iiber den Internetzugang: http://www.cse.ucsc.edu/research/compbio/
HMM-apps/T99-tuneup.html.

In dieser Arbeit wurde zum einen Clustal W benutzt, welches im Programm BioEdit (HALL
1999) implementiert ist, und zum anderen das Online-Alignmentprogramm SAM. Das
Programm SAM eignet sich besonders gut fiir sehr variable Datensitze mit
Langenunterschieden und zweifelhaft homologen Sequenzabschnitten, da jede einzelne
Sequenz unmittelbar mit dem Sequenzfamilien-Modell verglichen wird, dieses sozusagen
mitgestaltet und nicht-alignbare Bereiche entfernt werden konnen. Das Programm geht
flexibler mit Sequenzunterschieden um. Clustal W hingegen benutzt den vorldufigen Baum
als Grundlage fiir ein fortschreitendes Alignen der Sequenzen. Einmal alignte Sequenzen
werden nicht mehr verdndert, auch wenn nachfolgende Schritte dies korrekterweise erfordern

wirden.

2.2.2 Phylogenetische Analyse

Es gibt verschiedene Methoden um Phylogenien von Datensédtzen zu errechnen. Keine der
Methoden liefert in allen Fillen zuverldssige Ergebnisse und jede einzelne Methode ist
Gegenstand zahlreicher kontroverser Diskussionen (L1 1997). In den meisten Studien werden
daher auf verschiedenen Algorithmen beruhende Methoden auf ein und denselben Datensatz
angewandt, um die Ergebnisse durch eine Ubereinstimmung der Stammbéume abzusichern
bzw. Abweichungen zu diskutieren. Die géngigsten phylogenetischen Ansitze sind
Distanzmatrixverfahren, Maximum Parsimony-Verfahren, Maximum Likelihood-Verfahren
und Bayes’sche Ansdtze. In diesem Kapitel der Arbeit wird ein Distanzmatrixverfahren,
Maximum Parsimony (MP) und eine Bayes’sche Analyse nach der Markov Chain Monte

Carlo Methode angewandt (B/MCMC). Die Methoden werden im Folgenden kurz erklart.

Neighbor-joining (NJ) Analyse

Die Neighbor-joining Methode (SAITOU & NEI 1987) ist das am hédufigsten benutzte
Baumrekonstruktionsverfahren in Verbindung mit einer Distanzmatrix (HALL 2001). Statt auf
den rohen Sequenzdaten selbst, basieren NJ-Phylogenien auf einer indirekten Distanzmatrix,
die durch den Vergleich von Sequenzpaaren gebildet wird. Ausgehend vom Datensatz wird
fiir jede Sequenz die Distanz zu jeder anderen Sequenz berechnet und daraus eine
Distanzmatrix erstellt. Dabei basieren alle Berechnungen auf einem Evolutionsmodell,
welches vor Beginn der Analyse ausgewdhlt wird. Das NJ-Cluster-Verfahren ersetzt dann

schrittweise zwei vorherige Distanzwerte durch eine jeweils neue Distanz, ausgehend von
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den geringsten Distanzwerten, bis die Matrix aus nur noch einem Wert besteht (HALL 2001).
Aus dieser Matrix wird dann ein Baum erstellt. Das zugrunde liegende Prinzip der Methode
ist es, den phylogenetischen Baum mit den kiirzesten evolutiven Distanzen zu finden, ohne
gleiche evolutionire Raten fiir jeden Ast anzunehmen (HALLIBURTON 2004). Vorteile der NJ-
Methode sind erstens die Moglichkeit Substitutionsmodelle in die Berechnungen
einzubeziehen und zweitens die Schnelligkeit der Berechnung, die es auch erlaubt in kurzer

Zeit Stammbdume sehr grofer Datensétze zu gewinnen.

Maximum parsimony (MP) Analyse

Die Maximum parsimony-Methode basiert auf der Grundannahme, dass der evolutiv
wahrscheinlichste Baum der kiirzeste Baum, d.h. der Baum mit der geringsten Anzahl von
Anderungen zur Erklirung der Sequenzdaten, ist. Ausgangsdaten fiir eine Stammbaum-
berechnung unter dem Parsimony-Kriterium sind die einzelnen Merkmalsauspragungen (A,
T, C, G) an jeder Alignmentposition. Jede Merkmalsausprdgungen einer Alignmentposition,
die von mindestens zwei Taxa geteilt wird, wird in die Berechnungen einbezogen
(,parsimony’ informative Merkmale), jede konservierte Position oder Autapomorphie jedoch
ignoriert (HALL 2001). Dabei wird jede Art von Substitution gleichwertig behandelt. Es liegt
kein Substitutionsmodell zugrunde. Haufig, besonders bei groflen Datensédtzen, werden mehr
als ein kiirzester Baum gefunden, so dass ein strikter Konsensusbaum aus allen gefundenen
Biumen ermittelt wird. Alle Aste innerhalb der Biume, die widerspriichliche Aussagen

machen, werden in solch einem Fall als unaufgeldste Polytomie dargestellt.

Die Aussagewahrscheinlichkeit der einzelnen Aste eines NJ- und MP-Phylogramms wird fiir
gewOhnlich mit nicht-parametrischen Bootstrap-Analysen (FELSENSTEIN 1985) tiberpriift.
Nicht-parametrisches Bootstrapping griindet sich auf den wiederholten Entwurf und die
Analyse von Pseudoalignments, die durch zufilliges Vertauschen, Verdoppeln, Léschen und
Ersetzen von homologen Alignmentpositionen des Ausgangsalignments entstehen (HALL
2001, HALLIBURTON 2004). Dabei haben die Pseudoalignments immer die gleiche Lange wie
das Ausgangsalignment, aber eine zufillige Auswahl an Merkmalen. Ausgehend von diesen
Alignments werden mit den gleichen Parametereinstellungen neue Baume errechnet und mit
dem Originalbaum verglichen. Jeder iibereinstimmende Ast wird mit 1 bewertet, jede
Abweichung mit 0 und das Ergebnis gespeichert. Ublicherweise werden 1000 bis 2000
solcher Vergleiche durchgefiihrt, um die Aussagewahrscheinlichkeit oder Zuverlédssigkeit der
Aste eines Baumes einzuschiitzen. Man nennt diese Unterstiitzungswerte ,Bootstrap’-Werte

(HALL 2001).
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Bayes ’sche Analyse

Die Bayes’sche Analyse ist wie die MP-Analyse eine direkte Methode, die von den einzelnen
Merkmalszustinde an den Alignmentpositionen ausgeht. Anders als der MP-Methode wird
einer Bayes’schen Stammbaumberechnung ein Substitutionsmodell zugrunde gelegt. Diese
Modelle konnen einfach sein und z. B. nur Transitionen der Basen zulassen, wie das TrN-
Modell (TAMURA & NEI 1993), oder sie sind komplexer, wie z. B. das General Time
Reversible (GTR) Modell (RODRIGUEZ et al. 1990). Die Anlehnung an ein
Substitutionsmodell stimmt mit der Vorgehensweise der Maximum Likelihood (ML)-
Methode iiberein. Wie bei einer ML-Analyse ist auch bei einer Bayes’schen Analyse das
Hauptkriterium der Stammbaumberechnung, die wahrscheinlichste Topologie fiir einen
Datensatz unter den Parametern eines Substitutionsmodells zu finden (SWOFFORD et al.
1996). Allerdings beruht die Bayes’sche Analyse auf der a priori Annahme, dass eine
hypothetische Baumtopologie wahr ist und berechnet ihre Wahrscheinlichkeit. Hierzu kann
man einen spezifischen, bereits existierenden oder aber einen zufillig ausgewihlten Baum als
Ausgangsbaum nutzen. Dieser Baum wird dann in seiner Topologie leicht verdndert
(Verinderung der Astlingen oder Verschiebung der Aste) und die Wahrscheinlichkeit fiir die
neue, zufillige Topologie berechnet (HUELSENBECK et al. 2001). Die Wahrscheinlichkeits-
werte berechnen sich durch einen Metropolis-Hastings Algorithmus und liegen zwischen 0
und 1. Hat das Ergebnis eine niedrigere Wahrscheinlichkeit, wird der neue Baum abgelehnt,
eine weitere zufillige Verdnderung im Ausgangsbaum vorgenommen und wiederum die
Wahrscheinlichkeit berechnet. Ist die Wahrscheinlichkeit des neuen Baumes hoher, wird
dieser als Ausgangsbaum fiir weitere Berechnungen angenommen (HUELSENBECK et al.
2001). Einen solchen Schritt innerhalb der Suche nach den besten Topologien bezeichnet
man als Generation (HALL 2001). Die Simulation von Bdumen durch zufillige topologische
Verdnderungen beruht auf einem Monte Carlo (MC) Verfahren. Den zugrunde liegenden
stochastischen Kettenprozess, der sich ausgehend von einem bekannten gegenwértigen
Zustand im Zeitverlauf zufillig entwickelt und unabhéngig von der Vergangenheit ist, nennt
man Markov Kette (MC). Und den gesamten Prozess fast man folglich als Markov Kette
Monte Carlo (MCMC) Methode zusammen. Im Verlauf der MCMC Simulation werden
fortlaufend Baume mit steigenden Wahrscheinlichkeitswerten produziert und gespeichert und
bestimmte Gruppierungen von Taxa finden sich immer wieder. Die Haufigkeit mit der diese
Aste in der Menge der Biume auftreten ist proportional zu den mit Beendigung der
Berechnungen angegebenen Wahrscheinlichkeitswerten [posterior probabilities (PP)] fiir die

jeweiligen Aste (RANNALA & YANG 1996). Die PPs eines Baumes konnen als die
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Wabhrscheinlichkeit interpretiert werden, mit der die Aste des Baumes ,korrekt sind
(HUELSENBECK et al. 2001).

Eine BIMCMC Analyse besteht immer aus mehreren unabhédngigen, simultanen MCMC
Simulationen, die auch als Ketten (chains) bezeichnet werden. Die filhrende chain mit den
besten Werten wird als ,,cold chain® bezeichnet und ist die Quelle fiir die abzuspeichernden
Béume. Alle anderen Chains werden als ,,heated chains* bezeichnet. Sie sind stindig auf der
Suche nach Bédumen mit besseren Wahrscheinlichkeitswerten und kdnnen dabei zwischen
Optimalbereichen hin und her springen. Falls eine heated chain einen besseren
Wabhrscheinlichkeitswert fiir einen Baum findet oder sich die cold chain in einem lokalen
Optimum verfiangt und keine besseren Wahrscheinlichkeitswerte mehr produziert, konnen die
heated chains die cold chain ablésen (HILL 2001). Somit wird eine weitrdumige Suche nach
den wahrscheinlichsten Bidumen gewdhrleistet.

Die Bayes’sche Analyse erhebt nicht den Anspruch alle mdglichen Baumtopologien
durchzuspielen. Stattdessen werden wahrend der Suche nach den wahrscheinlichsten Baumen
zahlreiche Bdume mit hohem Wahrscheinlichkeitswert abgespeichert und am Ende in einem
Majority-rule-Konsensusbaum zusammengefasst. Da neben der Suche nach den besten
Baumtopologien unter den Vorgaben eines Substitutionsmodells die statistischen
Unterstiitzungen fiir die Aste in Form von PPs direkt mitberechnet werden, geht die
B/MCMC Methode mit einem weitaus geringeren rechnerischen Aufwand einher als die ML
Analyse (HUELSENBECK et al. 2001). Zudem werden die PPs unter dem vorausgesetzten
Substitutionsmodell berechnet und sind daher parametrische Werte, die ab 95% als

signifikante Unterstiitzung betrachtet werden konnen.
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2.3 Material und Methoden
2.3.1 Untersuchte Proben

Die untersuchten Usnea Proben in dieser Arbeit wurden entweder wahrend Exkursionen nach
Patagonien, Feuerland und Peru von mir gesammelt, von Kollegen gesammelt und zur
Verfiigung gestellt oder aus verschiedenen Herbarien ausgeliehen. In Tabelle 2.1 findet sich
eine Auflistung des in Kapitel 2 benutzten Materials mit Angabe des Standorts, der Sammler,
und Sammelnummer, des Herbarnachweises mit Herbarakronym, der individuellen
Probennummer und der Genbank Registriernummern. Fiir die Untersuchung der
phylogenetischen Stellung der Neuropogon-Gruppe wurden in diesem Kapitel zudem bereits
veroffentlichte ITS-Sequenzen anderer Usnea-Arten sowie von Arten nah verwandter
Gattungen innerhalb der Parmeliaceae verwendet. Diese Daten stammen aus der Internet-
Datenbank Genbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) und werden
in Tabelle 2.1 ohne Standortangaben nur mit entsprechender Genbank-Registriernummer
angegeben.

Die eigenen Aufsammlungen wurden im Feld vom Stein abgenommen, zum Teil mit Hilfe
eines Taschenmessers, und in gekennzeichnete Papiertiiten verpackt. Fragmentierte
Individuen wurden individuell in Papiertaschentiicher gewickelt, um eine Vermischung des
Materials zu verhindern. AnschlieBend konnten die Proben bei gedffneten Tiiten und
Zimmertemperatur iiber mehrere Tage austrocknen. Zuriick am Arbeitsplatz wurden die
einzelnen Individuen separiert und mit Hilfe eines Binokulars bestimmt, mit individuellen
Nummern gekennzeichnet, in Plastiktiitchen verpackt und tiefgekiihlt. Die Probennummern

setzen sich aus einer fortlaufenden Standort- und Individuennummer zusammen (z. B. 199-3).

2.3.2 Morphologische Analyse

Rasterelektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem EVO®60 Hochvakuum-
Rasterelektronenmikroskop von Zeiss aufgenommen. 0,5-1mm dicke Thallusquerschnitte
wurden vor dem eigentlichen Mikroskopieren luftgetrocknet. Obwohl das benutzte
Elektronenmikroskop die Untersuchung von Proben ohne vorherige Goldbespriihung erlaubt,
wurde das Material in einem Vakuum mit 40 mA fiir 180 Sekunden mit Gold iiberzogen.
Dadurch werden feine Strukturen besser sichtbar, der Kontrast bei der Mikroskopie erhdht

und die Proben insgesamt haltbarer gegen die Bestrahlung mit Elektronen gemacht.
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Von jeder Neuropogon-Art wurde mindestens eine Makroaufnahme des Kortex gemacht, um
die Strukturen besser erkennen und einem Kortextypus nach OHMURA (2001) bzw. OHMURA
& KANDA (2004) zuordnen zu konnen (sieche Abb. 2.2). Referenzaufnahmen wurden
aulerdem vom Kortex der Arten U. baileyi, U. ceratina, U. florida, U. longissima und U.
strigosa gemacht. Die untersuchten Proben stammen aus dem Herbarium des Field Museums
(F) in Chicago und werden im Folgenden aufgelistet:

Usnea baileyi, USA, Florida, Marion Ca., Juniper Springs, P. Schalbert (F); Usnea ceratina,
USA, Kalifornien, Santa Cruz Mts., Stengel Ranch, 1500ft, 4.C. Herre, 08/1906 (F); Usnea
florida, Schweden, Sméland, Vixjo, Biscopsnidset, B. Hedvall, 10/1937 (F); Usnea
longissima, USA, Washington, Skayit Co, Conway, H. Christensen, 1899 (F); Usnea
strigosa, USA, Louisiana, M. Hale (F 1101650).

2.3.3 Molekulare Marker

Als molekularer Marker zur phylogenetischen Untersuchung wurde die ITS-Region
ausgewdhlt. Die ITS ist die wahrscheinlich am héufigsten sequenzierte DNA Region bei
Pilzen, und daher liegen auch fiir die Gattung Usnea viele ITS-Sequenzen in Genbank vor.
Mir selbst stand kein Frischmaterial diverser Arten dieser Gattung zur Verfiigung und
gleichzeitig wurden bereits mehrere Studien zur Phylogenie von Usnea beruhend auf ITS-
Daten durchgefiihrt (OHMURA 2002, ARTICUS 2004b, OHMURA & KANDA 2004). Somit bot
sich die Verwendung dieses Genabschnittes und der bereits im Rahmen anderer Studien
gewonnenen Sequenzen an. 74 der 124 benutzten Proben wurden fiir diese Studie der
Internet-Datenbank entnommen (Tab. 2.1). Da die ITS-Region aufgrund ihrer hohen
Variabilitit auch fiir die Untersuchung der inter- und infraspezifischen Fragestellungen
innerhalb Neuropogons (siehe Kapitel 3 und 4) verwendet wurde, konnten aus einem grof3en
Sequenzpool Sequenzen fiir die einzelnen Neuropogon-Arten ausgewiahlt werden.

Alle ITS-Sequenzen wurden mit denselben Primern amplifiziert und sequenziert. Hierbei
handelte es sich um den Primer ITSIF in 5’-3’-Richtung (GARDES & BRUNS 1993) und den
Primer ITS4 in 3’-5’-Richtung (WHITE el al. 1990), die je nach Vorhandensein eines nu SSU-
Introns ein ca. 600-1200 bp langes PCR-Fragment amplifizierten (Abb. 2.3).
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ITS1F ITS4
— —
« — T >
18S (SSU) ITS1 5.8S ITS2 28S (LSU)
L]
100 bp
Primer Primersequenz Anlagerungstemp.  Referenz
ITS1F*  5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3° 50°C GARDES & BRUNS (1993)
ITS4** 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 50°C WHITE et al. (1990)

*

setzt am 3’-Ende der 18S an
** setzt am 5’-Ende der 28S an

Abb. 2.3: Nukleire ribosomale DNA und benutzte ITS-Primer.

2.3.4 Labormethoden

DNA-Extraktion

Vor der eigentlichen Extraktion der DNA wurde das Flechtenmaterial wie folgt prépariert:
Unter einem Binokular habe ich sorgfiltig einen ca. 1cm langen Teil bzw. mehrere kiirzere
Abschnitte des Zentralstrangs mit einer Rasierklinge von jeglichem Algenmaterial befreit, um
das Risiko einer Verunreinigung der Pilz- durch Algen-DNA zu verhindern. Weiterhin habe
ich dabei auf mogliche Verunreinigungen durch parasitische Pilze geachtet, die Flechten
hiufig befallen und im Falle von Neuropogon durch dunkle Verfiarbungen des meist weillen
Zentralstrangs auffallen. Diese Abschnitte wurden sorgfiltig entfernt. Das ausgewdhlte
Material wurde abpripariert und in ein Eppendorf-Reaktionsgefdl gegeben. Um sekundire
Flechtenstoffe auszuwaschen, wurden die Proben fiir ca. eine halbe bis eine Stunde mit
Aceton bedeckt, welches danach abpipettiert wurde. Das restliche Aceton konnte im Verlaufe
einer weiteren halben Stunde aus dem gedffneten Eppendorfgefdll evaporieren.

Die gesamte genomische DNA der einzelnen Proben wurde entweder mit Hilfe des
NucleoSpin Plant Kit von Macherey-Nagel oder des DNeasy Mini Plant Kit von Qiagen
extrahiert. Dabei wurden in beiden Fillen die Protokolle zur Extraktion genomischer
Pflanzen-DNA in den Benutzerhandbiichern weitgehend befolgt. Zum Teil musste ich bei der
Zerkleinerung des im Ependorfgefal durch fliissigen Stickstoff heruntergekiihlten Materials
sterilen Quarzsand zugeben, um das oftmals sehr harte Zentralstrangmaterial pulverisieren zu
konnen. Die Inkubationszeiten zur Auflosung der Zellstrukturen wurden gegebenenfalls auf
mehrere Tage ausgedehnt, besonders wenn das Ausgangsmaterial dlteres Herbarmaterial war.

Bei Frischmaterial war eine halbe bis einstiindige Inkubation ausreichend. Meist wurde zur
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Auswaschung der DNA im letzten Schritt der Protokolle auf 70°C erhitztes gereinigtes PCR-
Wasser, statt des im Protokoll angegebenen Puffers benutzt. Die extrahierten DNA-Proben
wurden dann wihrend der Bearbeitungszeit bei 4°C aufbewahrt und spéter bei -20°C bzw.

-80°C gelagert.

DNA-Amplifizierung und Aufreinigung der PCR-Produkte

Die DNA-Amplifizierungen wurden mit variierenden Reagenzien und in zwei
unterschiedlichen PCR-Maschinen durchgefiihrt. Anfinglich habe ich fiir die PCR-
Reaktionen Ready-to-go PCR beads (AMERSHAM BIOSCIENCES) benutzt. Diese
gefriergetrockneten Reaktionskiigelchen enthalten standardisierte Mengen an Nukleotiden
(dNTPs), Puffer, MgCl und Taq Polymerase und werden mit gereinigtem PCR-Wasser, DNA
und Primern auf ein Reaktionsvolumen von 25ul gebracht. Aufgeschliisselt bedeutet dies:
2,5ul je Primer (5-10 uM), 2-4ul DNA (je nach Konzentration und Alter der Ausgangsprobe)
und 16-18ul PCR-Wasser. Abgeldst wurde die PCR-beads-Methode durch einen Tag PCR
Master Mix (QIAGEN). Diese Reaktionen setzten sich wie folgt zusammen: 2,5ul je Primer (5-
10 uM), 2-4ul DNA, 12,5ul Master Mix und 3,5-5,5u1 PCR-Wasser. Auch fiir diese
Reaktionen betrug das Endvolumen 25ul. Nach dem Hinzufiigen eines Tropfens PCR-Ol je
Reaktionsgefdll, wurde die Amplifizierung in einem Stratagene Robocycler durchgefiihrt.

Folgendes PCR-Programm wurde benutzt:

Denaturierung der DNA: 5:00 min bei 95°C 1 Zyklus
(nur bei Tag PCR Master Mix) 15:00 min bei 95°C 1 Zyklus
Amplifizierung: 0:45 min bei 95°C

1:50 min bei 50°C 30 Zyklen

2:00 min bei 72°C
Finale Verldngerung: 7:00 min bei 72°C 1 Zyklus

Der GroBteil der Proben wurde mit selbst angesetztem Master-Mix und in einem MJ
Research MultiCycler PTC 220 Dyad PCR-Gerit amplifiziert. Fiir den Master-Mix galt
folgendes Protokoll: 2pl je Primer (10 uM), 2,5ul 10x-PCR-Puffer (ROCHE), 2,5ul dNTPs
(EPICENTRE), 5ul 100x-Bovine Serum Albumin (BSA) (NEW ENGLAND BIOLABS), 1,5ul Taq
Polymerase und gereinigts PCR-Wasser zum Auffiillen jeder Reaktion auf ein Endvolumen
von 25ul. Jede Reaktion enthielt 2-5ul genomische DNA, je nach DNA-Gehalt der Probe.

Das PCR-Programm fiir diesen Reaktionsansatz war:
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Denaturierung der DNA: 3:00 min bei 94°C 1 Zyklus
Amplifizierung: 0:45 min bei 94°C
1:00 min bei 50°C 30 Zyklen

1:30 min bei 72°C
Finale Verldngerung: 7:00 min bei 72°C 1 Zyklus

Nach der DNA-Amplifikation wurden die PCR-Produkte entweder mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN), dem NucleoSpin Extract Kit (MACHEREY-NAGEL) oder nach dem
Ausschneiden aus einem Agarosegel mit einem Gel-Verdauungsenzym (GELase Enzyme
(EPICENTRE)) gereinigt. Bei allen PCR-Reinigungsverfahren wurden jeweils die
Anweisungen der Hersteller beachtet. Im Falle der Extraktions-Kits wurden Ol,
iiberschiissige Salze sowie Primer- und Nukleotidreste iiber ein Filtersystem von der
gewiinschten DNA getrennt und diese im letzten Schritt aus einem Mikrofilter ausgewaschen.
Zum Auswaschen des DNA-Fragments wurde bei beiden Kits auf den Originalpuffer

verzichtet und alternativ 33ul angewirmtes PCR-Wasser benutzt.

Gel-Elektrophorese

Die Gel-Elektrophorese wurde entweder vor oder nach der Kit-Reinigung zur Kontrolle der
PCR-Produkte verwendet (3ul DNA plus 2l Ladepuffer) oder im Falle der Nutzung des Gel-
Verdauungsenzyms zum Ausschneiden der DNA-Banden bendtigt. Dazu wurde das Volumen
des gesamten PCR-Produkts in einer Speed Vac auf ca. 5-8ul reduziert und mit 2pl
Ladepuffer erginzt. Das DNA-Gemisch wurde anschlieBend auf ein mit Ethidiumbromid
versetztes, 1%iges Agarosegel aufgetragen, um in einer Elektrophoresekammer in DNA-
Banden unterschiedlicher Linge aufgetrennt zu werden. Die Elektrophoresekammer wurde
dazu mit TALE-Puffer gefiillt und unter Spannung gesetzt (180V). Um die PCR-Banden nach
der Elektrophorese zu visualisieren und auszuschneiden, wurde das Gel auf eine UV-Lampe
iibertragen und die Banden vorsichtig mit Rasierklingen bearbeitet. Die ausgeschnittenen
Banden wurden in einem 0,5ml Eppendorfgefall bei 70°C geschmolzen, auf 45°C abgekiihlt
und mit 1-1,5u] GELase-Enzym vermischt. Dieses Gemisch wurde fiir einige Stunden bei

45°C inkubiert, so dass das Enzym die Agarose vollstindig verdauen konnte.
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Sequenzierung

Ungefdhr %4 der Sequenzen wurden in einem kommerziellen Labor (GATC Biothech AG,
Konstanz) gewonnen. GATC fiihrten die Sequenzierung nach einer weiterentwickelten
Dideoxy-Kettenterminationsmethode (SANGER et al. 1977) durch. Fiir die Sequenzierreaktion
wurden ein Applied Biosystems-Kit (ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction Kit) und ein Mastercycler (EPPENDORF) mit folgenden Einstellungen benutzt:

Denaturierung der DNA: 90 sec bei 95°C 1 Zyklus
Amplifizierung: 30 sec bei 50°C
4 min bei 60°C 25 Zyklen
20 sec bei 95°C
Finale Verldngerung: 30 sec bei 50°C
4 min bei 60°C 1 Zyklus

Als Sequenzierprimer wurden ausschlieBlich die angegebenen PCR-Primer verwendet. Nach
der zyklischen Sequenzierreaktion wurden die Sequenzierprodukte gefillt, gereinigt und auf

einem ABI Prism 3700 DNA-Analyzer Kapillar-Sequenziergerit analysiert.

Ein Kapillar-Sequenzierer ist ein automatisches Elektrophoresesystem, in welchem die
fluoreszenzmarkierten Proben automatisch in diinne, mit Polymer gefiillte Kapillare injiziert
werden. Mit einsetzender elektrischer Spannung wandern die negativ geladenen, markierten
DNA-Fragmente je nach Linge schneller oder langsamer durch die Kapillare in Richtung
einer Glaskiivette. In dieser Kiivette aktiviert ein Laserstrahl die Fluoreszenzmolekiile, deren
Strahlung von einem Detektor registriert wird. Die Strahlung wird in ein elektronisches
Signal umgewandelt, an eine Computerstation weitergeleitet und dort mit entsprechender
Software als Elektropherogramm visualisiert. Jeder Scheitelwert innerhalb eines
Elektropherogramms stellt ein einzelnes Nukleotid dar. Die Chromatogramme der einzelnen

Sequenzierreaktionen werden als ABI-Trace-Dateien gespeichert.

Fiir den Grofteil der Sequenzen wurden die Sequenzierreaktionen und Sequenzierungen
selbstindig durchgefiihrt. Dazu standen mir ein ABI 3100 und ABI 3730 DNA Kapillar-
Sequenzierer zur Verfiigung. Die Sequenzierreaktionen wurden in einem MJ Research
MultiCycler PTC 220 Dyad PCR-Gerit mit 1,5ul BigDye Terminator Version 3.1 (Standard
Kit von Applied Biosystems) und 2,5ul entsprechendem Sequenzierpuffer, 0,4pul Primer
(10uM) und 0,5-3ul PCR-Produkt pro Reaktion ausgefiihrt. Das Endvolumen von 10pl je
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Reaktionsansatz wurde durch entsprechendes Auffiillen mit gereinigtem PCR-Wasser

erreicht. Folgendes Standardprotokoll galt fiir die Sequenzierreaktionen:

Denaturierung der DNA: 60 sec bei 96°C 1 Zyklus
Amplifizierung: 15 sec bei 96°C
10 sec bei 50°C 32 Zyklen
4 min bei 60°C

Erhitzt und abgekiihlt wurden die Reaktionen zwischen den einzelnen Schritten der Zyklen
jeweils um 1°C pro Sekunde.

Nach der Sequenzierreaktion in der PCR-Maschine wurde zum Reinigen der Proben eine
Alkoholfdllung gemacht. Hierzu wurden jeweils 1ul NaOAc und EDTA sowie 25ul EtOH
(100%) vermischt und zu jeder Probe pipettiert. Dieses Gemisch wurde nach 10-miniitiger
Inkubation bei 4°C 30 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen, die verbleibende DNA mit
70%-igem Alkohol gewaschen und danach getrocknet. Erst kurz vor dem Einbringen in den
Sequenzierer wurde die getrocknete DNA mit 10ul HiDi wieder in Losung gebracht. Die
Einstellungen und Wartungen des Sequenzierers erfolgten entsprechend den Empfehlungen

von ABI. Der Vorgang der Sequenzierung entsprach dem oben beschriebenen Ablauf.

2.3.5 Analytische Methoden
2.3.5.1 Bearbeitung der Sequenzen und Erstellung der Alignments

Die ABI-Dateien der Hin-und Riickprimer einer Probe wurden mit dem Computerprogramm
SeqMan 4.03 (DNA Star software package, LASERGENE) zusammengesetzt und manuell
mindestens zweimal auf Unstimmigkeiten hin iiberpriift. Alle uneindeutigen Scheitelpunkte
und Konflikte zwischen den Vorwirts- und Riickwirtsstraingen wurden iiber die gesamte
Arbeit hinweg einheitlich behandelt. Halbe Uberlagerungen in nur einem Strang wurden
zugunsten des eindeutigen Stranges entschieden. Héufiger traten auch hohe, sich {iiber
mehrere Basen ausbreitende Uberlagerungen bzw. zusammengerutschte Kurven auf, die
immer nach dem Prinzip der gleichméfigen Basenabfolge entschieden wurden. Einzelne,
vollstindig iiberlagerte Nukleotide in beiden DNA-Striangen wurden entweder mit einem ,,N*
gekennzeichnet, bzw. bei Hiufung innerhalb einer Sequenz wurde diese als mdgliches
Pseudogen von den Analysen ausgeschlossen. In jedem Fall wurden Sequenzen mit

Uneindeutigkeiten explizit in der Zusammenschau mit anderen Sequenzen betrachtet, sowohl
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im Alignment als auch in ihrer Stellung in den Analysen. Mit dem wachsenden Alignment fiir
die Gesamtanalyse (Kapitel 3) wurde jede neu auftretende Substitution gesondert auf ihre
Stimmigkeit iiberpriift.

Die in Genbank implementierte BLASTsearch Funktion (ALTSCHUL et al. 1997) wurde zur

Verifizierung der ersten gewonnenen Sequenzen und bei Unklarheiten benutzt.

Alignment

Im Phylogenieteil der Arbeit habe ich das Alignmentprogramm SAM (Sequence Alignment
and Modelling system) (KARPLUS et al. 1998) in Verbindung mit dem Programm BioEdit
(HALL 1999) benutzt. SAM war in diesem Falle gut geeignet, weil in dem zugrunde
liegenden ITS-Alignment einige Abschnitte mit Gaps und Lingenunterschieden auftraten, die

nicht eindeutig alignbar waren und durch das Programm SAM entfernt wurden.

2.3.5.2 Wahl der AuBlengruppe

AuBengruppen fiir phylogenetische Rechnungen werden im Allgemeinen unter der Annahme
ausgewdhlt, dass die zu untersuchende Innengruppe monophyletisch ist und sich die
AuBengruppe aus nah verwandten Taxa zusammensetzt (SWOFFORD et al. 1996) bzw.
moglichst die Schwestergruppe zur Innengruppe darstellt. Als AuBengruppe fiir die
phylogenetische Untersuchung zur Stellung von Neuropogon innerhalb Usnea wurden ITS-
Sequenzen aus sieben nah verwandten Gattungen innerhalb der Familie der Parmeliaceae
ausgewaihlt, da eine Schwestergruppe zu Usnea nicht feststeht (siche z. B. Analyse in THELL
et al. 2002, MATTSSON et al. 2004). Zur Auswahl der Auflengruppe habe ich zum einen
bereits veroffentlichte Studien zur Phylogenie der Parmeliaceae herangezogen (THELL et al.
2002, OHMURA & KANDA 2004, MATSSON et al. 2004, ARTICUS 2004a, b). Zum anderen habe
ich eine BLASTsearch-Analyse mit Usnea-Sequenzen durchgefiihrt, die ersten Treffer
heruntergeladen und zusammen mit diesen Sequenzen einen einfachen ungewurzelten Baum
errechnet. Die in diesem Baum nichsten Taxa zur Innengruppe, wurden in den weiteren

Analysen als AuBBengruppe verwendet.

2.3.5.3 Phylogenetische Methoden

Der Datensatz in diesem Teil der Arbeit wurde sowohl mit der NJ- und MP- als auch mit der
Bayes’schen Methode analysiert und die Ergebnisse miteinander verglichen. Die MP- und

NJ- Analyse, sowie die Bootstrap-Berechnungen wurden mit dem Programm PAUP* 4.0b10
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(SWOFFORD 2001) durchgefiihrt. Das NJ wurde zum einen mit dem LogDet-Verfahren
(LOCKHART et al. 1994) durchgefiihrt, wofiir alle konstanten Alignmentpositionen von der
Berechnung ausgeschlossen wurden (HUSON 1998). Die LogDet-Distanzberechnung ist die
einzige phylogenetische Methode, die einen nicht-stationdren Substitutionsprozess erfassen
kann und damit eine Nukleotid-Frequenzverschiebung im Datensatz beriicksichtigt (XIA et al.
2003). In einer zweiten Rechnung wurde das General Time Reversible Modell (GTR+I)
(RODRIGUEZ et al. 1990) zugrundegelegt, wobei die Frequenzen der spezifischen
Mutationsratenvariation von der I'-Verteilung abgeleitet wurden (,,rates=gamma“). In beiden
Fillen wurde die NJ Bootstrap-Berechnung mit 2.000 Wiederholungen (replicates) angesetzt.
Die MP Phylogenie wurde mit der heuristischen Suchoption und 300 zufilligen Sequenz-
Additionen berechnet. Die nicht-parametrischen Bootstrap-Werte (FELSENSTEIN 1985)
beruhen auf 1.000 Wiederholungen, wobei das Suchkriterium heuristisch mit 10 einfachen
Sequenz-Additionen war. Diese Berechnung wurde nach 110 Stunden und 41
Wiederholungen abgebrochen und das Ergebnis gespeichert. Daraufthin wurde eine weitere
Bootstrap-Berechnung mit dem fast-step Suchkriterium und 1.000.000 Wiederholungen

durchgefiihrt. Alle Baume wurden durch das Programm Treeview (PAGE 1996) visualisiert.

Fiir die Bayes’schen Analysen wurde das Computerprogramm MrBayes (HUELSENBECK &
RONQUIST 2001, RONQUIST & HUELSENBECK 2003) verwendet und nach HUELSENBECK &
RANNALA  (2004) das komplexeste  verfiigbare  Substitutionsmodell  gewéhlt.
Dementsprechend haben wir das Covarion Modell (FITCH & MARKOWITZ 1970, TUFFLEY &
STEEL 1998) verwendet, welches beriicksichtigt, dass die Substitutionsrate innerhalb eines
Gens in verschiedenen Taxa oder Gruppen unterschiedlich sein kann. Die meisten anderen
Substitutionsmodelle setzen zwar voraus, dass die Substitutionsrate an den verschiedenen
Positionen eines Gens unterschiedlich sein kann, jedoch iiber die gesamte phylogenetische
Geschichte einer Gruppe hinweg homogen ist (HUELSENBECK 2002). Empirische Studien
zeigen aber immer wieder, dass Genabschnitte in verschiedenen Gruppen unterschiedlich
schnell evoluieren konnen. Das komplexe Covarion Modell trigt diesem SSRV (site specific
rate variation) Prozess Rechnung.

Die Rechnung wurde mit 12 ,chains’ durchgefiihrt, die simultan 2.000.000 Generationen
durchliefen. Alle hundert Generationen wurde ein Baum gespeichert. Die ersten 2000 Baume
wurden als ,burn-in’, d. h. vor Erreichen des Wahrscheinlichkeitsplateaus gesammelt,
verworfen. Ein 50% Majority-rule-Konsensusbaum wurde mit Hilfe der ,,sumt™ Option in

MrBayes errechnet und in Treeview als Phylogramm dargestellt.
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Hypothesentest

Um die Klassifizierung von Taxa innerhalb einer B/MCMC Topologie zu iiberpriifen, kann
man einer Bayes’schen Analyse einen Hypothesentest anschlieBen. Hypothesentests eignen
sich dazu, phylogenetische Beziehungen zu tiberpriifen, die in dem Konsensusbaum einer
MrBayes Analyse nicht gezeigt werden, aber moglicherweise durch die zugrunde liegenden
Daten nicht signifikant abgelehnt werden konnen. Solche phylogenetischen Hypothesen
konnen als Null-Hypothesen formuliert und im Programm PAuUP* (SWOFFORD 2001) an
einem Teil der B/MCMC Biume getestet werden. In der vorliegenden Analyse wurden
18.001 Baume in MrBayes gespeichert und in PAUP* gedffnet. Alle Bdume in diesem Pool,
die mit der Null-Hypothese iibereinstimmen, tragen dazu bei, dass diese nicht abgelehnt
werden kann. Der prozentuale Anteil solcher Bdume kann nach der Methode von THLEN &
EKMAN (2002) bestimmt werden. Durch die grobe Festlegung der Baumtopologie kdnnen
entsprechende Baume herausgefiltert und die Summe berechnet werden. Diese kann dann in
ins Verhiltnis zu der Gesamtanzahl der Bidume gesetzt werden. Bei p-Werten < 0.05 kann die

Null-Hypothese abgelehnt, bei p < 0.01 signifikant abgelehnt werden.
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2.4 Ergebnisse
2.4.1 Datensatz

Fiir die phylogenetische Studie wurde ein Datensatz mit insgesamt 124 ITS-Sequenzen
zusammengestellt, die jeweils die vollstindige ITS-Region, ITS1, 5.8 S und ITS2, umfassen.
Von diesen 124 rDNA-Sequenzen wurden 74 der Internetdatenbank Genbank entnommen
(siche Genbank-Nummern in Tab. 2.1). Dabei wurde versucht, von moglichst vielen Usnea-
Arten bis zu vier Individuen im Datensatz zu vereinen. Dies war in einigen Féllen nicht
moglich und somit sind viele Arten mit nur einem oder zwei Individuen vertreten (Tab. 2.1).
Insgesamt konnten 29 Usnea-Arten aus Genbank in den Analysen beriicksichtigt werden. 50
Sequenzen von Arten der Untergattung Neuropogon wurden fiir diese Studie neu gewonnen.
Zusitzlich zu den Usnea-Arten konnten insgesamt 12 Neuropogon-Arten analysiert werden.
Leider stand mir kein Frischmaterial der sehr seltenen Arten Usnea neuropogonoides aus
Patagonien und U. pseudocapillaris aus Neuseeland, sowie der schwer zuginglichen
endemischen Art U. taylorii von den Kerguelen zur Verfligung. Bis auf diese drei Arten
konnten alle zur Untergattung zdhlenden Arten (WALKER 1985, siehe Abb. 2.1) mit
mindestens zwei Individuen in die Analysen aufgenommen werden. Zusétzlich wurden zwei
neue Neuropogon-Arten aus Patagonien und Peru beriicksichtigt, die mit Usnea sp. nov. 1
und 2 bezeichnet wurden. Als Aullengruppe wurden 16 Sequenzen von 13 Arten aus sieben
nah verwandten Gattungen der Parmeliaceaec ausgewdhlt: Alectoria (A. ochroleuca),
Asahinea (A. chrysantha), Bryoria (B. fuscescens, B. tortuosa), Coelopogon (C. abraxas, C.
epiphorellus), Evernia (E. esorediosa), Letharia (L. columbiana, L. vulpina) und Platismatia

(P. erosa, P. glauca, P. norvegica, P. stenophylla).

Die ersten Treffer bei der Uberpriifung der neuen Daten in BLASTsearch (ALTSCHUL et al.
1997) waren ausnahmslos ITS-Sequenzen nah verwandter Usnea-Arten. Die gewonnenen
Sequenzen variierten in der Liange zwischen 562 bp bei U. trachycarpa (186-3) und 1255 bp
bei U. acromelana (188-1). Lingenunterschiede in der rDNA sind typischerweise auf Introns
zuriickzufiihren. Es gibt zwei Introntypen, die hdufig innerhalb der rDNA von lichenisierten
Pilzen vorkommen: group I-Introns und spliceosomal-Introns (z. B. DEPRIEST & BEEN 1992,
GARGAS et al. 1995, BHATTACHARYA et al. 2002, HAUGEN et al. 2004; BHATTACHARYA et al.
2000). Group I-Introns zeichnen sich durch eine spezifische Primér-, Sekundir- und
Tertidrstruktur und damit einhergehende konservierte Sequenzabschnitte aus, die fiir die
selbstinitiierte Entfernung (Splicing) der Introns aus den codierenden Abschnitten der RNA

wichtig sind. Durch die Auffaltung des RNA-Stranges wird ein aktives Zentrum geschaffen,
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von dem aus das Splicing erfolgen kann (BURKE 1988, CECH 1988, BHATTACHARYA et al.
1996). Grof3e Langenunterschiede der Introns auflerhalb der konservierten Sequenzbereiche
sind moglich (CEcH 1988). Spliceosomal-Introns dagegen haben hiufig eine einfache
Sekundérstruktur und eingeschrinkte konservierte Sequenzabschnitte, konnen aber ebenfalls
eine beachtliche Lange erreichen (BHATTACHARYA et al. 2000). In den vorliegenden Féllen
handelt es sich um group I-Introns, die sich in der Endregion der kleinen Untereinheit (SSU)
unmittelbar vor der angrenzenden ITS-Region befinden. OHMURA (2002) und ARTICUS
(2004a, b) konnten group I-Introns an dieser Position der SSU mit einer Linge von ca. 300-
450 bp bei Usnea feststellen, ebenso BLANCO (2004) bei verschiedenen anderen Vertretern
der Parmeliaceae und z. B. SHINOHARA et al. (1996) in weiteren Ascomycetes. Da sich die
Anlagerungssequenz fiir den benutzten Vorwirts-Primer ITS1F (GARDES & BRUNS 1993) in

diesem Abschnitt der SSU befindet, wurden vorhandene Introns amplifiziert und sequenziert.

Anhand der Intronlinge und —&hnlichkeit konnten in diesem Datensatz verschiedene
Gruppierungen ausgemacht werden. Alle Sequenzen der Arten Usnea sp. nov. 2, U. durietzii,
U. subantarctica und des Individuums U. ftrachycarpa 3 wiesen kein Intron auf. Alle
Sequenzen der restlichen Arten beinhalteten ein bis zu 350 bp grofles, homologes Intron,
welches im Falle von U. acromelana um weitere 335 bp erweitert wurde. Usnea sp. nov. 1
stimmte in Anfang- und Endfragmenten dieses Zusatzintrons iiber insgesamt 45 bp mit den
U. acromelana-Sequenzen {lberein. Weiterhin zeigte die Endregion des Hauptintrons
Langenunterschiede in verschiedenen Gruppen. Das Intron in den Sequenzen von U.
patagonica und U. acanthella war 36 bzw. 38 bp kiirzer und die Sequenzen von Usnea sp.
nov. 1, U. acromelana, U. antarctica und U. aurantiaco-atra zeigten gegeniiber den
neuseeldndischen Arten sowie U. perpusilla, U. sphacelata und den restlichen U.
trachycarpa-Sequenzen eine Deletion von 10 bp. Alle Introns wurden von den weiteren

Analysen ausgeschlossen und nur der ITS-Bereich beriicksichtigt.

Das mit SAM (KARPLUS et al. 1998) erstellte Alignment war 476 Alignmentpositionen lang,
von denen 280 Positionen konstant und 196 variabel waren. Dieses Alignment wurde als

Grundlage aller phylogenetischen Rechnungen benutzt.

Tests mit variablen Auflengruppen von Vertretern der Parmeliaceae hatten keine
Auswirkungen auf die Usnea-Topologie. Die vier Arten der Gattung Platismatia, die in
einem ungewurzelten Baum am weitesten von der Gattung Usnea entfernt waren, wurden
testweise von der Analyse ausgeschlossen. Damit sollte verhindert werden, dass unnétig viele

variable Positionen aufgrund von schlecht alignbaren Sequenzabschnitten aus dem Alignment
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herausgeschnitten werden miissen. Der Ausschluss dieser Sequenzen hatte keine

Auswirkungen auf die Topologie, Auflosung oder Unterstiitzungen innerhalb Usneas.

2.4.2 Phylogenetische Analyse

Die phylogenetische Analyse besteht aus zwei NJ-Bdumen, berechnet unter dem LogDet- und
GTR+I-Substitutionsmodell, zwei MP-Analysen und einer Bayes’schen Analyse unter dem
Covarion-Modell. Die Phylogramme mit entsprechenden Bootstrap-Werten bzw. Posterior

Probabilities finden sich in den Abbildungen 2.4 —2.7.

Anfénglich soll hier das Ergebnis der B/MCMC Analyse dargestellt werden und in den
wichtigsten Punkten mit den NJ- und MP-Baumen verglichen werden. Abbildung 2.4 zeigt
den 50%-Majotrity-rule- Konsensusbaum aus 18.001 gesammelten Béumen. Die als
AuBlengruppe benutzten Sequenzen finden sich allesamt an der Basis des Baumes. Drei Arten
der Gattung Platismatia bilden eine monophyletische Gruppe (PP=0.96), aus der P.
stenophylla abweicht. Die anderen Arten der AuBlengruppe gruppieren sich mit wenigen
Ausnahmen ohne Unterstiitzung zusammen. Die Gattung Bryoria ist polyphyletisch, da B.
tortuosa mit Alectoria ochroleuca zusammenfillt (PP=1.00) und B. fuscescens nahe der Basis
erscheint. Die gesamte Gattung Usnea ist als monophyletische Gruppe signifikant unterstiitzt
(PP=1.00). Die beiden Untergattungen Eumitria (E) und Dolichousnea (D) bilden jeweils
monophyletische Gruppen (PP=1.00) und ihr Verhiltnis zu den Untergattungen Usnea und
Neuropogon bleibt unaufgelost. Innerhalb des Eumitria-Astes sind die beiden untersuchten
Arten U. pectinata und U. baileyi jeweils gut unterstiitzt (PP=1.00). In der Dolichousnea-
Gruppe hat U. diffracta ein Schwestergruppenverhdltnis zu U. longissima und U.
trichodeoides. Alle bislang bekannten Arten dieser Untergattung sind in der Analyse
vertreten.

Die Usnea + Neuropogon-Gruppe ist monophyletisch (PP=1.00), das Riickgrat der
Phylogenie innerhalb der Gruppe aber weitgehend unaufgelost. Neuropogon ist
polyphyletisch (sieche Sterne im Baum). Eine nicht unterstiitzte Neuropogon-Kerngruppe
(PP=0.93) mit den Arten U. antarctica, U. acromelana, U. subantarctica, U. trachycarpa, U.
sphacelata, U. perpusilla, U. patagonica, U. subcapillaris, U. ciliata, der neuen Art aus
Patagonien, Usnea sp. nov. 1, und der Typusart U. aurantiaco-atra hat ein unaufgelostes
Verhéltnis zu drei weiteren Neuropogon-Arten und der gut unterstiitzten Sektion Usnea

(PP=1.00). Die neue Art Usnea sp. nov. 2 aus Peru (PP=1.00) erscheint verwandt zur Sektion
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Usnea. Allerdings bleibt dieses Verhéltnis ohne Unterstlitzung, wéhrend U. acanthella

(PP=1.00) und U. durietzii (PP=1.00) unklare verwandtschaftliche Verhiltnisse haben.
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Abb. 2.4: 50%-majority-rule Konsensusbaum, beruhend auf den 18.000 Bidumen einer
B/MCMC Analyse des nu ITS rDNA-Datensatzes von 124 Taxa. Posterior probabilities =

0.95 (» 95%) sind durch fett gedruckte Aste verdeutlicht. Sterne finden sich an Asten in
denen Neuropogon-Arten vorkommen. D und E stehen fiir Dolichousnea und Eumitria.
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Abb. 2.5: NJ-Baum unter dem GTR-+I-Substitutionsmodell beruhend auf dem nu ITS rDNA-
Datensatzes von 124 Taxa. Bootstrap-Werte = 70% sind fiir die einzelnen Aste angegeben.

Sterne finden sich an Asten in denen Neuropogon-Arten vorkommen. D und E stehen fiir
Dolichousnea und Eumitria.
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Abb. 2.7: Strikter Konsensusbaum aus 702 Bdaumen einer MP-Analyse beruhend auf dem nu
ITS rDNA-Datensatzes von 124 Taxa. Bootstrap-Werte (Suchkriterium: addseq/fast-step) =
70% sind fiir die einzelnen Aste angegeben. Sterne finden sich an Asten in denen
Neuropogon-Arten vorkommen. D und E stehen fiir Dolichousnea und Eumitria.
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In der Neuropogon-Kerngruppe sind eine Reihe von Arten paraphyletisch, z. B. steht U.
antarctica basal zu U. aurantiaco-atra, U. trachycarpa basal zu U. subantarctica und U.
ciliata basal zu U. subcapillaris. U. acromelana ist basal zu U. antarctica/ U. aurantiaco-
atra und bildet zusammen mit diesen eine monophyletische Gruppe (PP=1.00). Zu dieser
Gruppe stehen basal die Artenpaare U. subantarctica/ U. trachycarpa und U. sphacelata/
Usnea sp. nov. 1. Wiederum dazu basal steht U. perpusilla und diese acht Arten bilden eine
gut unterstiitzte monophyletische Gruppe (P=1.00). Die Arten U. patagonica und die
neuseeldndischen Arten U. ciliata und U. subcapillaris hingen basal and dieser Gruppe.

Die Sektion Ceratinae (OHMURA 2001) ist paraphyletisch und basal zur Usnea +
Neuropogon-Gruppe. Die Typusart U. ceratina ist nicht monophyletisch und steht basal zu
anderen Arten der Sektion. U. articulata, die bisher nicht der Sektion Ceratinae zugeordnet
wurde, befindet sich innerhalb der Sektion, ebenfalls U. strigosa, die morphologisch der
Sektion Usnea angehdrt. Moglicherweise handelt es sich hier um eine Fehlbestimmung des
Ausgangsmaterials (Sequenz aus Genbank).

Vergleicht man den Bayes’schen Baum mit den NJ- und MP-Bidumen wird deutlich, dass die
Topologien sehr &hnlich sind. Tabelle 2.2 fasst die Bootstrap-Werte und Posterior

Probabilities relevanter Gruppen vergleichend zusammen.

Tab. 2.2: Ubersicht Uber die Bootstrap-Werte (= 70%) und Posterior Probabilities (= 0.95)
phylogenetischer Gruppierungen innerhalb der Gattung Usnea in den unterschiedlich berechneten
Phylogrammen.

Gruppierungen NJ-Logdet NJ-GTR+l  MP-heursitic MP-faststep MrBayes

Gattung Usnea 92% 86% 88% - 1.00
Untergattung

Eumitria 100% 100% 100% 100% 1.00
Untergattung

Dolichousnea 99% 99% 95% 88% 1.00
Untergattungen

Usnea + Neuropogon - 71% - - 1.00
Untergattung
Neuropogon - -
Sektion Usnea 77% 76% - - 1.00
Sektion Ceratinae - - -
Kerngruppe

Neuropogon - - - - -

In den beiden NJ-Bdume (Abb.2.5 und 2.6) findet man die gleichen Grofigruppen wie im
MrBayes-Baum: die Gattung Usnea, die Untergattungen Eumitria und Dolichousnea und die
Sektion Usnea. Eine enge Verwandtschaft der Untergattungen Usnea und Neuropogon wird
neben dem MrBayes-Baum nur im NJ-GTR-+I-Baum unterstiitzt (siche Tab. 2.2). Wie im

MrBayes-Baum ist die Neuropogon-Kerngruppe in beiden Fillen als solche nicht unterstiitzt.
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Aber auch in den NJ-Bdumen zeigt sich eine Untergliederung der Gruppe, mit U. patagonica
und den neuseeldndischen Arten als basal zu einer Gruppe von acht Arten (BS=87%/94%). In
beiden Bidumen erscheinen Usnea sp. nov. 2 und U. acanthella als nicht-unterstiitzte
Schwestergruppen basal zur Sektion Usnea, wobei U. durietzii jeweils weiter entfernt mit U.
himalayana zusammenfillt. In beiden Baumen bildet die Sektion Ceratinae, mit Ausnahme

von U. himalayana, eine monophyletische Gruppe, allerdings ohne Bootstrap-Unterstiitzung.

Der MP-Konsensusbaum (Abb. 2.7) zeigt eine schlechter aufgeloste Topologie, da alle
schwach- oder nicht-unterstiitzten Verzweigungen in Polytomien zerfallen. U. patagonica
steht basal zur restlichen Neuropogon-Kerngruppe (BS=94%/62%), wobei die beiden
neuseeldndischen Arten an einem unterstiitzten Ast in der Mitte der polytomen Verzweigung
hiangen (BS=96%/95%). Sowohl die restlichen Neuropogon-Arten (siche Sterne), als auch die
Arten der Sektionen Usnea und Ceratinae finden sich z. T. mit Bootstrap-Unterstiitzungen in
dieser kammartigen, unaufgelosten Verzweigung wieder. Die Untergattungen Eumitria und
Dolichousnea sind jeweils gut unterstiitzt. Die Bootstrap-Werte fiir die Gattung Usnea sind
miBig hoch (88%/68%) und die Untergattungen Usnea und Neuropogon haben keine

gemeinsame Unterstiitzung.

2.4.3 Ergebnisse der Hypothesentests

Ausgehend von den Ergebnissen der B/MCMC-Analyse wurden zwei Nullhypothesen
formuliert und in einem Ansatz nach IHLEN & EKMAN (2002) getestet. Beide Hypothesen
beziehen sich auf die Klassifikation, die in einer vorhergehenden Studie von ARTICUS
(2004b) vorgeschlagen wurde. Folgende Hypothesen wurden getestet:

1. Die Untergattung Neuropogon ist monophyletisch.

2. Die Untergattung Usnea ist monophyletisch.
Den Hypothesentests lagen jeweils 18.001 Bidume der B/MCMC-Analyse zugrunde. Die

Ergebnisse finden sich in der nachfolgenden Tabelle.

Tab. 2.3: Ergebnis der zwei getesteten phylogenetischen Nullhypothesen.

Nullhypothese Anzahl der unter-  Wwahrscheinlichkeit
stiitzenden Bdume

1. Monophylie der Untergattung Neuropogon 771 0,04*

2. Monophylie der Untergattung Usnea 2347 0,13

Beide Tests basieren auf den 18.001 Baumen einer B/MCMC-Analyse. Wahrscheinlichkeitswerte <
0,05 sind mit * gekennzeichnet und lehnen die Nullhypothese signifikant ab; NS = nicht signifikant.
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Eine Monophylie der Untergattung Neuropogon, so wie von ARTICUS (2004b) vorgeschlagen,
kann signifikant abgelehnt werden. Nur in 771 der widhrend der B/MCMC-Analyse
gesammelten 18.001 Bdume wird eine monophyletische Stellung der Gruppe unterstiitzt. Eine

Monophylie der Untergattung Usnea kann nicht abgelehnt werden.

2.4.4 Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopie

Abbildung 2.8/I-1II A-R zeigt elektronenmikroskopische Bilder von Querschnitten durch den
Kortexbereich der Thalli untersuchter Usnea-Arten. In Abbildung 2.8/ und II wurden zum
Teil zwei Kortexaufnahmen der gleichen Art zur Illustration der Variabilitdt des Merkmals
nebeneinander gestellt. Deutlich ist zum Beispiel bei U. antarctica (A+B) und U. patagonica
(C+D) zu sehen, dass die Kortexhyphen in den jeweils linken Fotos zum Teil weitlumiger
erscheinen als die Markhyphen und in den rechten Fotos stark verklebt sind. Die linken
Abbildungen erinnern an den Ceratina- oder Florida-Typ mit verdickten Zellwédnden und
méfBig bis stark erweiterten Lumina im Kortex, wihrend die rechten Abbildungen dem
Sphacelata-Typ entsprechen. Usnea sp. nov. 2 (E+F) hat verdickte Zellwdnde im
Kortexbereich und einférmig enge Lumina in Kortex und Mark. Die Lumina im Kortex sind
verglichen mit der Zellwanddicke kleiner und die Hyphen verlaufen radial und sind deutlich
verklebt. Diese Merkmale sind typisch fiir den Sphacelata-Typ. U. acanthella zeigt ein
dhnliches Bild (G+H): die Zellwinde der Kortexhyphen sind stark verdickt und verklebt und
die Lumina klein. U. durietzii (1) zeigt eine starke Konglutinierung der Kortexhyphen. U.
perpusilla (J), eine Art aus der Neuropogon-Kerngruppe, hat leicht erweiterte Zelllumina im
Kortex mit verdickten Winden, was dem Ceratina-Typ nahe kommt. Usnea sp. nov. 1 (K) ist
vom Aufbau her sehr dhnlich zu U. perpusilla. Die Kortexhyphen haben leicht erweiterte
Zelllumina und stark verdickte und verklebte Zellwéinde. Ahnliches trifft auf die
neuseeldndische Art U. ciliata (L) zu. U. subcapillaris (M) hat verdickte Zellwénde und
kleine Zelllumina, aber voneinander separierte Hyphen, die nicht so stark verklebt zu sein

scheinen, dhnlich dem Merrillii-Typ.
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Abb. 2.8/I: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Thallusquerschnitten durch
Kortex und Mark zur Untersuchung der Kortexstruktur. A+B, U. antarctica; C+D, U.
patagonica; E+F, Usnea sp. nov. 2. Skalierung = 20pm.
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Abb. 2.8/1I: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Thallusquerschnitten durch
Kortex und Mark zur Untersuchung der Kortexstruktur. G+H, U. acanthella; 1, U. durietzii; J,
U. perpusilla; K, Usnea sp. nov. 1; L, U. ciliata. Skalierung = 20um.
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Abb. 2.8/11I: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Thallusquerschnitten durch
Kortex und Mark zur Untersuchung der Kortexstruktur. M, U. subcapillaris; N, U.
longissima (Merrillii-Typ); O, U. ceratina (Ceratina-Typ); P, U. baileyi (Baileyi-Typ); Q, U.
florida und R, U. strigosa (Florida-Typ). Skalierung = 20um.



Phylogenetische Stellung der Untergattung Neuropogon 49

Zum Vergleich sind Aufnahmen von den jeweiligen Kortextypen-Vertretern aus anderen
Usnea-Gruppen angefiigt (Abb. 2.8/III: N-R). U. longissima (N) (Merrillii-Typ) hat keine
offensichtlich locker-verklebten Kortexhyphen. U. ceratina (O) (Ceratina-Typ) hat verdickte
Zellwiande und vergroBerte Lumina, wie von OHMURA (2001) beschrieben (Abb. 2.2: G),
allerdings scheinen die Zelllumina nicht so stark vergrofBert, aber die Hyphenwinde sehr
stark verdickt und verklebt. Die Baileyi-Typ-Beschreibung von OHMURA (2001) (Abb. 2.2:
H) weicht von der mir untersuchten U. baileyi-Probe (P) ab. Die Kortexhyphen sind
dickwandiger als die Markhyphen und zudem stark konglutiniert. Die kortikalen Zellwidnde
von U. florida (Q) erscheinen diinnwandiger als bei anderen Arten, allerdings ist unklar, ob
die Lumina groBer als der Durchmesser der Zellwanddicke sind. Die Hyphen sind weniger
stark verklebt. Im Falle von U. strigosa (R) (Florida-Typ) sind die Kortexhyphen dicker als
die Markhyphen und haben grof8ere Lumen. Die Verklebung der Hyphen ist weniger stark
ausgepragt.

Es wird deutlich, dass sowohl eine Variabilitdt der Kortexstruktur innerhalb von Arten
auftritt, als auch in den beschriebenen Kortextypen und ihren zugeschriebenen Vertretern.
Zum Teil ist das Erkennen und die Deutung der Strukturen schwierig, weil die Kortexhyphen

stark verklebt erscheinen.
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2.5 Diskussion

Die durchgefiihrte phylogenetische Untersuchung hatte zum Ziel, die Stellung der
Neuropogon-Gruppe innerhalb der Gattung Usnea und damit das bestehende
Gattungskonzept zu iiberpriifen. Dabei wurde eine moglichst groBe Anzahl von Arten
berticksichtigt. Zum ersten Mal wurden Arten, die von WALKER (1985) als Neuropogon s. lat.
bezeichnet wurden, molekular analysiert und die Datensétze vorangegangener Studien
(ArTICUS 2004b, OHMURA & KANDA 2004) erheblich erweitert, unter anderem durch die
Typusart von Neuropogon, U. aurantiaco-atra. Die Analysen konnten zeigen, dass
Neuropogon keine monophyletische Gruppe ist, sondern in vier separierte Gruppen zerfillt.
Diese Tatsache legt eine genaue Untersuchung und Reinterpretation  der

Gruppencharakteristika nahe.

2.5.1 Revision der Neuropogon-Gruppe: Merkmale und phylogenetische Stellung

WALKER (1985) und auch ARTICUS (2004b) weisen in ihren Studien die dunkle
Pigmentierung des Thallus sowie dunkle Apothecienscheiben der Neuropogon-Taxa als
Hauptunterscheidungsmerkmal zu den anderen Usnea-Arten aus. OHMURA & KANDA (2004)
halten die schwarze Pigmentierung des oberen Thallus fiir ein eher vages Merkmal, da sie in
begrenztem MaBle auch bei U. longissima (Dolichousnea) und U. pectinata (Eumitria)
auftreten kann, allerdings nicht in der Usnea subg. Usnea-Gruppe. KROG (1976) weist auf
dunkelbraun pigmentierte Apothecienscheiben auch bei Vertretern der Untergattung
Dolichousnea hin, z. B. bei U. diffracta und U. trichodeoides. Aullerdem deutet WALKER
(1985) in ihrer Monographie an, dass dunkle Thalluspigmentierungen moglicherweise auf
eine standortbedingte Anpassung an raues Klima schlieBen lassen und eine mehrfach
unabhingige Entwicklung nicht ausgeschlossen sei. Tatsdchlich ist die schwarze
Pigmentierung des Thallus ein hdufiges Merkmal bei Flechten in groBen Hohenlagen, unter
starker Sonneneinstrahlung und in Polarregionen. Sie wird als Schutzmechanismus fiir den
Photobionten vor zu grofler Strahlung und Abschilferung des Thallus durch Wind gedeutet
und triagt zur Erhohung der Warmeabsorption und somit zur schnelleren Schneeschmelze bei
(KAPPEN 1993, MARSHALL 1996a). Eine direkte Abhdngigkeit von dunkler Pigmentierung
und exponiertem Standort konnte in antarktischen und patagonischen Populationen héufig
beobachtet werden (QVSTEDAL & LEWIS SMITH 2001, eigene Beobachtungen).

Eine neue Art (siche Abb. 2.4 — 2.7: Usnea sp. nov. 1), die bei Aufsammlungen in Patagonien

gefunden wurde, und der Neuropogon-Gruppe zugeordnet werden kann, da sie starke
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Affinititen zu U. perpusilla aufweist, hat zudem blass-gelbliche Apothecien (siche Abb. 2.9).
Die Apothecienfarbe dieser Art in Verbindung mit der Stellung in den phylogenetischen
Bédumen zeigt, dass nicht ausschlieBlich dunkel pigmentierte Apothecienscheiben bei
Neuropogon vorkommen. Die schwarze Pigmentierung von Thallus und Apothecien, die
traditionell als Merkmal zur Abgrenzung der Neuropogon-Gruppe von Usnea benutzt wurde,
sollte daher eher als Anpassungserscheinung an raue Umweltbedingungen in antarktischen,
arktischen und Andenregionen denn als Gruppenmerkmal bewertet werden. Die
phylogenetische Analyse legt nahe, dass sich diese Umweltanpassung an sonnen- und
windexponierte Standorte mehrmals unabhidngig in der Gattung Usnea subg. Usnea

entwickelt hat.

WALKER (1985) selbst geht auf die Schwierigkeit einer Abgrenzung Neuropogons von Usnea
subg. Usnea ein. Sie weist darauf hin, dass Thalluspigmentierung und steiniges Substrat als
Hauptkriterien einer Abtrennung Neuropogons von Usnea nicht ausreichen, besonders wenn
siidamerikanische Arten miteinbezogen werden, und benennt einige dieser Arten, die eine
Zwischenstellung zwischen den beiden Gruppen einnehmen: U. acanthella, U. durietzii und
U. patagonica (Neuropogon s. lat.). Alle drei Arten zeigen eine variable bis sehr geringe
Pigmentierung und U. acanthella ist weniger substratspezifisch. Zudem verdndern U.
acanthella und U. durietzii nach mehrjidhriger Herbariumlagerung ihre Thallusfarbe nicht,
was im Gegensatz zu den Neuropogon s. str.-Arten steht, die eine strohfarbene Férbung
annehmen. U. patagonica kann trotz geringer Pigmentierung aufgrund der molekularen
Béaume zur Kerngruppe Neuropogon gezéhlt werden. Die beiden erstgenannten Arten werden
jedoch in ihrer Zwischenstellung bestétigt, da sie innerhalb der Usnea subg. Usnea-Gruppe
stehen. Hinzu kommt eine neue Art aus Peru (Usnea sp. nov. 2, Abb. 2.4 —2.7), die auf Stein
vorkommt und eine dunkle Pigmentierung des Thallus aufweist (Abb. 2.10), aber in den

phylogenetischen Bdumen auch innerhalb Usnea subg. Usnea fillt.

Im Folgenden werden weitere morphologische Merkmale erwéhnt und beurteilt, die jlingst
zur Charakterisierung der Neuropogon-Gruppe herangezogen wurden (ARTICUS 2004b), diese
jedoch unter Beriicksichtigung der molekularen Badume (Abb. 2.4 — 2.7) nicht von der
Untergattung Usnea abtrennen. Eine solider Zentralstrang und aufrechte Thalli mit anisotom-
dichotomer Verzweigung, wie von ARTICUS (2004b) als eindeutige Neuropogon-Merkmale

gewertet, finden sich auch haufig bei Usnea Sektion Usnea-Arten.
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Abb. 2.9: Apothecien von vier Neuropogon-Arten: A, U. perpusilla; B, Usnea sp. nov 1; C,
U. aurantiaco-atra; D, U. trachycarpa.

Abb. 2.10: Habitus von Usnea sp. nov. 2 aus Peru.
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Wie schon erwihnt, ist die schwarze Thalluspigmentierung in der Neuropogon-Kerngruppe
nicht durchgéngig stark ausgeprigt (U. patagonica) und auch in drei Arten vorhanden, die
molekular in die Sektion Usnea fallen: U. acanthella, U. durietzii und Usnea sp. nov. 2.
Neben hauptsidchlich braunen bis schwarzen Apothecienscheiben in der Neuropogon-
Kerngruppe (Abb. 2.9: A, C, D) hat Usnea sp. nov. 1 hellgelbe Apothecienscheiben (Abb.
2.9: B), so dass auch hier Variabilitit innerhalb der Neuropogon-Gruppe zu finden ist.

Der Kortextyp bei Neuropogon wurde von OHMURA & KANDA (2004) als Sphacelata-Typ,
mit pachydermatdsen, stark verklebten Hyphen und verdickten Kortex-Zellwénden
beschrieben. Sie finden in ihrer Studie diesen Typus bei allen untersuchten Neuropogon-
Arten, unter anderem bei U. durietzii, die aus der Neuropogon-Kerngruppe herausfillt. In der
vorliegenden Studie kann die gleiche Art von Kortextyp auch fiir U. acanthella und die
unbeschriebene Art aus Peru (Usnea sp. nov. 2) bestitigt werden (Abb. 2.8/I: E, F). Fasst
man diese Ergebnisse zusammen, zeigt sich, dass es keine durchgingigen morphologischen
Kriterien gibt, die eine Abgrenzung der Neuropogon-Gruppe unterstiitzen. Auch eine
alternative Klassifikation, das Beschranken von Neuropogon auf die Kerngruppe, welche in
den molekularen Baumen allerdings nicht sehr hoch unterstiitzt ist, ist aus oben genanntem
Grunde abzulehnen. Ein Taxon Neuropogon hitte keine synapomorphen Merkmale. Daher
wird hier vorgeschlagen diesen Namen, der auf Untergattungsniveau (Walker 1985),
Gattungsebene (ARTICUS 2004b) oder Sektionsniveau (OHMURA & KANDA 2004) verwendet
wurde, als Synonym von Usnea aufzufassen. Der Begriff Neuropogon sollte im
taxonomischen Sinne nicht benutzt werden, da er weder eine monophyletische Gruppe, noch
eine morphologisch zu charakterisierende Gruppe von Arten beschreibt. Zudem lehnt der

Hypothesentest die Nullhypothese einer Monophylie Neuropogons signifikant ab.

Wie die phylogenetischen Analysen zeigen konnten, sind einige der Arten innerhalb der
Kerngruppe Neuropogon nicht unterstiitzt und stehen in unaufgeldsten, paraphyletischen
Beziechungen zu nah verwandten Arten. Besonders die Verwandtschaft zwischen U.
aurantiaco-atra, U. antarctica und U. acromelana und auch die Stellung und Artabgrenzung
im Falle von U. trachycarpa sind unklar. Weiterhin lassen sich mit dem vorhandenen ITS-
Datensatz die neuseeldndischen Arten, U. ciliata und U. subcapillaris, nicht eindeutig
voneinander trennen. Es wird deutlich, dass zuséitzliche Individuen untersucht werden miissen

und moglichst auch weitere Genfragmente analysiert werden sollten, um Schlussfolgerungen
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auf Artebene treffen zu konnen. Dieser Ansatz wird in Kapitel 3 vertieft und daher hier nicht

weiter ausgefiihrt.

2.5.2 Phylogenie der Gattung Usnea

Die Monophylie der gesamten Gattung Usnea wird in der molekularen Analyse signifikant
unterstiitzt und durch synapomorphe Merkmale, wie Fruchtkorperanatomie, Zentralstrang
und Vorhandensein von Usninsdure im Kortex bestitigt. Die Stellung der Untergattungen
Dolichousnea, FEumitria und Usnea zueinander kann nicht aufgelost werden. Die
Neuropogon-Gruppe ist polyphyletisch und fallt innerhalb die Untergattung Usnea. Folglich
werden hier alle Neuropogon-Arten zur Untergattung Usnea gezéhlt. Die Einteilung der
Untergattung Usnea in Sektionen ist unklar und bedarf weiterer Untersuchungen. Vor allem
in den MP-Analysen zerfallt die Untergattung fast vollstandig in kleine Splittergruppen und
einzelne Arten. Eine Abgrenzung der Sektion Ceratinae (OHMURA 2001) kann wie in
vorherigen molekularen Studien (OHMURA 2002, OHMURA & KANDA 2004, ARTICUS 2004b)
nicht bestitigt werden. Aufgrund der fehlenden Unterstiitzung in tieferen Asten innerhalb der
Untergattung Usnea, vielen Splittergruppen in allen phylogenetischen Analysen,
morphologischer Variabilitit aber Uberschneidungen in den Hauptmerkmalen, wie
Fruchtkorperanatomie, Achsenaufbau und Jodreaktion, Kortextyp, Pigmentierung der
Thallusbasis, des Thallus und der Apothecienscheiben (siche OHMURA & KANDA 2004) wird
davon abgeraten zum jetzigen Zeitpunkt Untergliederungen innerhalb der Untergattung
Usnea vorzunehmen. Die mangelnde Unterstiitzung der tieferen Verzweigungen in den
Phylogrammen ldsst darauf schlieBen, dass die ITS-Region allein nicht ausreicht, um
eindeutige Aussagen iiber die Verwandtschaftsverhéltnisse der einzelnen Usnea-Gruppen
zueinander zu machen. Weitere molekulare und morpholgische Daten miissen erhoben
werden und vor allem weitere Arten dieser grolen Gattung sollten untersucht werden, um die

taxonomische Untergliederung niher zu tiberpriifen.

Dolichousnea und Eumitria sind in allen Analysen gut unterstiitzte monophyletische Gruppen
(siche Tab. 2.2). Im Folgenden werden kurz die Charakteristika der drei Untergattungen
genannt (nach OHMURA & KANDA 2004). Die charakteristischen Merkmale von
Dolichousnea sind ringformige Pseudocyphellen, ein im Vergleich dickes Hypothecium (o
132 pm), eine Jodreaktion des soliden Zentralstranges und ein Kortex vom Merrillii-Typ
(siche Abb. 2.2: B, F). Eumitria dagegen zeichnet sich durch ein diinneres Hypothecium (o

65 um), einen hohlen Zentralstrang mit variabler Jodreaktion und einen Baileyi- oder
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Merrillii-Kortextyp aus (siehe Abb. 2.2: D, H, B, F). Vertreter der Untergattung Usnea haben
das diinnste Hypothecium (o 42-53 pum), einen soliden Zentralstrang ohne Jodfarbung, oft
eine dunkel pigmentierte Thallusbasis und einen variierenden Kortexautbau [Sphacelata-,
Florida-, Ceratina- oder Merrillii-Typ (siche Abb. 2.2)], wobei Arten der Sektion Usnea
einen besonders diinnen Kortex mit weiten Zelllumen haben. Die Unterscheidung der
Untergattungen Eumitria, Dolichousnea und Usnea beruht hauptsidchlich auf vegetativen
Merkmalen, mit Ausnahme der Hypotheciumhohe, die allerdings innerhalb der
Untergattungen tiberlappt (siche OHMURA 2001, 2002, OHMURA & KANDA 2004). Auch die
meisten der vegetativen Merkmale sind variabel innerhalb der Gruppen, so findet sich z. B.
das charakteristische Merkmal der Untergattung Eumitria ,hohler Zentralstrang® nicht bei
allen Arten dieser Gruppe (z. B. nicht bei der molekular untersuchten Art U. pectinata)

(OHMURA 2001, 2002).

Die Variabilitit vegetativer Merkmale, besonders des Kortextyp innerhalb der Untergattung
Usnea ist relativ groB3. Fiir die vorliegende Arbeit wurden die Kortextypen aller Neuropogon-
Arten und jeweils auch von Vertretern der anderen Untergattungen untersucht und variable
Auspriagungen des Kortex festgestellt. Je nach Alter des Individuums einer Art und
untersuchtem Astumfang, konnten deutliche Unterschiede in Lumenweite und Grad der
Verklebung der Hyphen bzw. im Verhéltnis von Kortex- und Markhyphen festgestellt werden
(Abb. 2.8 I-III). Die Zuweisung eines Kortextyps zu ein und demselben Individuum war in
diesen Fillen keineswegs einheitlich. Vor allem aber waren die von OHMURA (2001) und
OHMURA & KANDA (2004) beschriebenen Unterscheidungskriterien oft schlecht erkennbar
und erschienen daher z. T. etwas willkiirlich. Die Qualitdt dieses vegetativen Merkmals ist
schwer zu beurteilen und bedarf moglicherweise weiterer Untersuchungen an weiteren
Individuen. Bei ARTICUS (2004b) spielen die Kortextypen eine eher untergeordnete Rolle und

dienen als zusitzliche Information aber nicht als Hauptmerkmal.

Eine Abspaltung von Dolichousnea, Eumitria und Neuropogon (ARTICUS 2004b) wird hier
nicht unterstiitzt. Allgemein sollten schlecht unterstiitzte Gruppen nicht neu benannt werden,
insbesondere, wenn dadurch allgemein anerkannte Taxa automatisch paraphyletisch werden,
das Sampling klein ist und Typenmaterial nicht untersucht werden konnte. Auch wenn es zur
taxonomischen Praxis gehort paraphyletische Gruppen als basale Gruppen bis auf weiteres zu
akzeptieren und weitere Untersuchungen an diesen Gruppen abzuwarten, ist es ein unndtiger

Nachteil fiir alle Interessierten, besonders Sammler und Kuratoren, paraphyletische Gruppen
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in monophyletischen, gut unterstiitzten und einfach zu erkennenden Taxa zu produzieren.
Ergebnisse phylogenetischer Analysen sollten mit groer Vorsicht und unter genauer
Abwigung der Auswirkungen in Klassifikationen eingearbeitet werden (WEDIN & WIKLUND
2004). Die Erhebung monophyletischer Gruppen auf Gattungsebene sollte in erster Linie zum
Ziel haben eine zunehmend ,,natiirliche* Klassifikation von Organismen zu erreichen, und der
Informationsgehalt neuer Gattungstrennungen sollte dabei beachtet werden (NIMIS 1998).
NiMis (1998) stellt 5 Kriterien zur kritischen Uberpriifung von Gattungsbenennungen auf und
weist deutlich darauf hin, den Rang der Untergattung zu wéhlen, wenn eine enge
Verwandtschaft zwischen den zu trennenden Taxa vorliegt und die Taxonomie einer Gruppe
noch nicht feststeht. Systematiker sollten vor einer Namensénderung sicher sein dass: 1) die
meisten Arten der alten Gattung berilicksichtigt wurden, 2) die neuen Gattungen durch
wirklich deutliche Merkmale voneinander unterschieden sind, 3) die neuen Gattungen
monophyletisch sind, 4) die phylogenetische Distanz zwischen den neuen Gattungen grof3
genug ist und 5) der Informationsgehalt der neu geschaffenen Aufspaltung hoch ist. Mit
Riicksicht auf diese Regeln werden ein Verlust an Gattungsinformation und unnétige meist

provisorische Namensénderungen verhindert (NIMIS 1998).
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3. Artabgrenzung und Phylogeographie innerhalb der
Neuropogon-Gruppe

3.1 Artkonzepte in der Systematik

Die Frage ,,Was ist eine Art?* ist eine der entscheidendsten Fragen in der systematischen
Biologie (CRACRAFT 2002). Es ist gibt eine uniiberschaubare Anzahl von Ansichten,
Meinungen und Literatur zum Thema Artkonzepte, Artbildungstheorien und Methoden
phylogenetischer Analyse, da Arten die elementaren Einheiten in vielen biologischen
Wissensgebieten sind. Die meisten Artkonzepte sind sich dhnlich und Streitpunkte ergeben
sich hdufig aus unterschiedlichen Terminologien (CRACRAFT 2000). Arten werden in allen
Konzepten als Abstammungslinien angesehen deren Diversifikation Systematiker auf
unterschiedliche Weise zu erldutern suchen (CRACRAFT 2000). DE QUEIROZ (1998) vertritt
die Meinung, dass alle modernen Artkonzepte Arten mehr oder weniger offensichtlich als
Teile evolutiondrer Abstammungslinien auf Populationsebene begreifen und in einem
einzigen, allgemeinen Artkonzept zusammengefasst werden kdnnen. Er nennt dieses Konzept
,Konzept der allgemeingiiltigen Abstammungslinien (general lineage concept, GLC). Auch
wenn der Artbildungsprozess im Regelfall schwer einschitzbar bleibt, erlaubt das GLC
unabhingig davon Artgrenzen von unterschiedlichen philosophischen Perspektiven aus zu
iiberpriifen. Hierzu benétigen Wissenschaftler klar definierte Kriterien und Regeln, mit denen
Individuen auf ihre Artzugehorigkeit hin iiberpriift werden konnen (SITES & MARSHALL
2004). Die anwendungsbezogene phylogenetische Artabgrenzung anhand molekularer Daten
wird ausfiihrlicher in Kapitel 3A-1.2 diskutiert. Im Folgenden sollen die géngigsten

Artkonzepte und die maBgebliche Kritik an ihnen kurz vorgestellt werden.

Das Typologische, Phdnotypische oder Morphologische Artkonzept:

Zusammengefasst zu einem historischen Artkonzept werden hier drei Konzepte, die alle auf
phédnotypischen Merkmalen aufbauen. Sie dienten vor allem in vor-darwinistischer Zeit,
vornehmlich zur taxonomischen Erfassung und Eingliederung der reichen Form- und
Artenfiille. Z. T. griindeten sie auf kreationistischen Vorstellungen. Die wichtigsten Kriterien
zur Artbeschreibung waren phinotypische, meist morphologische Merkmale. Dabei wurde
das Phinomen der morphologischen Variabilitit innerhalb von Arten nur unzureichend oder
gar nicht berticksichtigt. Haufig wurden Morphotypen ein und derselben Art als neue Arten
beschrieben, z. B. bei geschlechts-dimorphen Tieren, wodurch viele Synonyme entstanden.

Eine Art galt demnach als unverdnderliche monomorphe FEinheit, die auf einem
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morphologischen Plan beruhte und sich durch konstante diagnostische Unterschiede von

anderen Arten abgrenzte. Die diagnostischen Unterschiede waren subjektiv (MAYR 2000).

Das Biologische Artkonzept (BSC) nach MAYR (1942, 1963, 2000):

MAYR (1963) versteht unter einer Art eine Gruppe von sich tatsdchlich oder potenziell
miteinander fortpflanzenden natiirlichen Populationen, die von anderen solchen Gruppen
fortpflanzungstechnisch isoliert ist. Er erweitert dieses Konzept durch folgende Punkte: Eine
biologische Art ist demnach eine geschlossene Fortpflanzungsgemeinschaft von
Populationen. Die Betonung liegt hierbei auf der genetischen Verwandtschaft dieser Gruppe
und nicht so sehr auf dem Grad der morphologischen Unterscheidung von anderen Gruppen.
Es geht um Populationen und nicht um einzelne Individuen, was beinhaltet, das
Hybridisierung einzelner Individuen moglich ist und den Artstatus nicht gefdhrdet. Auch
werden Populationen in die Artbeschreibung eingeschlossen, die moglicherweise rdumlich
oder zeitlich isoliert sind, aber den Drang und die Moglichkeit zur Fortpflanzung mit anderen
Populationen der gleichen Gruppe haben, falls die dufleren Isolationsschranken aufgehoben
werden (MAYR 2000). Die Erweiterungen sind auf empirische Erkenntnisse zuriickzufiihren,
die Individuen einer Population z. T. mit stirkeren phinotypischen Differenzen zeigen als
»guten Arten™ zugeschrieben werden und im Gegensatz dazu immer mehr phénotypisch
gleiche kryptische Arten gefunden werden (MAYR 2000).

Kritik an dem BSC wird von vielen Autoren geduflert. TEMPLETON (1989) kritisiert, dass die
Abgrenzung asexueller Arten nicht testbar und der Prozess der Artbildung irrefiihrend ist.
Ebenso werden Hybriden nicht beachtet (WHITTEMORE 1993), zumindest in der
urspriinglichen Version. Und die Perspektive auf die Arten ist nicht geschichtlich
(DONOGHUE 1985), d.h. nur der Istzustand wird in Betracht gezogen. VOGLER & DESALLE
(1994) merken kritisch an, dass die Unterscheidung von Arten tatsdchlich zumeist nicht auf
der Feststellung von Fortpflanzungsschranken, sondern auf morphologischen Unterschieden
beruht, was inkonsistent mit den Grundlagen des Konzepts ist, da die angewandten Kriterien

nicht mit der Theorie libereinstimmen.

Das Evolutiondre Artkonzept nach WILEY (1978):

Nach WILEY (1978) ist eine evolutiondre Art eine Abstammungslinie oder Einheit, die aus
Organismen besteht, die ihre Identitit (= biologisch abgetrennte Einheit) durch andere
Einheiten von Organismen in Zeit und Raum erhélt. Eine evolutiondre Art hat ihr eigenes,

unabhéngiges Schicksal und ihre eigenen historischen Tendenzen (= historische Einheit
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bestehend aus Entstehung — Entwicklung — Aussterben) (WILEY & MAYDEN 2000). In diesem
Konzept wird die Ausdehnung einer Art in einem groferen Zeitraum hervorgehoben. Sowohl
rezente als auch ausgestorbene Arten und sexuelle sowie asexuelle Organismen werden
eingeschlossen, wodurch das Konzept bei Paldontologen sehr beliebt ist. Das Konzept ldsst
Freiraum in Bezug auf den Zusammenhalt einer Art, welcher nicht nur durch Genfluss,
sondern auch durch entwicklungsbedingte, genetische und 0©kologische Bedingungen
bestimmt wird. Auflerdem ist es nah an der methodischen Definition einer Art, wie sie von
den meisten Taxonomen benutzt wird (TEMPLETON 1989). Kritiker des Evolutionéren
Artkonzepts, z. B. MEIER & WILLMANN (2000) bezeichnen das Konzept als sehr subjektiv, da
,.Jdentitat*, ,unabhingiges  Schicksal® und  ,historische = Tendenzen™  einer
,2Abstammungslinie nicht objektiv definiert werden konnen. AuBerdem ist es theoretisch
moglich, dass die Stammart nach der Entstehung neuer Arten iiberlebt, was dazu fiihrt, dass
monophyletische Gruppen nicht als Arten definiert werden konnen, weil es keine alleinigen
Stammarten fiir diese Gruppen gibt. TEMPLETON (1989) merkt die fehlende Definition der

Mechanismen an, die fiir den Zusammenhalt einer Art verantwortlich sind.

Die Phylogenetischen Artkonzepte (PSC) nach CRACRAFT (1983), DONOGHUE (1985), BAUM
& DONOGHUE 1995, MISHLER & THERIOT (2000) u.a.:

Vor allem Evolutionsbiologen und Systematiker erachteten das lange Zeit weithin akzeptierte
BSC fiir ihre Belange als nicht anwendbar (z. B. ROSEN 1978, CRACRAFT 1983, DONOGHUE
1985). Phylogenetische Artkonzepte wurden darauthin von verschiedenen Autoren entwickelt
(z. B. ROSEN 1978, NELSON & PLATNICK 1981, CRACRAFT 1983, DONOGHUE 1985), um die
zwei grundlegenden Funktionen von Arten zu verbinden: 1. Grundeinheit der Evolution und
2. Grundlage zur Beschreibung taxonomischer Diversitit und zur Widerspiegelung
biologischer Klassifikationen zu sein (CRACRAFT 1989). Gemeinsam ist verschiedenen
Konzepten, dass eine phylogenetische Art eine nicht weiter reduzierbare, monophyletische
Gruppe von Organismen oder Populationen (sexuell oder asexuell) ist, die von anderen
solchen Gruppen durch Merkmale unterschieden wird. Die Entscheidung zur Registrierung
als Art hdngt von den Unterstiitzungswerten der Monophylie und/oder ihrer Wichtigkeit in
biologischen Prozessen ab (MISHLER & THERIOT 2000). Arten sind dadurch weithin
vergleichbar, auch wenn ihnen verschiedene evolutionire Prozesse zugrundeliegen.

Der entscheidende Unterschied zwischen alternativen Phylogenetischen Artkonzepten ist die
Definition einer Art auf der Grundlage von Merkmalen oder von historischen

Verwandtschaften (BAUM & DONOGHUE 1995). In beiden Konzeptrichtungen sind Merkmale



Artabgrenzung und Phylogeographie innerhalb der Neuropogon-Gruppe 60

die Grundlage fiir Artabgrenzungen. In merkmalsbezogenen Artkonzepten (z. B. CRACRAFT
1983, 1989, NIXON & WHEELER 1990, DAVIS & NIXON 1992) sind Arten als Organismen mit
gemeinsamen erkennbaren Attributen definiert, aber deren Herkunft wird ignoriert. In
geschichtsbezogenen Artkonzepten (DONOGHUE 1985, BAUM & SHAW 1995, MISHLER &
THERIOT 2000) ist die historische Verwandtschaft von Organismen eine Grundvoraussetzung
fiir Arten und gemeinsame Merkmale werden als Hinweis darauf gesehen (BAUM &
DONOGHUE 1995).

Probleme der PSCs sind zum einen die fehlenden Unterscheidungskriterien zur
Klassifizierung einer monophyletischen Gruppe als Art oder eines hoheren Levels, z. B. als
Gattung, da sich die Kriterien zur Erkennung dieser Einheiten qualitativ nicht unterscheiden
(DE QUEIROZ & DONOGHUE 1988, LEE 2003). Zum anderen ist die Struktur innerhalb von
Populationen einer Art vernetzt und kann oftmals nicht in hierarchisch organisierte,
geschachtelte Aste gegliedert werden. Nicht-monophyletische Populationen kénnen somit
nicht als Art gewertet werden, auch wenn sie Artstatus besitzen (DE QUEIROZ & DONOGHUE
1988, LEE 2003). Dies kann nach verschiedenen Artbildungsprozessen der Fall sein, z. B.
wenn die Ausgangsart neben der neuen Art weiterexistiert oder nach Artbildung durch

Hybridisierung.

Das Kohdsive Artkonzept nach TEMPLETON (1989):

Das Kohidsive Artkonzept ist ein weiteres anwendungsbezogenes, auf Abstammungslinien
basierendes Artkonzept. Eine kohdsive (zusammenhdngende) Art ist die groftmogliche
Population von Individuen mit Potential zu innewohnenden Bindungsmechanismen, welche
in zwei Hauptkategorien unterteilt werden: 1. genetische Austauschbarkeit: Faktoren, die die
Grenzen der Ausbreitung neuer genetischer Varianten durch Genfluss definieren; 2.
demographische Austauschbarkeit: Faktoren, die die Grenzen der Ausbreitung neuer
genetischer Varianten durch genetische Drift und natiirliche Selektion definieren
(TEMPLETON 1989). Der Ansatz sucht im phylogenetischen Rahmen nach der
Ubereinstimmung von Genen, geographischer Verteilung und morphologischen und
okologischen Informationen, um das Ausmall genetischer und demographischer
Austauschbarkeit zu ermitteln (SITES & CRANDALL 1997). Durch das statistische Testen einer
Reihe von Nullhypothesen wird die kohdsive Art liberpriift (zur Methode siehe auch
TEMPLETON & SING 1993). Der Ansatz verlangt im Gegensatz zu anderen Ansétzen nicht
zwingend, dass Arten im phylogenetischen Gefiige monophyletische Gruppen bilden oder

sich sexuell fortpflanzen (TEMPLETON 1994).
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MAYR (2000) kritisiert das Kohésive Artkonzept als Konzept, das versucht die besten
Komponenten verschiedener anderer Artkonzepte zu kombinieren, dann aber verpasst sich
daraus ergebende Konflikte zu losen. Z. B. scheitert es an der Unterscheidung interner
(Isolationsmechanismen) und externer (geographische Isolation) Genflussschranken. Es hebt
den innerartlichen Zusammenhalt durch Genfluss hervor, aber beansprucht auch bei
asexuellen Arten anwendbar zu sein, die streng genommen keinen Genfluss aufweisen.
Templeton erldutert nicht, wie mit geographischer Variabilitit von demographisch-

okologischen Merkmalen in weit verbreiteten polymorphen Arten umgegangen werden soll.

3.2 Morphologische Merkmale in Usnea und Neuropogon

Die Gattung Usnea ist einerseits leicht als Gattung an ihrem Zentralstrang zu erkennen,
andererseits gehort sie auf Artebene aber zu einer der schwierigsten taxonomischen
Flechtengruppen. Der Grund hierfiir sind morphologische und chemische Ubergangsformen
zwischen beschriebenen Arten, die eine genaue Bestimmung sehr schwierig machen.
Weiterhin sind viele Merkmale durch Umweltfaktoren stark verdnderlich und eine
Unterscheidung  zwischen  ,taxonomisch  wertvollen® und ,,umweltbedingten*
Merkmalszusténden ist nicht immer leicht zu treffen (CLERC 1998). Noch in der ersten Hélfte
des letzten Jahrhunderts herrschte eine typologische Sichtweise vor und Usnea-Arten wurden
schematisch, meist nach morphologischen Merkmalen getrennt (z. B. bei MOTYKA 1936-
1938). Beginnend mit SWINSCOW & KROG (1978) und anderen setzte sich aber durch, dass
erst durch eine Kombination von morphologischen und chemischen Merkmalen Arten
sinnvoll beschrieben werden konnen. Es gibt sehr selten wirklich eindeutige einzelne
Charakteristika.

Eine genaue Beschreibung der morphologischen Merkmale in Usnea ist z. B. in CLERC &
HERRERA-CAMPOS (1997), CLERC (1998) und OHMURA (2001) gegeben, speziell fiir
Neuropogon in WALKER (1985). An dieser Stelle werden zum besseren Verstindnis der
Diskussion die wichtigsten morphologischen Merkmale angesprochen, die in vier Kategorien
eingeteilt werden konnen: Habitus, Kortexornamentierung, innere Strukturen und
Reproduktionsstrukturen. Nicht alle Merkmale sind qualitativ gleichwertig und es wird

versucht in Bezug auf Neuropogon eine Einschitzung zu geben.



Artabgrenzung und Phylogeographie innerhalb der Neuropogon-Gruppe 62

Habitus:

Die Wuchsform bei Neuropogon ist in der Regel strauchig, kann aber je nach 6kologischen
Bedingungen oder Art auch kriechend oder halbhingend sein (Abb. 3.1: d). Die
Thalluspigmentierung ist ein sehr variables Merkmal und spiegelt oft Umweltbedingungen
wider: je exponierter der Standort, desto ausgeprigter die Pigmentierung. Z. T. ist die
Pigmentierung auf die Thallusspitzen, Aufbriiche im Thallus oder Isidiomorphe beschrinkt
und kann dann in Kombination ein sinnvolles Merkmal sein, z. B. bei U. acromelana (Abb.
3.1: f, h).

Die Art und Héufigkeit der Thallusverzweigung ist variabel, kann aber fiir manche Arten
charakteristisch sein (vergl. z. B. Abb. 3.1: a, b). Der Ansatz der Sekundériste ist besonders
charakteristisch, wenn er verschmadlert ist, wie z. B. in U. patagonica (Abb. 3.1: ¢). Auch der
basale Teil des Thallus mit der Haftscheibe kann als Merkmal in Neuropogon genutzt
werden. Er kann sich wuchernd in viele Aste auffichern, so dass die Flechte dem Substrat
breit aufsitzt (Abb. 3.1: f, g, h), oder verldngert sein. In diesem Fall sitzt die Haftscheibe an
einem kurzen Stielchen, das sich erst oberhalb verzweigt (Abb. 3.1: a, b). Die Thallusbasis

kann hell, braunlich oder schwarz pigmentiert und ein konstantes Merkmal in Arten sein.

Kortexornamentierung:

Kortexornamentierungen konnen sowohl einheitlich, als auch variabel innerhalb von Arten
sein. Ein héufig auftretendes Merkmal sind Kortexgriibchen, rundliche Vertiefungen oder
Furchen im Kortex (Abb. 3.2: a, e). Diese sind nach CLERC (1998) abhingig von der
Kortexdicke: je diinner der Kortex, desto wahrscheinlicher treten Griibchen auf. Das
Merkmal sollte daher in Kombination mit den inneren Thallusstrukturen genutzt werden.
Papillen sind kleine Warzen auf der Kortexoberfliche, die unpigmentiert oder schwarz
gefdrbt sein konnen (Abb. 3.2: b, f, 1). Ihr GroBe kann variieren und sie kdnnen in sehr
unterschiedlicher Menge auftreten. CLERC (1998) und OHMURA (2001) stellen daher das
Potential zur Bildung von Papillen als wichtiges Merkmal heraus. Es gibt wenige Arten, bei
denen niemals Papillen auftreten und z. T. sind Papillen nur schwer von den Anfangsstadien
der Fibrillen oder Sekundiréste zu unterscheiden.

Fibrillen sind astédhnliche Thallusauswiichse mit Mark und Zentralstrang und nach OHMURA
(2001) als potenzielle junge Seitendste zu betrachten (Abb. 3.2: g, i). Menge, Thallus-
abschnitt des Auftretens und ihre Linge kdnnen Bestimmungsmerkmale sein. Wahrscheinlich

dienen sowohl Papillen als auch Fibrillen der vegetativen Verbreitung durch Abbruch.



Artabgrenzung und Phylogeographie innerhalb der Neuropogon-Gruppe 63

Annulationen des Thallus durch Aufbriiche treten bei einigen Arten als konstantes Merkmal
auf, z. B. bei U. ciliata und U. acromelana (Abb. 3.1: e, f, h). Bei anderen Arten kann es sich
auch um einfache Wachstumsrisse oder Pseudocyphellen handeln. Letztere sind

Oberflichen6ffnungen, die wahrscheinlich dem Gasaustausch dienen.

Innere Thallusstrukturen:

Die Bestimmung des Verhiltnisses von Kortex, Mark und Zentralstrang, gemessen an einem
Thalluslidngsschnitt, wurde von CLERC (1984) entwickelt. Die Ergebnisse konnen statistisch
ausgewertet werden und sehr hilfreich zur Abgrenzung von Arten in Usnea sein. WALKER
(1985) stuft die Niitzlichkeit in Neuropogon aufgrund infraspezifischer Variabilitét als eher
gering ein. Sie untersucht zusétzlich die Beschaffenheit des Marks (locker bis kompakt). Als
konstantes Merkmal in Arten beschreibt CLERC (1998) den Glanz der Kortexschnittfliche
(Abb. 3.2: g).

Reproduktionsstrukturen:

Die Apothecien in Neuropogon sind mit wenigen Ausnahmen dunkel (siche Abb. 2.9).
WALKER (1985) beschreibt sowohl ihre Position am Thallus, als auch die Form als
variierende Merkmale. Sie konnen seitlich, in Reihung, halbendstindig oder endstindig
auftreten, wobei sie artunabhéngig hiufig einen unterseitigen Sporn haben (Abb. 3.2: a, b).
Auch strahlenformige Fibrillen am Apothecienrand sind ein hdufiges, allerdings variables
Merkmal (Abb. 3.2: a, b, h). Anatomische Unterschiede der Apothecien und ihrer Strukturen,
z. B. SporengroBBe oder Hymenium- und Hypotheciumdicke sind bei Neuropogon

vernachlédssigbar gering (WALKER 1985).

Es gibt drei vegetative Fortpflanzungseinheiten bei Neuropogon, die wichtige taxonomische
Merkmale darstellen: Sorale, Pseudoisidien und Isidien. Sorale kommen in unterschiedlicher
Anzahl und Position am Thallus vor und entwickeln sich aus unterschiedlichen
Thallusstrukturen: aus Papillen, abgebrochenen Fibrillen, Narben von Isidiomorphen,
Kortexrissen oder ad hoc aus dem Kortex. Daher kdnnen sie unterschiedliche Formen haben
[Abb. 3.2: konkav (e, h) oder konvex (f) bis gewdlbt rund (c), gerandet, gestielt (f, d),
irreguldr, wuchernd (j) und mit zuriickgebogenem Rand (siehe hierzu auch OHMURA 2001)].
Die eigentlichen Verbreitungseinheiten, die Soredien in den Soralen, kdnnen unpigmentiert
oder pigmentiert sein, wobei sie in letzterem Fall hdufig zu Pseudoisidien auswachsen (Abb.
3.2:j). Innerhalb von Arten konnen Soralursprung und —form variabel sein und z. T. kdnnen

Sorale auch an den Apothecienridndern fertiler Individuen auftreten (Abb. 3.2: h).
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Abb. 3.1: Morphologische Merkmale in Neuropogon: (a) U. acanthella, (b) Usnea sp. nov. 2,
(c) U. patagonica, (d) U. subcapillaris, (e) U. ciliata, (f) U. acromelana aus NZ, (g) und (i)
Usnea sp. nov. 1, (h) und (j) U. acromelana aus Patagonien.
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Abb. 3.2: Morphologische Merkmale in Neuropogon: (a) U. perpusilla, (b) U. aurantiaco-
atra, (¢) U. sphacelata 2, (d) U. antarctica, (€) U. acromelana (NZ), (f) U. sphacelata 1, (g)
U. subantarctica, (h) U. perpusilla, (1) U. trachycarpa, (j) U. antarctica.
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Pseudoisidien und Isidien werden von CLERC & HERRERA-CAMPOS (1997) zu
,Isidiomorphen® zusammengefasst. WALKER (1985) unterscheidet die Entwicklung aus
soraldhnlichen Strukturen (Pseudoisidien) und aus dem Kortex (echte Isidien). ,,Isidien* sind
bei Neuropogon selten und immer unpigmentiert (Abb. 3.1: a), wobei ,,Pseudoisidien* dunkel
pigmentiert sind und bei vielen Arten mit Soralen vorkommen kdnnen (Abb. 3.1: j). Zur
Orientierung sind in Tabelle 3.1 die Reproduktionsmodi der verschiedenen Neuropogon-

Arten nach WALKER (1985) aufgelistet.

Tab. 3.1: Reproduktionsmodi der Neuropogon-Gruppe (nach WALKER 1985). Der Vollstandigkeit
halber sind alle Arten genannt; in dieser Arbeit nicht untersuchte Arten stehen in Klammern.

Art fertil soredios Isidiomorphe/ Thallusbruchstiicke
U. acanthella n n X — unpigmentierte Isidien

U. acromelana s —schwarz k s — pigmentierte Pseudoisidien
U. antarctica s —schwarz k s — pigmentierte Pseudoisidien
U. aurantiaco-atra X —schwarz n n

U. ciliata X — schwarz n n

U. durietzii n n k — pigmentierte Pseudoisidien
(U. neuropogonoides) n n x — briichiger Thallus

U. patagonica n k X — pigmentierte Pseudoisidien
U. perpusilla X - schwarz n n

(U. pseudocapillaris) s - schwarz X k — briichiger Thallus

U. sphacelata n k s — pigmentierte Pseudoisidien
U. subantarctica s - zimtbraun k s — pigmentierte Pseudoisidien
U. subcapillaris s —schwarz n k — bruchiger Thallus

(U. taylorii) X —schwarz n n

U. trachycarpa X - zimtbraun n n

(k = konstant, x = haufig, s = selten, n = nie).

Alle in diesem Kapitel erwahnten Merkmale sind mehr oder weniger innerartlich variabel und
nur in Kombination und mit anderen Merkmalen, wie Chemie und molekularen Daten zur
Artbeschreibung nutzbar. CLERC (1998) schldgt vor, dass zur Artbeschreibung mindestens
zwei deutliche, unabhingige Merkmalsunterschiede vorliegen miissen (z. B. Sorale und
Chemie), und, dass Ubergangsindividuen (,,Hybridindividuen®) moglichst fehlen oder

zumindest in sehr geringer Anzahl existieren sollten.

3.3 Sekundirstoffe als taxonomische Merkmale

Sekundire Stoffwechselprodukte sind im gesamten Reich der Pilze, vor allem aber bei
lichenisierten Pilzen, weit verbreitet und zeigen haufig taxonspezifische Muster. In ihrem
Auftreten oder Ausbleiben konnen daher wertvolle Informationen iiber phylogenetische
Verwandtschaften liegen und die Identifizierung von Flechtenstoffen ist oft eine

Notwendigkeit zur korrekten Bestimmung von Flechtentaxa (LUMBSCH 2002, SCHMITT &
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LumMBSCH 2004). Vor allem in der prd-molekularen Zeit war die vergleichende Studie
chemischer Merkmale in Verbindung mit morphologischen und anatomischen Merkmalen
eine der wichtigsten taxonomischen Methoden in der Lichenologie (z. B. CULBERSON 1969,
CULBERSON & CULBERSON 1970, HAWKSWORTH 1976) und auch heute noch liefert die
Flechtenchemie wichtige systematische Merkmale auf allen taxonomischen Ebenen (z. B.
FRISVAD et al. 1998, LUMBSCH 1998b, SCHMITT & LUMBSCH 2004).

Thr Urspriinge hat die Chemotaxonomie der Flechten bei NYLANDER (1855, 1867). Er war der
erste, der eine charakteristische Thallusverfarbung mit Kaliumhydroxid und Calciumhypo-
chlorit bei Flechten feststellte und diese Farbreaktion (,spot test’) aus praktischen Griinden
als Bestimmungshilfe und zur Artbeschreibung nutzte. In spéteren Jahren erstellte ZOPF
(1907) die erste Ubersicht iiber Flechteninhaltsstoffe, die von ASAHINA (1934b, 1937)
erheblich verbessert wurde. Er war es auch, der die flechteneigene Stoffklasse der Depsidone
benannte und beschrieb (ASAHINA 1934a, 1934b). Seitdem hat die Chemotaxonomie sehr an
Bedeutung gewonnen und wird heute routineméBig eingesetzt (FRISVAD et al. 1998,
LumBscH 2002). Informationen zu den Stoffklassen bei Flechten und eine Auflistung und
Beschreibung der ca. 1000 beschriebenen Substanzen in Flechten, die haufig
flechtenspezifisch sind, finden sich bei HUNECK & YOSHIMURA (1996). Die gingigsten
Methoden zur Identifizierung der Stoffe, TLC (Thin-Layer Chromatography) und HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) werden im Methodenteil des Kapitels 3-B
beschrieben.

WALKER (1985) liefert mit ihrer Monographie eine detaillierte Sekundirstoffanalyse
Neuropogons. Das Vorkommen bestimmter Substanzen oder Kombinationen dieser ist eine
wichtige Grundlage fiir ihre Artbeschreibungen, wobei hdufig mehrere Chemorassen einer
Art benannt werden. Neuropogon ist chemisch betrachtet keine sehr abwechslungsreiche
Gruppe. Es sind einige wenige B-Orcinol-Depside beschrieben (Con-(Norstictinsdure),
Fumar-(Protocetrarsdure), Psorom- und Salazinsdure), nur zwei [-Orcinol-Depsidone
(Squamat- und Hypothamnolsdure) und Fettsduren. Bei den Fettsduren handelt es sich um
Sduren aus dem Murolinsdure-Komplex. Weiterhin kommen in vielen Arten drei bis vier
unbestimmte, unter langwelligem UV-Licht fluoreszierende Substanzen vor, die auch schon
bei Usnea s. str. beobachtet wurden. WALKER (1985) beschreibt diese Substanzen als
inkonsistent und zufillig und daher ohne taxonomische Bedeutung. In der folgenden Tabelle
3.2 werden alle bisher festgestellten chemischen Inhaltsstoffe in den hier untersuchten

Neuropogon-Arten aufgelistet. Nicht genannt werden Begleitsubstanzen wie z. B.
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Connorstictinsdure, die in Verbindung mit Norstictinsdure auftritt. Die Tabelle folgt den

Angaben WALKERs (1985).

Tab. 3.2: Chemische Inhaltsstoffe der Neuropogon-Gruppe (nach WALKER 1985). Der Vollstandigkeit
halber sind alle Arten genannt; in dieser Arbeit nicht untersuchte Arten stehen in Klammern.

Art US NOR SAL PC FPC PSO SQ HTH FAT

U. acanthella
U. acromelana
U. antarctica
U. aurantiaco-atra
U. ciliata
U. durietzii
(U. neuropogonoides)
U. patagonica
U. perpusilla
(U. pseudocapillaris)
U. sphacelata
U. subantarctica
U. subcapillaris
(U. taylorii)
U. trachycarpa
US= Usninsdure, NOR= Norstictinsdure, SAL= Salazinsdure, PC= Protocetrarsdure, FPC=

Fumarprotocetrarsdure, PSO= Psoromsaure, SQ= Squamatsaure, HTH= Hypothamnolsdure und
FAT= Fettsauren (k = konstant, x = haufig, s = selten).

=~

X X X 0 X
X X X 0 X
X X X X

X X
X X X S S S

XXX XX~X
=~

=~

X X X S k

Die angegebenen Stoffe kommen z. T. in unterschiedlichen Chemorassen und nicht in
Kombination vor oder sie sind nur sehr selten und in wenigen Individuen vorhanden. In den
meisten Arten kommen zudem chemische Rassen mit keinerlei Inhaltsstoffen vor, was eine
rein chemische Unterscheidung der Neuropogon-Arten unmoglich macht (WALKER 1985). In
allen Usnea-Arten findet man, wie der Name schon sagt, Usninsdure in unterschiedlichen

Konzentrationen.
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3-A Phylogenie gestitzte Artabgrenzung
A-1 Einleitung
A-1.1 Vom phiinotypischen zum phylogenetischen Artkonzept bei Flechten

Traditionell herrschte in der Lichenologie das Phinotypische Artkonzept vor. Arten wurden
als monomorph angesehen und Unterschiede in geographischer Ausbreitung und
Morphologie wurden als Hinweise fiir neue Arten gesehen. Somit wurden iiber Jahrzehnte
viele synonyme Arten beschrieben. Die Erkenntnis, dass chemische Sekundirstoffe eine
bedeutende Rolle bei Flechten spielen (NYLANDER 1855), fiihrte zu einer Uberbewertung
chemischer Merkmale (Chemisches Artkonzept). CULBERSON (1986) fiihrte den Begriff der
,sibling  species’ (Schwesterarten) fiir Okologisch und biologisch charakteristische
Chemotypen in Flechtenarten ein, die nicht morphologisch unterschieden sind. Andere
Autoren sind konservativer und stellen Regeln auf, wie mit chemischer Variabilitit in
Artkomplexen umgegangen werden sollte (HAWKSWORTH 1976, LUMBSCH 1998b). Beide
sind sich einig, dass chemische Unterschiede mit weiteren Merkmalen (z. B. Morphologie,
Okologie) korrelieren miissen, um Anderungen im nomenklatorischen System zu bewirken.
Ohne weitere Merkmale, konnen unterschiedliche Chemotypen je nach chemischer
Auspriagung hochstens als Unterart oder aber als infraspezifische Variabilitit bewertet
werden. Ein (chemisches) Merkmal allein betrachtet hat noch keine taxonomische Relevanz.
Erst a posteriori, durch die Ubereinstimmung mit anderen unabhingigen Merkmalen, z. B.
auch molekularen Daten, kann es als wichtig eingestuft werden (LUMBSCH 1998b).
Chemische Daten sollten also wie andere Merkmale auch mit Vorsicht bewertet und von

Gruppe zu Gruppe neu evaluiert werden.

Seit der ausgepragten Nutzung molekularer Daten in der Systematik sind Phylogenetische
Artkonzepte besonders bei Flechten und Pilzen sehr beliebt, da es sich hdufig um asexuelle
Organismen mit wenigen signifikanten Merkmalen handelt. Die anwendungsbezogene
,Phylogenetische Arterkennung’ nach TAYLOR et al. (2000), wird haufig genutzt. Bei dieser
Methode werden moglichst mehrere Gene von mehreren Individuen untersucht und a
posteriori phianotypische Merkmale fiir gut unterstiitze, monophyletische Gruppen gesucht
(sieche z. B. GRUBE & KROKEN 2000, KROKEN & TAYLOR 2001, MILLER & HUHNDORF 2004,
ScHMITT & LuMBSCH 2004). Ein Problem konnen jedoch phénotypische Merkmale
darstellen, die innerartlich und zwischen Arten polymorph sind. Es kdnnen auch kryptische

Arten auftreten, die sich genetisch eindeutig abgrenzen, aber phianotypisch keine oder fast
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keine Unterschiede zeigen (siche KROKEN & TAYLOR 2001). AuBBerdem stellt sich die Frage,
wie viele Gene zur Auflosung nah verwandter Arten benétigt werden (CUMMINGS et al.
1995), da sich die Abstammungslinien in den untersuchten Genen vielleicht noch nicht

vollstdndig getrennt haben (,incomplete lineage sorting”).

A-1.2 Phylogenetische Artabgrenzung auf der Grundlage molekularer Daten

SITES & CRANDALL (1997) weisen in ihren Ausfithrungen zum Testen von Artgrenzen
ausdriicklich darauf hin, dass es wissenschaftlich unumgénglich ist, bei der Ermittlung von
Artgrenzen a priori eine explizite anwendugsbezogene Methode zugrundezulegen, deren
Hypothesen rigoros getestet und dadurch Arten diagnostiziert werden kdnnen. Anleitungen
fiir Wissenschaftler, die mit der empirischen Trennung von Arten und auftretenden
Problemen konfrontiert sind, sind erst in den letzten Jahren mehr und mehr in den Blickpunkt
geriickt (z. B. TAYLOR et al. 2000, WIENS & PENKROT 2002, MORANDO et al. 2003, SITES &
MARSHALL 2003, 2004, HENDRIXSON & BOND 2005). In den oben zitierten Studien wurden
Methoden entwickelt und Regeln aufgestellt bzw. bewertet, die aufzeigen, wie bei der
Abgrenzung von Arten und der Beurteilung von Artgrenzen vorgegangen werden kann.
Vorhandene Arterkennungs-Methoden konnen in phylogrammgestiitzte und nicht-
phylogrammgestiitze Methoden unterteilt werden. Erstere trennen Arten aufgrund ihrer
historischen Abstammung voneinander (z. B. BROOKS & MCLENNAN 1999, BROWER 1999,
TEMPLETON 1989, 2001, TAYLOR et al. 2000, WIENS & PENKROT 2002) und basieren damit
zumeist auf phylogenetischen Artkonzepten. Letztere basieren auf der indirekten
Einschitzung von Genfluss zwischen hypothetischen Arten (z. B. PORTER 1990, DAVIS &
NIXON 1992, PUORTO et al. 2001) und gehen auf das biologische Artkonzept mit der
Hervorhebung der Fortpflanzungskompatibilitit zuriick (sieche hierzu auch die
Zusammenfassung und Bewertung der Methoden von SITES & MARSHALL 2003, 2004).

Sie konnen daher nur auf sexuell reproduzierende Organismen angewendet werden. Fast alle
phylogrammgestiitzten Vorgehensweisen schlieBen auch asexuelle Artkomplexe ein (SITES &
MARSHALL 2004).

Die phylogrammgestiitzte Artabgrenzung wird in dieser Arbeit nach der Methode von WIENS
& PENKROT (2002) (WP-Methode) durchgefiihrt, die auf DNA-Haplotypen-Phylogenien
beruht und dem Benutzer einen eindeutigen, dichotomen Schliissel zur Abgrenzung basaler,
monophyletischer Abstammungslinien vorgibt. Diese Methode wird mit einer Nested Clade
Analyse (NCA) nach Templeton (2001) ergédnzt (siche Kapitel 3-B), um maximale historische

Signale auf den verschiedenen Ebenen der Neuropogon-Gruppe zu erhalten.
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A-2 Material und Methoden
A-2.1 Untersuchte Proben

Fiir diesen Teil der Arbeit wurden insgesamt 421 Neuropogon-Individuen der bereits in
Kapitel 2 vorgestellten Arten untersucht, die entweder personlich gesammelt oder aus
Herbarien und von Privatsammlern ausgelichen wurden. Die einzelnen Individuen sind mit
der jeweiligen Probennummer, den Standortangaben, Sammler und Sammelnummer, sowie
den jeweils gewonnenen Genfragmenten in Anhang 1 aufgelistet. Viele Individuen, die mit
dem auf chemischen und morphologischen Merkmalen beruhenden Bestimmungsschliissel
von WALKER (1985) nicht sicher bestimmt werden konnten, sind entweder als unbestimmte
Usnea angegeben (Usnea sp.), vorlaufig einer bestimmten Art zugeordnet worden (z. B. U.
cf. sphacelata) oder, wenn es sich um offenbar unbeschriebene Arten handelte, als dhnlich zu
einer bestehenden Art eingestuft worden (z. B. U. aff. perpusilla). Wichtig ist darauf
hinzuweisen, dass zwischen der morphologisch-chemischen Bestimmung der Proben und den
phylogenetischen Ergebnissen zum Teil Unstimmigkeiten auftreten. Es wird sich im Laufe

dieses Kapitels herausstellen, dass das bisherige Artkonzept in der Gruppe unzureichend ist.

Alle Proben wurden vor der molekularen Analyse wie in Kapitel 2.3 beschrieben behandelt
und anschlieBend molekular untersucht. Mit besonderer Vorsicht wurden die einzelnen
Individuen voneinander getrennt und separat aufbewahrt, damit keine Vermischung auftreten
konnte. Jeder Thallus mit eigener Haftscheibe wurde als einzelnes Individuum bezeichnet.
Proben mit wuchernden Haftscheiben, die leicht auseinander brechen, wurden sorgfiltig fiir

die Analysen ausgewdhlt und im Zweifelsfall nicht als eigenstidndiges Individuum gewertet.

A-2.2 Molekulare Marker

Es wurden drei molekulare Marker zur Abgrenzung der Arten und Populationsanalyse
benutzt: die ITS-Region, mit den Primern wie in Kapitel 2.3.3 beschrieben, ein IGS
(intergenic spacer)-Fragment und ein Teil des RPB1-Gens. Das ca. 450 bp lange IGS-
Fragment wurde aufgrund der hohen Variabilitit dieser rDNA-Region und dem bereits
erfolgreichen Einsatz in infraspezifischen Untersuchungen ausgewéhlt (PRINTZEN & EKMAN
2002, PRINTZEN et al. 2003). Die Sequenzen und Anlagerungsstellen der benutzten Primer zur
Amplifizierung und Sequenzierung der IGS sind in Abbildung 3.3 dargestellt. Ausgehend

von bereits gewonnenen IGS-Sequenzen wurde zur Verbesserung der PCR-und
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Sequenzierergebnisse ein neues Primerpaar fiir die Usnea-Gruppe entwickelt: IGSf in 5°-3°-

Richtung und IGSr in 3’-5’-Richtung. Alle Primer wurden auch als Sequenzierprimer

benutzt.
IGSf IGSr
> <+
IGS-12b SSU-72R
—><+
] | >
28S (LSU) IGS 18S (SSU)
|
300 bp
Primer Primersequenz Anlagerungstemp. Referenz
IGS-12b* 5-AGTCTGTGGATTAGTGGCCG-3’ 52°C PRINTZEN & EKMAN 2002
SSU-72R**  5-TTGCTTAAACTTAGACATG-3' 52°C WHITE et al. 1990
IGSf* 5-TAGTGGCCGWTRGCTATCATT-3’ 51°C neu entwickelt
IGSr* 5-TGCATGGCTTAATCTTTGAG-3’ 51°C neu entwickelt

*

setzt am 3’-Ende innerhalb der IGS an
setzt am 5’-Ende der 18S an

*%

Abb. 3.3: Nukleire ribosomale DNA und benutzte IGS-Primer.

- : i i -F i I:H
RPf RPr1
—— 1000 bp —
gRPB1-A for fRPB1-C rev

Primer Primersequenz Anlagerungstemp.  Referenz
gRPB1-Afor* 5-GADTGTCCDGGDCATTTTGG-3 54°C STILLER & HALL 1997
fRPB1-C rev** 5-CNGCDATNTCRTTRTCCATRTA-3’ 54°C MATHENY et al. 2002
RPf* 5-GTMTGTGGTAKCGARTAG-3’ 57°C neu entwickelt
RPr1** 5-AATTGCAGCAATTGCTCG-3 57°C neu entwickelt

*

setzt am 3’-Ende innerhalb der IGS an
setzt am 5’-Ende der 18S an

*%

Abb. 3.4: Schematische Darstellung des proteincodierenden Gens RPB1 und benutzte Primer.

Ein ca. 750 bp langes RPB1-Fragment wurde als drittes Gen zur besseren Unterscheidung der

Neuropogon-Arten sequenziert. Es handelt sich hierbei um einen von der rDNA
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unabhéngigen, proteincodierenden Marker. In Abbildung 3.4 werden die benutzten Primer
mit ihren Sequenzen und Anlagerungstemperaturen aufgelistet und ihre Positionen am Gen
dargestellt. fRPB1-C rev ist ein pilzspezifischer Primer, der fiir die Basidiomyceten-Ordnung
Agaricales entwickelt wurde (MATHENY et al. 2002), wobei gRPBI1-A for ein allgemeinerer
Primer auch fiir andere Organismengruppen ist. Die Primer RPf und RPr1 (Abb. 3.4) wurden
speziell fiir Usnea-Arten entwickelt.

Alle weiteren Labormethoden entsprechen den Ausfiihrungen in Kapitel 2 Abschnitt 2.3.4.

A-2.3 Phylogenetische Analyse
A-2.3.1 Bearbeitung der Sequenzen und Alignments

Die neu gewonnen Sequenzen wurden wie in Abschnitt 2.3.5.1 in Kapitel 2 beschrieben
editiert (SeqMan 4.03), doppelt kontrolliert und mit der BLASTsearch Funktion (ALTSCHUL
et al. 1997) in Genbank tiberpriift. Wie in Kapitel 2 wurde auch in diesem Teil der Studie das
Alignmentprogramm SAM (KARPLUS et al. 1998) zur Erstellung der einzelnen Alignments

benutzt. Wenn nicht explizit erwdhnt, wurden vorhandene Introns entfernt.

A-2.3.2 Wahl der AuBBengruppe

Fiir jedes Gen und auch fiir den kombinierten Datensatz wurde ein ungewurzelter NJ-Baum
berechnet und in Form eines radialen Phylogrammes dargestellt. Die am stdrksten
abweichende Gruppe von Individuen wurde dann als AuBengruppe festgelegt (U. acanthella

oder U. durietzii).

A-2.3.3 Phylogenetische Methoden

Alle Datensdtze wurden mit NJ, MP und Bayes’schen Methoden analysiert, um die
Ergebnisse miteinander vergleichen und sicherere Aussagen iiber Aste und Aufzweigungen in
den Baumen machen zu konnen. Alle Einzelgen-Bédume wurden in MrBayes (HUELSENBECK
& RONQUIST 2001, RONQUIST & HUELSENBECK 2003) unter dem General Time Reversible
Modell (GTR+I) (RODRIGUEZ et al. 1990) berechnet. 3.000.000 Generationen wurden in 12
simultanen ,chains’ durchlaufen, wobei alle hundert Generationen ein Baum gespeichert und
ein ,burn-in’ von 5.000 Bdumen verworfen wurde. Die 50% Majority-rule-Konsensusbaume
wurden damit aus einer Menge von 25.001 Bédumen gebildet und in Treeview (PAGE 1996)

als Phylogramme dargestellt. NJ- und MP-Berechnungen erfolgten wie in Kapitel 2.3.5.3
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beschrieben in PAUP* 4.0b10 (SWOFFORD 2001). Die NJ-Bootstrap-Berechnung wurde mit
1.000 Wiederholungen (replicates) angesetzt. Die nicht-parametrischen MP-Bootstrap-Werte
beruhen auf 100.000 Wiederholungen mit dem fast-step Suchkriterium. Die Ergebnisse

beider Bootstrap-Berechnungen wurden auf den Bayes’schen Baum aufgetragen.

Aus dem kombinierten Datensatz aller drei Gene wurde ein B/MCMC Baum unter dem
Covarion-Modell in MrBayes berechnet. Diese Rechnung wurde mit 12 ,chains’ und
4.000.000 Generationen durchgefiihrt, wobei ein ,burn-in’ von 4.000 Biumen verworfen und
somit ein 50% Majority-rule-Konsensusbaum aus 36.001 Bdumen erstellt wurde. Die
Ergebnisse einer NJ-Analyse unter dem GTR+I-Modell mit einer Bootstrap-Berechnung von
2.000 Wiederholungen und einer MP-Bootstrap-Berechnung beruhend auf 500.000
Wiederholungen mit dem fast-step Suchkriterium (PAUP* 4.0b10) wurden in einer Abbildung
mit dem B/MCMC Phylogramm zusammengefasst.

A-2.4 Kongruenz- und Rekombinationstest

Ziel dieser Studie war es, moglichst viele Individuen der einzelnen Neuropogon-Arten aus
moglichst vielen Populationen zu untersuchen, um Arten eindeutig voneinander abtrennen zu
konnen. Hierzu wurden drei verschiedene Gene miteinander kombiniert und analysiert. Nicht
vollstindige Trennungen von Abstammungslinien (,incomplete lineage sorting’),
Rekombination und Sequenzierfehler bzw. Verwechslungen im Labor sind mogliche
Faktoren fiir widerspriichliche Informationen in Phylogrammen (BONIN et al. 2004). Vor
einer Kombination von Datensitzen miissen widerspriichliche Sequenzen aus dem
Sequenzpool entfernt werden, da sie ansonsten irrefithrende Ergebnisse liefern konnen. Dies
ist vor allem im Hinblick auf die Netzwerkmethoden in Kapitel 3-B erforderlich. Fiir das
Verstdndnis und die Deutung von Baumtopologien und Netzwerken ist es wichtig,
Rekombination von DNA-Fragmenten zu erkennen. Rekombination zwischen Allelen sollte
fiir jeden Datensatz in Erwédgung gezogen werden, auch fiir mitochondriale DNA (IBRAHIM et
al. 2002). Das Problem, welches mit rekombinatorischen Neuordnungen in Allelen
einhergeht, sind uneindeutige phylogenetische Signale in molekularen Analysen. Diese
entstehen durch das Zusammenfiigen von Fragmenten mit unterschiedlicher Herkunft und
evolutiondrer Geschichte. Damit wird es sehr schwierig die grundlegenden evolutiondren
Beziehungen zwischen Haplotypen (= Allele eines Gens mit eindeutiger Nukleotidabfolge)
und ihren zugehorigen Populationen zu erkennen (IBRAHIM et al. 2002). In Netzwerken

konnen sich Rekombinationsereignisse dhnlich wie Homoplasien in Form von unaufgeldsten
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‘loops’ oder Schleifen verschiedener moglicher Verbindungen zwischen Haplotypen
darstellen, in Phylogrammen durch Zwischenstellungen von einzelnen Individuen und

geringen Unterstlitzungswerten.

Um die Kompatibilitidt der drei Datensdtze zu iiberpriifen, wurde ein Bayes’scher Ansatz
gewidhlt (BUCKLEY et al. 2002). Fiir alle drei Gene wurden die Ergebnisse der Bayes’schen
Analyse benutzt um je einen 95%-Konsensusbaum zu berechnen (alle Aste mit PPs iiber
0.95) und deren Topologien anschlieend auf inkongruente Aussagen hin verglichen. Wenn
keine Konflikte auftreten ist anzunehmen, dass die Datensitze kongruent sind und
miteinander kombiniert werden konnen. Bei auftretenden Konflikten miissen Datensétze als
inkongruent bezeichnet werden. Eine unverdnderte kombinierte Analyse konnte dann
moglicherweise falsche Ergebnisse liefern (BULL et al. 1993). Daher wurden einzelne
Individuen, fiir die eine Inkongruenz zutraf, in den Einzelgen-Bédumen markiert und aus dem
kombinierten Datensatz entfernt.

Weiterhin wurde der Datensatz auf mogliche Rekombinationsereignisse mit dem Programm
GENECONYV (SAWYER 1999) iiberpriift, wie von POSADA (2002) empfohlen. GENECONV
iiberpriift mittels Permutationen die Nullhypothese zufélliger Verteilung variabler Positionen
im Alignment. Das Programm sucht in dem zugrundegelegten Alignment nach den
wahrscheinlichsten Sequenzfragmenten fiir Rekombinationsereignisse zwischen vorhandenen
Sequenzpaaren. Bei signifikanten P-Werten, werden mogliche Fragmente aufgelistet und
durch korrigierte P-Werte geordnet (BLAST-dhnlich). Bei Standardeinstellung des
Programms werden 10.000 Permutationen durchlaufen und neben der paarweisen
Aufschliisselung von P-Werten unter Angabe der betroffenen Sequenzen und Genfragmente
globale, korrigierte P-Werte ermittelt. Ein signifikanter globaler P-Wert dient als erster
Hinweis fiir Rekombinationsereignisse (SAWYER 1999, POSADA 2002), worauthin néher auf
die einzelnen P-Werte der Sequenzpaare eingegangen werden kann, um die betroffenen
Fragmente ausfindig zu machen. Bei den Berechnungen fiir diese Studie wurden, wie bei

PosADA (2002), die Standardeinstellungen benutzt.

A-2.5 Phylogenetische Artabgrenzung nach WIENS & PENKROT (2002)

Die WP-Methode unterteilt sich formal in drei Ansétze: 1. ein auf molekularen Daten
beruhender Phylogramm gestiitzter Teil, 2. ein auf morphologischen Daten beruhender
Phylogramm gestiitzter Teil und 3. ein auf morphologischen Daten beruhender

merkmalsgestiitzter Teil. In dieser Arbeit wird der erste Teil der WP-Methode, die



A Phylogenie gestiitzte Artabgrenzung 76

molekulare Phylogramm gestiitzte Artabgrenzung (angelehnt an BAUM & DONOGHUE 1995)
benutzt. Eine gesonderte phylogenetische Analyse morphologischer Daten wie in der WP-
Methode ist im Falle der Neuropogon-Gruppen nicht sinnvoll, da ein grofes Mall an
gruppeninterner Variabilitdt und vor allem Homoplasien zwischen den grofen Gruppen
bestehen. Morphologische Daten werden in die NCA in Kapitel 3-B eingebunden.

Grundlage der WP-Methode sind nicht-rekombinierende Sequenzdaten, die eine Gruppe
mehrerer nah verwandter Arten darstellen. Dabei ist es ndtig, moglichst alle nah verwandten
Arten einzubeziehen und mehrere Standorte mit jeweils mehreren Individuen zu betrachten.
Eine Grundannahme der WP-Methode ist bestehender Genfluss zwischen Individuen eines
Standortes, was dazu fiihrt, dass Haplotypen, die nicht standortspezifisch sind, ein
potenzielles Anzeichen fiir Genfluss sind. Der erste Schritt der Methode ist die Feststellung,
ob die Hauptart, die Art auf die sich das Augenmerk richtet, im Phylogramm monophyletisch
unterstiitzt ist. Trifft dies zu, wird nach unterstiitzten, basalen Linien innerhalb dieser
monophyletischen Gruppe gesucht, die sich auch geographisch vom Rest der Gruppe
abgrenzen. Im positiven Fall deutet dies auf unterbrochenen Genfluss zwischen den Linien
und damit auf voneinander abgegrenzte Arten hin. Im negativen Fall liegt nur eine einzige
Art vor. Ist die Hauptart para- oder polyphyletisch, kommen die nah verwandten Arten ins
Spiel. Bilden diese eindeutige monophyletische Gruppen und es besteht kein Hinweis auf
Genfluss zwischen den verschiedenen Linien der Hauptart, deutet das auf mehrere Arten
innerhalb der Hauptart hin. Liegt potenzieller Genfluss zwischen den einzelnen Linien der
Hauptart vor, handelt es sich um eine nicht-monophyletische Art, die man auch als
,plesiospecies” (OLMSTEAD 1995) bezeichnen kann. Sind die nah verwandten Arten auch
para- oder polyphyletisch, und Haplotypen der Hauptart und verwandter Arten vermischen
sich, bilden aber jeweils getrennte Abstammungslinien, die keinen Genfluss untereinander
zeigen, handelt es sich sowohl in der Hauptart als auch in den verwandten Arten um mehrere
Arten. Ist zwischen den einzelnen Linien Genfluss zu erkennen, sind die Hauptart und die

verwandte(n) Art(en) konspezifisch.
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A-3 Ergebnisse
A-3.1 Einzelgen-Analysen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Einzelgen-Datensétze jeweils getrennt voneinander
beschrieben. Fiir alle drei Datensdtze gilt, dass moglichst alle Neuropogon-Arten mit
moglichst vielen Individuen beriicksichtigt wurden, wobei von Arten mit offensichtlich
unklaren Artgrenzen und von nicht bestimmbaren Individuen verstirkt Sequenzen gewonnen
wurden. Von den Arten, die als phylogeographisch interessant erschienen wie U. antarctica,
U. aurantiaco-atra und U. sphacelata, wurden gezielt mehr Individuen und Populationen
untersucht (sieche Anhang 1). Grundsétzlich wurde darauf geachtet alle drei Genfragmente der
Individuen zu gewinnen, um eine Kombination der Daten zu ermdglichen, was nicht immer

erfolgreich war.

A-3.1.1 Sequenzdaten

ITS-Sequenzen

Insgesamt wurden fiir diese Studie, eingeschlossen der Neuropogon-Sequenzen aus dem
Phylogenie-Teil (Kapitel 2), 371 ITS-Sequenzen gewonnen und in einem Datensatz
miteinander vereint. Die kiirzeste Sequenz im Datensatz war eine U. trachycarpa-Sequenz
(164-3) mit 426 bp ohne Intron, die lingste Sequenz mit 1259 bp eine U. acromelana-
Sequenz (184-2) mit einem ca. 400 bp langen group-I-Intron in der nu SSU. Alle Introns
wurden nach der Erstellung des Alignments mit SAM (KARPLUS et al. 1998) entfernt. Das
Alignment hatte eine Lange von 525 bp mit 143 variablen Positionen. Von den 143 variablen
Positionen waren 37 Autapomorphien und damit ,parsimony uninformative’. Als

AuBengruppe wurde U. durietzii (290-1/-2) benutzt.

1GS-Sequenzen

Die Liange der IGS-Sequenzen unterschied sich weit weniger als die der ITS-Sequenzen, weil
kein Intron involviert war. Insgesamt konnten Sequenzen von 399 Taxa in die Analyse
einflieBen, wobei die kiirzeste Sequenz 393 bp lang war (U. cf. antarctica, 97-5) und die
langste Sequenz 492 bp (U. acromelana, 169-2). Aufgrund der wenigen verfiigbaren 1GS-
Sequenzen von Pilzen und Flechten in Genbank, waren die ersten Treffer in BLASTsearch
Flechten aus der Gattung Cavernularia (Parmeliaceae) aus einer Studie von PRINTZEN et al.

(2003). Das mit SAM erstellte Alignment war 382 bp lang und enthielt 140 variable
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Positionen, wovon 114 ’parsimony informative’ waren. Da im Fall der IGS alle U.
acanthella-Sequenzen im ungewurzelten NJ-Baum am weitesten entfernt von der Kerngruppe

waren, wurde eine dieser Sequenzen (169-1) als AuBBengruppe gewéhlt.

RPBI-Sequenzen

Die 350 gewonnenen RPBI1-Sequenzen wurden als Aminosduren umgewandelt in den
BLASTsearch gegeben. Die ndchsten Treffer waren zwei RPBI-Sequenzen von
Ascomyceten (Aspergillus und Yarrowia) und Basidiomyceten aus bereits erwdhnten Studien
(z. B. MATHENY 2005). Die Liange der RPB1-Sequenzen reichte von 546 bp (227-3) bis 823
bp (179-1) in zwei U. perpusilla-Individuen. Das erstellte Alignment war 665 bp lang und
enthielt 98 variable Positionen, davon 19 Autapomorphien. Zur AuBlengruppe wurden U.

acromelana-Individuen (169-1) verwendet.

A-3.1.2 Phylogenetische Analyse

Die Ergebnisse der drei phylogenetischen Analysemethoden waren in allen drei Datensétzen
weitestgehend iibereinstimmend und konnten daher ohne Probleme in den MrBayes-
Phylogrammen zusammengefasst werden (Abb. 3.5-3.7). Aufgrund der GroBe der
Phylogramme erstrecken sich die 50%-majority-rule-Konsensusbdume der Bayes’schen
Analysen der Einzelgen-Datensétze jeweils {iber drei Seiten. Die Unterstiitzungswerte aus
den NJ- und MP-Analysen sind als Bootstrap-Werte auf die jeweiligen Aste iibertragen
worden und werden bei der Beschreibung der Bdume in folgender Reihenfolge angegeben:
PP=xx/ NJ-BS=xx/ MP-BS=xx. Alle Individuen, die auch in der kombinierten Analyse
benutzt werden, sind fett gedruckt. Von den restlichen Individuen fehlen die jeweiligen ITS-,
IGS- und/oder RPB1-Sequenzen in ausreichender Qualitdt. Alle umrandeten Individuen sind
zwischen den Einzelgen-Datensétzen inkongruent und wurden daher aus der Gesamtanalyse
gestrichen. Die Beschriftung der einzelnen Aste soll die Unstimmigkeiten zwischen
morphologischer Zuordung der Individuen zu bestimmten Arten (Anhang 1) und der Bildung
phylogenetischer Gruppen verdeutlichen. Die fettgedruckten Artnamen bezeichnen die
phylogenetischen Gruppen, die z. T. erst durch Nachbestimmung benannt werden konnten.
Die kleiner gedruckten Artnamen in den dann folgenden Aufzdhlungen weisen jeweils auf die
morphologische Zuordnung hin. Individuenzahlen sind jeweils in Klammern angegeben. Die
Gruppen setzen sich z. T. aus Individuen unterschiedlicher Arten zusammen, was eine
Nachbestimmung der Proben und Uberpriifung der morphologischen Merkmale erforderlich

macht.
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Abb. 3.5-1: 50%-majority-rule Konsensusbaum, beruhend auf den 25.001 Bidumen einer
B/MCMC Analyse des nu ITS rDNA-Datensatzes von 371 Taxa. Posterior probabilities =
0.95 sind durch fett gedruckte Aste dargestellt. Alle Bootstrap-Werte der NJ- und MP-
Analysen = 60% sind auf die jeweiligen Aste des Bayes’schen Baums geplottet (NJ/MP).
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Abb. 3.5-2: 50%-majority-rule Konsensusbaum des nu ITS rDNA-Datensatzes (Fortsetzung).
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Abb. 3.5-3: 50%-majority-rule Konsensusbaum des nu ITS rDNA-Datensatzes (Fortsetzung).
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ITS-Phylogenie

In Abbildung 3.5 ist der 50%-majority-rule-Konsensusbaum des ITS-Datensatzes abgebildet.
Er untergliedert sich grob in neun groflere Gruppen und die AuBengruppe, hier U. durietzii,
die gut unterstiitzt ist (PP=1.00/ NJ-BS=100%/ MP-BS=100%). Die beiden anderen
Neuropogon s. lat.-Arten bilden gut unterstiitzte monophyletische Gruppen, U. acanthella
(1.00/ 99%/ 88%) und Usnea sp. nov. 2 (1.00/ 100%/ 99%). U. acanthella steht basal zu
Usnea sp. nov. 2 (PP=1.00), welche wiederum basal zu den restlichen Neuropogon-Arten
steht; dies mit einer Unterstiitzung von PP=1.00, NJ-BS=87% und MP-BS=68%. Die
neuseeldndischen Individuen bilden wie auch in der phylogenetischen Analyse in Kapitel 2
einen hoch unterstiitzten monophyletischen Ast basal zu den restlichen Neuropogon s. str.
(1.00/ 98%/ 93%). Die Artabgrenzung innerhalb dieser Gruppe ist unklar.

Zwar grenzen sich die als U. subcapillaris bezeichneten Individuen an einem gut
unterstiitzten Ast ab (1.00/ 100%/ 99%), aber U. ciliata (276-1, 287-1, 285-2) ist
paraphyletisch und weitere Individuen, die morphologisch hauptsichlich U. antarctica
zugeordnet wurden, gliedern sich basal dazu. Dem Baum nach oben folgend stehen basal zu
den eigentlichen Hauptgruppen drei Individuen, die als U. trachycarpa bestimmt wurden
(196-1, 197-5 und 196-5), als unterstiitzte Gruppe zusammen (1.00/ 98%/ 98%). Sie weichen
stark von den restlichen U. trachycarpa-Sequenzen ab.

Im ITS-Baum ist die Art U. perpusilla polyphyletisch. Sieben als U. perpusilla bestimmte
Individuen (U. perpusilla 2) gruppieren sich mit Unterstiitzung (PP=1.0) basal zu U.
patagonica, der Grofteil der Sequenzen (19) aber fillt in eine groBe dariiber liegende,
monophyletische Gruppe (PP=1.00) zusammen mit vielen soredidsen Individuen (U.
sphacelata 2/ U. perpusilla 1). In dieser Gruppe stehen die fertilen Individuen an zwei
monophyletischen aber nicht unterstiitzten Asten. Alle zumeist soredidsen Individuen fallen
in vier mehr oder weniger gut unterstiitzten Asten zusammen. Diese Gruppen setzen sich aus
nordhemisphdrischen und antarktischen U. sphacelata-Proben zusammen. Die gut
unterstiitzte, monophyletische Art U. patagonica (1.00/ 99%/ 98%) spaltet sich in zwei
Schwestergruppen, wobei der untere Ast (87%/63%) ausschlieBlich patagonische und der
obere Ast peruanische und ecuadorianische Individuen enthélt.

Im zweiten Teil der Abbildung kann man drei oder vier groBBere Gruppen erkennen, die an
einem gemeinsamen Ast hingen. Im unteren Teil befinden sich zwei soredidse, als Usnea sp.

1 zusammengefasste Gruppen von denen eine gut unterstiitzt ist (1.00/ 91%/ 84%).
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Die Gruppen enthalten einige Individuen, die morphologisch als U. sphacelata oder U.
trachycarpa bestimmt wurden. Der Ast mit den meisten U. trachycarpa-Sequenzen (17)
befindet sich oberhalb dieser Gruppen (U. trachycarpa 1, PP=1.00). Fertile und sorediose
Individuen vermischen sich und stehen aufgefichert an diesem Ast. Eine monophyletische,
sehr gut unterstiitzte Gruppe von 27 Individuen grenzt sich an einem lédngeren Ast von den
restlichen Individuen ab (1.00/ 92%/ 92%). Es handelt sich bei genauerer Untersuchung der
Proben um U. subantarctica, wobei viele der Proben Affinititen zu U. sphacelata (17) und U.
trachycarpa (8) zeigen. Innerhalb dieser Gruppe finden sich auch zwei fertile Individuen
(264-1, 165-2).

Als dritte groBe Gruppe des Hauptastes stehen zwei weitere Arten als Schwestergruppen ohne
Unterstiitzung nebeneinander: Usnea sp. nov. 1, mit gelben Apothecien und Affinititen zu U.
perpusilla, und U. sphacelata 1 mit drei basal stehenden Splittergruppen. Basal zu den meist
nordhemisphédrischen U. sphacelata-Proben (PP=1.00/ MP-BS=63) gliedern sich weitgehend
unbestimmte Usnea-Sequenzen aus Patagonien und Ecuador (Usnea sp. 2 und 3), sowie an
einem lidngeren, gut unterstiitzten Ast vier als U. trachycarpa bestimmte Individuen (U.
trachycarpa 2, 1.00/ 93%/ 94%). Die Schwestergruppe Usnea sp. nov. 1 ist eine sehr gut
unterstiitzte, monophyletische Art (1.00/ 98%/ 95%).

Die letzte groBe monophyletische und gut unterstiitzte Gruppe fasst die Arten U. acromelana,
U. aurantiaco-atra und U. antarctica im oberen Bereich des Phylogrammes zusammen (1.00/
90%/ 87%). U. acromelana ist paraphyletisch, obwohl hoch unterstiitzt im NJ-Baum
(BS=97%), und in drei unterstiitzte Gruppen gegliedert, die z. T. mit verschiedenen
Sammelregionen korrelieren. Die 96 untersuchten Individuen der Arten U. aurantiaco-atra
und U. antarctica bilden einen monophyletischen, sehr gut unterstiitzten Ast (1.00/ 98%/
94%) und sind konspezifisch, d.h. nicht in zwei Arten aufzutrennen. Innerhalb der Gruppe
gibt es mehrere kleinere, unterstiitzte Abspaltungen, die nur z. T. mit verschiedenen

Standorten iibereinstimmen.

1GS-Phylogenie

Die Abbildung 3.6 zeigt den 50%-majority-rule-Konsensusbaum des IGS-Datensatzes. Neben
der AuBlengruppe U. acanthella und den beiden weiteren Neuropogon s. lat.-Arten, Usnea sp.
nov. 2 und U. durietzii, gruppieren sich die 399 Sequenzen zu acht Gruppen. Dieser

monophyletische Cluster von Gruppierungen umfasst alle Neuropogon s.str.-Arten und ist

starker als im ITS-Baum unterstiitzt (1.00/ 98%/ 94%).
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Abb. 3.6-1: 50%-majority-rule Konsensusbaum, beruhend auf den 25.001 Bidumen einer
B/MCMC Analyse des nu IGS rDNA-Datensatzes von 399 Taxa. Posterior probabilities =
0.95 sind durch fett gedruckte Aste dargestellt. Alle Bootstrap-Werte der NJ- und MP-
Analysen = 60% sind auf die jeweiligen Aste des Bayes’schen Baums geplottet (NJ/MP).
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Alle Neuropogon s. lat.-Arten sind sehr gut unterstiitzte Gruppen: U. acanthella (PP=1.00/
NJ-BS=100%/ MP-BS=100%), Usnea. sp. nov. 2 (1.00/ 100%/ 100%), U. durietzii (1.00/
100%/ 100%), wobei sich die U. acanthella-Individuen in zwei unterstiitzte Gruppen
aufspalten, was auf verschiedene Populationen zuriickzufiihren ist. Die monophyletische neue
Art Usnea sp. nov. 2 steht basal zur monophyletischen U. durietzii. Dieses Verhiltnis ist
unterstiitzt (PP=0.99/ NJ-BS=65%). U. durietzii ist basal zu dem Neuropogon s. str.-Ast.
Innerhalb der Neuropogon s. str.-Gruppe gibt es zwei groBe Gruppen, die auch durch
Posterior Probabilities und z. T. durch Bootstrap-Werte abgesichert werden. Basal, mit
PP=1.00, NJ-BS=71% und MP-BS=69% unterstiitzt sind eine polyphyletische U.
trachycarpa-Gruppe (U. trachycarpa 1), U. subantarctica, U. patagonica (1.00/ 95%/ 92%),
die neuseeldndischen Individuen (1.00/ 100%/ 100%) und U. sphacelata 1 (1.00/ 87%/ 78%),
sowie drei U. trachycarpa-Individuen (U. trachycarpa 2) (0.96/ 79%/ 62%). Die als U.
trachycarpa 1 bezeichnete Gruppe ist wie im ITS-Datensatz nicht monophyletisch sondern
stark aufgefdchert und setzt sich z. T. aus nicht bestimmbaren und auch soredidsen
Individuen zusammen. U. subantarctica ist zwar monophyletisch, findet in diesem Baum
aber keine Unterstiitzung. Die U. patagonica-Individuen bilden eine unterstiitzte,
monophyletische Gruppe, in der die Individuen aus Ecuador an einem eigenen, unterstiitzten
Ast stehen (0.99/ 66%/ 63%). Auch die restlichen Individuen gruppieren sich nach ihren
Standorten. U. patagonica stellt die Schwestergruppe zu den neuseeldndischen Individuen
dar, die an einem langen Ast stehen (1.00/ 100%/ 100%). Das Schwestergruppenverhéltnis ist
nicht unterstiitzt. Innerhalb der Neuseeland-Gruppe findet sich eine Aufspaltung von U.
ciliata und U. subcapillaris-Individuen, die als Schwestergruppen von einem gemeinsamen,
unterstiitzten Ast ausgehen (1.00/ 88%/ 86%). U. sphacelata 1 erstreckt sich {iber den ersten
und zweiten Teil der Abbildung 3.6. Die Sequenzen aller nordhemisphérischen Proben und
auch mancher patagonischen Individuen sind identisch und stehen an einem gut unterstiitzten
Ast zusammen (1.00/ 87%/ 78%). Eine Gruppe von drei U. trachycarpa-Sequenzen (U.
trachycarpa 2) steht basal zu U. sphacelata 1 (0.96/ 79%/ 62%).

Der zweite groBe Ast (PP=1.00), besteht aus polyphyletischen Usnea sp. nov. 1 und Usnea
sp. 1-Sequenzen, die basal zu einer monophyletischen Gruppe bestehend aus U. sphacelata 2
und U. perpusilla stehen. In dieser Gruppe finden sich mehrere unterstiitzten Gruppierungen
fertiler U. perpusilla-Individuen und Gruppierungen soredioser Formen, die zum GroBteil als

U. sphacelata bestimmt wurden.
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Abbildung 3.6-3 zeigt den oberen Teil des Baumes mit einer monophyletischen und
unterstiitzten Gruppe bestehend aus U. aurantiaco-atra, U. antarctica und U. acromelana
(1.00/ 71%/ 69%). Diese Gruppe setzt sich aus einigen kleineren z. T. unterstiitzten
Splittergruppen zusammen, wobei sich auch im 1GS-Datensatz U. aurantiaco-atra und U.
antarctica nicht trennen lassen. U. acromelana grenzt sich als signifikant unterstiitzte,
monophyletische Gruppe ab (1.00/ 91%/ 92%), entspringt aber in der Mitte des U.

aurantiaco-atra/ U. antarctica-Astes mit basal dazu stehenden U. antarctica-Sequenzen.

RPBI-Phylogenie

Das Ergebnis der Bayes’schen Analyse des RPB1-Datensatzes kombiniert mit den Bootstrap-
Werten der NJ- und MP-Analyse ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Die Auflésung und
Unterstiitzung der einzelnen Aste ist geringer als bei den beiden anderen Analysen. Die
AuBengruppe U. acanthella ist monophyletisch (NJ-BS=100%/ MP-BS=100%). Die
singuldre Sequenz von U. durietzii (290-2) fallt mit den Sequenzen der neuseeldndischen
Individuen zusammen. Basal zu der Neuropogon s. str.-Gruppe steht gut unterstiitzt und
monophyletisch Usnea sp. nov. 2 (1.00/ 100%/ 100%). Die Neuropogon s. str.- sind von den
Neuropogon s. lat.-Arten getrennt. Der PP-Wert ist nicht signifikant und die NJ- und MP-BS-
Werte liegen bei je 100%. U. acromelana-Sequenzen sind basal innerhalb von Neuropogon s.
str.. Alle U. aurantiaco-atra/ U. antarctica-Individuen bilden im RPBI-Datensatz eine
monophyletische Gruppe. In einer weiteren gleichformigen Gruppe fallen sehr viele Arten
zusammen, die in den anderen beiden Datensitzen aufgeldst wurden. Hier finden sich alle
nordhemisphédrischen U. sphacelata aus den U. sphacelata 1-Gruppen der anderen Bidume,
weiterhin alle U. trachycarpa- und U. subantarctica-Proben, ein Teil der U. perpusilla-
Sequenzen (U. perpusilla 2) und Usnea sp. nov. 1. Die neuseeldndischen Individuen formen
eine gut unterstiitzte und monophyletische Gruppe (1.00/ 90%/ 61%). U. ciliata und U.
subcapillaris haben ein unterstiitztes Schwestergruppenverhéltnis (1.00/ 91%/ 94%) und sind
jeweils hoch unterstiitzt: U ciliata (0.99/ 99%/ 87%), U. subcapillaris (0.99/ 80%/ 95%).

Es gibt U. antarctica-éhnliche Individuen, die basal zu den beiden neuseelidndischen Arten
stehen. In diesem Datensatz steht das einzige U. durietzii-Individuum 290-2 basal zu den

neuseelidndischen Individuen.
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Abb. 3.7-1: 50%-majority-rule Konsensusbaum, beruhend auf den 25.001 Bidumen einer
B/MCMC Analyse eines Sequenzabschnitts des proteincodierenden Gens RPBI. Der
Datensatz umfasst 350 Taxa. Posterior probabilities = 0.95 sind durch fett gedruckte Aste
dargestellt. Alle Bootstrap-Werte der NJ- und MP-Analysen = 60% sind auf die jeweiligen
Aste des Bayes’schen Baums geplottet (NJ/MP).
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* U. ciliata (1)

Abb. 3.7-2: 50%-majority-rule Konsensusbaum des proteincodierenden Gens RPBI1
(Fortsetzung).
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Abb. 3.7-3: 50%-majority-rule Konsensusbaum des proteincodierenden Gens RPBI1

(Fortsetzung).
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Eine weitere gut umgrenzte monophyletische Gruppe wird von den U. patagonica-Sequenzen
gebildet (1.00/ 100%/ 99%). Am gleichen Ast befindet sich eine monophyletische Gruppe
soredidser Proben, die wie im ITS-Datensatz mit Usnea sp. 1 bezeichnet wird (PP=0.99). Im
oberen Teil der Abbildung 3.7-3 findet sich eine monophyletische, gemischte Gruppe (U.
sphacelata 2/U. perpusilla 1). Sie besteht aus U. perpusilla-Individuen (16) sowie
antarktischen und nordhemisphérischen U. sphacelata-Individuen (24). Eine homogene
Gruppierung innerhalb dieses Astes besteht hauptsdchlich aus soredidsen Individuen (U.
sphacelata und Usnea sp.) und ist monophyletisch (NJ-BS=68%). Dazu basal stehen
hauptsdchlich fertile Individuen (U. perpusilla, U. aff. perpusilla). Eine weitere
monophyletische und unterstiitzte Gruppe (PP=0.97) mit soredidsen (4) und sexuell

reproduzierenden Individuen (5) hebt sich von den basal stehenden Individuen ab.

A-3.1.3 Kongruenz der Datensétze

Vor der Kombination der Datensédtze wurde ihre Kongruenz iiberpriift. Nach dem Test von
BUCKLEY et al. (2002) wurden 95%-Konsensusbdume der Einzelgen-Datensétze miteinander
verglichen. Vorkommen eines Individuums in unterschiedlichen signifikant unterstiitzten
Gruppierungen fiihrte normalerweise zum Ausschluss aus dem kombinierten Datensatz, mit
Ausnahme der AuBengruppen U. acanthella und Usnea sp. nov. 2. In den Einzelgen-
Phylogrammen Abb. 3.5-3.7 wurden alle Individuen mit inkongruenter Stellung umrandet
dargestellt.

Alle weiteren Individuen, die in dem kombinierten Baum fehlen, haben entweder zu kurze
Sequenzen oder nur ein oder zwei der drei Gene konnten generiert werden. Der vollstindige

kombinierte Datensatz beinhaltet 308 Individuen.

A-3.1.4 Rekombinationstest

Der Rekombinationstest GENECONV (SAWYER 1999), der mit dem bereits kombinierten
Datensatz von 308 Individuen durchgefiihrt wurde, lieferte keine signifikanten globalen P-
Werte und fand im Alignment keine signifikanten internen oder externen Fragmente, welche
auf Rekombinationsereignisse hinweisen wiirden (SAWYER 1999). In Tabelle 3.3 ist das

Ergebnis dieses Tests zusammengefasst.
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Tab. 3.3: Ergebnis des Rekombinationstests mit der Nullhypothese: ,Keine Rekombinationsevents im
Datensatz® bzw. ,zuféllige Verteilung der variablen Positionen im Alignment".

Alignment-interne Alignment-externe
Fragmente Fragmente
maximale BLAST-ahnliche Treffer 10.493 4.209
globaler P-Wert 0,237"° 0,192"°

Die globalen P-Werte basieren auf 10.000 Permutationen (NS= nicht signifikant).

A-3.2 Phylogenie aufgrund des kombinierten Datensatzes
A-3.2.1 Sequenzdaten

Eine Auflistung der 308 fiir die kombinierte Analyse verwendeten Individuen mit
Standortangaben geordnet nach Populationen, geographischen Koordinaten und Sammlern
findet sich in Anhang 2. Die Einzelgen-Alignments wurden wie in Kapitel 2.3.5.1
beschrieben erstellt und zu einem Gesamtdatensatz mit einer Linge von 1574 bp
zusammengefiigt (383 bp IGS, 526 bp ITS und 665 bp RPBI1). 336 Alignment-Positionen
waren variabel, davon 276 ,parsimony-informativ’. Das spliceosomal Intron des RPB1-Gens
wurde nicht entfernt, da es in allen Sequenzen vorlag.

Als AuBengruppe der phylogenetischen Analysen wurde ein Individuum von U. acanthella
(168-1) genutzt, da U. durietzii nicht im Datensatz vorhanden war und U. acanthella im

ungewurzelten Baum am weitesten von den restlichen Arten entfernt stand.

A-3.2.2 Phylogenetische Analyse

Wie in den Einzelgen-Analysen wird der 50%-majority-rule-Konsensusbaum der
Bayes’schen Analyse abgebildet, auf den die NJ- und MP-Bootstrap-Werte aufgetragen sind.
Es gab keine signifikanten Inkongruenzen zwischen den Topologien der drei
Analysemethoden. In Abb. 3.8 ist eine Ubersicht iiber den Baum gegeben. Man kann deutlich
erkennen, dass sich das Phylogramm in drei groBe Gruppen und vier basal dazu stehende,
kleinere Gruppen aufteilt. Bei den basalen Gruppen handelt es sich um die AuB3engruppe U.
acanthella, Usnea sp. nov. 2 aus Peru, die neuseeldndischen Individuen und U. patagonica.
Die drei Grof3gruppen, werden hier nach den fertilen Arten als U. trachycarpa-, U.
perpusilla- und U. aurantiaco-atra-Gruppe bezeichnet. Bis auf die U. aurantiaco-atra-
Gruppe sind diese nicht signifikant unterstiitzt. In Abbildung 3.9-1-4 werden die drei
Gruppen und die AuBlengruppen ausfiihrlich dargestellt.
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U. aurantiaco-atra-Gruppe (101):
U. aurantiaco-atral
U. antarctica (88)
U. acromelana (13)

U. perpusilla-Gruppe (83):
U. perpusilla (26)
U. sphacelata 2 (35)
Usnea sp. (14)
Usnea sp. nov. 1 (8)

U. trachycarpa-Gruppe (86):
U. sphacelata 1 (42)
U. subantarctica (20)
U. trachycarpa (24)

U. patagonica (12)
} Usnea aus NZ (7)
} Usnea sp. nov. 2 (7)

} U. acanthella (12)

Abb. 3.8: Ubersicht iiber den 50%-majority-rule Konsensusbaum, beruhend auf den 36.001
Bédumen einer BPMCMC Analyse des kombinierten Datensatzes aus IGS, ITS und RPB1. Der
Datensatz umfasst 308 Taxa. Posterior probabilities = 0.95 sind durch fett gedruckte Aste
dargestellt.
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Bei den vier basal stehenden Gruppen im ersten Teil der Abb. 3.9 handelt es sich jeweils um
sehr gut unterstiitzte (PP=1.00/ NJ-BS=100%/ MP-BS=100%), monophyletische Arten, bzw.
einen Artkomplex im Falle der neuseeldndischen Individuen. Die AuBBengruppe U. acanthella
untergliedert sich intern in zwei unterstiitzte Aste mit ecuadorianischen Individuen (169-1 bis
171-5), einen gut unterstiitzten Ast mit Individuen aus der Region Ancash (Peru) (289-1/-2)
und basal in zwei peruanische Individuen (268-1, 269-1) aus der Region Cusco und ein
weiteres Individuum aus Ecuador (168-1). Alle Individuen haben helle Isidiomorphe und
unpigmentierte, schwach ausgebildete Sorale.

Die Individuen von Usnea sp. nov. 2, sind alle in den hohen Anden in Ancash (Peru)
gesammelt und homogen. Die Proben haben keine Sorale aber pigmentierte isidiomorphe

Auswiichse.

AuRengruppen

100/100

100/100 %53 U. patagonica (helle Sorale)

100/100

100/100 . .
%%, 28315, U. subcapillaris

29199 99/10 282-1 ?
100/100 2 2 .
~Las1  U. ciliata (Apothecien)
2852 AiSt ?

SO 585
881 5883
1001100 %288:2 Usnea sp. nov. 2

(Isidiomorphe?)

1% U. acanthella
i (helle Isidiomorphe,
unpigmentierte Sorale)

Abb. 3.9-1: 50%-majority-rule Konsensusbaum, beruhend auf den 36.001 Bidumen einer
B/MCMC Analyse des kombinierten Datensatzes aus IGS, ITS und RPBI1. Der Datensatz
umfasst 308 Taxa. Posterior probabilities = 0.95 sind durch fett gedruckte Aste verdeutlicht.
Alle Bootstrap-Werte der NJ- und MP-Analysen = 70% sind auf die jeweiligen Aste des
Bayes’schen Baums geplottet (NJ/MP). Abkiirzungen: Apothecien = A!, Sorale = S!, A1*/
SP*= trifft fiir den ganzen Ast zu.
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Abb. 3.9-2: 50%-majority-rule Konsensusbaum, beruhend auf den 36.001 Bidumen einer

B/MCMC Analyse des kombinierten Datensatzes aus IGS, ITS und RPB1 (Fortsetzung).
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Abb. 3.9-3: 50%-majority-rule Konsensusbaum, beruhend auf den 36.001 Bidumen einer
B/MCMC Analyse des kombinierten Datensatzes aus IGS, ITS und RPB1 (Fortsetzung).
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Abb. 3.9-4: 50%-majority-rule Konsensusbaum, beruhend auf den 36.001 Bidumen einer
B/MCMC Analyse des kombinierten Datensatzes aus IGS, ITS und RPB1 (Fortsetzung).
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Neuropogon s. str. ist eine hoch unterstiitzte monophyletische Gruppe (1.00/ 100%/ 100%).
In der Neuropogon s. str.-Gruppe stehen basal zu den drei Grof3gruppen der neuseeldndische
Artkomplex und U. patagonica. Die neuseelédndischen Individuen gruppieren sich zu drei z.
T. unterstiitzten Gruppen zusammen. Die Artgrenzen sind hier unklar. U. subcapillaris ist
hoch unterstiitzt (1.00/ 100%/ 100%), aber basal zu diesem Ast steht ein einzelnes
Individuum (282-1), welches nicht bestimmt werden konnte. U. ciliata ist die hoch
unterstiitzte (1.00/ 99%/ 100%) Schwestergruppe zu U. subcapillaris (1.00/ 99%/ 99%).
Basal zu diesem Schwestergruppenverhiltnis kommen weitere Individuen sowohl mit
Soralen (281-3) als auch Apothecien und Soralen (285-2) vor.

Die hell-soredidse U. patagonica gliedert sich intern in zwei Schwestergruppen. Zum einen
gruppieren sich Individuen zweier Standorte aus Santa Cruz, Patagonien (191-n, 195-1)
zusammen (0.99/ 79%/ -), zum anderen ecuadorianische (62-67) (PP=1.00) und peruanische

(266-n, 290-11) Proben. Die basale Stellung zu den GroBBgruppen ist unterstiitzt (PP=1.00).

Im zweiten Teil der Abbildung (Abb. 3.9-2) ist die U. trachycarpa-Gruppe abgebildet. Diese
Gruppe ist monophyletisch, aber nicht unterstiitzt. In dieser Gruppe stehen U. trachycarpa 1
und 3, U. subantarctica und U. sphacelata 1 ohne geklarte verwandtschaftliche Beziehungen
nebeneinander. Die einzelnen Arten sind z. T. unterstiitzt. U. trachycarpa ist eine
polyphyletische Gruppe mit einem Grofiteil der Individuen unaufgelost und basal zu U.
subantarctica und einer kleinen Gruppe von sechs Individuen basal zu U. sphacelata 1. Nicht
alle Individuen der U. trachycarpa 1-Gruppe haben briunliche Apothecien, sondern sie
vermischen sich mit sorediosen Formen (S!). Alle antarktischen Individuen sind stets
soredids. Bis auf drei sorediose Proben (190-1, 226-4, 237-1) sind alle patagonischen
Individuen stets fertil und das ecuadorianische Individuum (57) ist sorediés. Bei U.
subantarctica bilden sorediose Individuen mit zwei Proben, die zusétzlich auch gelborange
Apothecien haben (A!S!), eine gut unterstiitze, monophyletische Gruppe (1.00/ 97%/ 98%).
Die fertilen Proben stammen von einer antarktischen Insel (Lagoon Isl.) (165-2), und aus
Feuerland (264-1). Die restlichen Proben sind aus Patagonien, Feuerland oder aus der
Antarktis. Vier Individuen aus Feuerland und Patagonien schlieBen sich zu einer kleinen
unterstiitzten Gruppe zusammen (1.00/ 80%/ 86%). Die Probe 164-1 nimmt eine

Zwischenstellung zwischen U. trachycarpa 1 und U. subantarctica ein.

Die Gruppe U. trachycarpa 3 setzt sich aus Individuen mit braunen bis gelben Apothecien

zusammen und ist bis auf ein Individuum (196-2) gut unterstiitzt (1.00/ 80%/ 80%). 196-2
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steht basal zur U. sphacelata 1-Gruppe, ist nicht fertil und tragt keine amphigenen Diasporen
(Sorale). Alle Proben stammen aus Feuerland und Patagonien.

Gut unterstiitzt als monophyletische Gruppe (1.00/ 96%/ 97%) ist die rein soredidse U.
sphacelata 1-Gruppe. Es gibt innerhalb dieses Astes einige Untergruppen, die z. T. mit der
geographischen Herkunft der Proben korrelieren. Die grofite, sehr homogene Gruppe an dem
nicht unterstiitzten Ast, setzt sich aus arktischen und ecuadorianischen Proben zusammen.
Davon grenzen sich drei gronldandische Proben ab (243-1, -2, -3) (PP=0.98). Basal zu dieser
groBBen Gruppe stehen alle patagonischen Proben, vier davon an einem gut unterstiitzten Ast

(1.00/ 93%/ 95%).

Die U. perpusilla-Gruppe mit vier Untergruppen ist im nachsten Teil des Baumes (Abb. 3.9-
3) abgebildet. Basal zu einem groflen Ast, in dem soredidse Individuen von U. sphacelata 2
und fertile Individuen von U. perpusilla zusammenstehen, finden sich zwei kleinere, jeweils
monophyletische und unterstiitzte Gruppen. Es handelt sich zum einen um Usnea sp. nov. 1
aus Patagonien, mit zumeist fertilen Individuen mit blassgelben Apothecien (1.00/ 98%/
95%) und zum andern um eine unbestimmte Gruppe soredidser Individuen (0.98/ 78%/ -).
Alle Individuen der Usnea sp. nov. 1-Gruppe wurden an einem Standort in Patagonien
gesammelt. Die nah verwandte, ausnahmslos soredidse Gruppe, Usnea sp. 1, setzt sich aus
patagonischen und ecuadorianischen Individuen zusammen, die sich aber nicht vollstindig in
den beiden Aste des unterstiitzten Schwestergruppenverhiltnisses separieren. Im unteren Ast
(1.00/ 95%/ 96%) kommen drei ecuadorianische (41-47) und eine patagonische Probe vor
und im oberen Ast (PP=1.00) hauptséchlich Proben aus Patagonien und nur eine Probe aus
Ecuador (66).

Die fertilen U. perpusilla-Individuen stehen basal zu soredidsen U. sphacelata 2-Individuen
und spalten sich in drei unterstiitzte Gruppen und zwei weitere Individuen auf. Die erste
Gruppe (1.00/ 95%/ 88%) besteht aus sieben fertilen Proben mit z. T. gelblich-schwarzen
Apothecien, von denen zwei basal zu den restlichen stehen (1.00/ 97%/ 95%). Alle wurden in
Patagonien am gleichen Standort gesammelt. Die zweite Gruppe (1.00/ 91%/ 82%) besteht
aus sieben fertilen Proben mit rein schwarzen Apothecien und zwei Proben ohne erkennbare
Reproduktionsorgane (180-1, 263-1). Alle Proben sind aus Feuerland. Sie sind untergliedert
in mehrere unterstiitzte Aste. Diese Gruppe bildet die Schwestergruppe (PP=1.00) zur dritten
U. perpusilla-Gruppe und U. sphacelata 2. Basal zu dieser Schwestergruppe steht ein fertiles
Individuum mit gelblichen bis schwarzen Apothecien (222-10). Die dritte U. perpusilla-

Gruppe ist unterstiitzt (PP=1.00) und besteht aus fertilen Individuen mit meist schwarzen aber
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z. T. auch gelblichen Apothecien und einem Individuum mit zusétzlichen Soralen (218-1).
Aus dieser U. perpusilla-Gruppe fillt ein weiteres Individuum sowohl mit Apothecien als
auch Soralen heraus und héngt basal an (192-21). Alle Proben wurden in Patagonien
gesammelt.

U. sphacelata 2 steht innerhalb der fertilen U. perpusilla und ist eine méBig unterstiitzte
Gruppe (PP=0.99). Innerhalb der Gruppe gibt es mehrere gut unterstiitzte Aste. Alle
nordhemisphdrischen Individuen aus den USA und eine Gruppe kontinental-antarktischer
Proben (167-n) stehen hoch unterstiitzt zusammen (1.00/ 85%/ 86%). Die Proben aus
Washington (251-n) und Oregon (250-2,-3) grenzen sich ab (PP=0.99). Die Gruppe
kontinental-antarktischer Proben steht zusammen (PP=0.97) und basal stehen vier Individuen,
aus Patagonien (212-1), der australischen Antarktis (178-1,-2) und der antarktischen
Halbinsel (230-1). Ein unterstiitztes Schwestergruppenverhéltnis (PP=0.95) bilden zwei
weitere, jeweils unterstiitze Gruppen. Die kontinental-antarktischen Individuen (166-2, -3)
bilden eine Einheit (1.00/ 75%/ 83%) und bilden eine Schwestergruppe zu patagonischen und
antarktische Proben (0.98/ 85%/ -). Das patagonische Individuum 216-1, mit Soralen und
schwarz-gelblichen Apothecien steht in einer gut unterstiitzen Gruppe mit soredidsen Proben
(1.00/ 86%/ 87%).

Die Schwestergruppe dazu ist gut unterstiitzt (1.00/ 89%/ 89%), homogen und enthélt
Individuen aus Patagonien, der Antarktis und Ecuador. Auch hier findet sich eine Probe mit
Soralen und schwarz-gelblichen Apothecien (230-3) aus der Antarktis. Eine rein antarktische

Gruppe ist abgeleitet innerhalb des Astes (1.00/ 86%/ 87%).

Die U. aurantiaco-atra-Gruppe (Abb. 3.9-4) enthilt die Arten U. aurantiaco-atra, U.
antarctica und U. acromelana und ist die einzige gut unterstiitzte GroBgruppe dieses
Phylogramms (1.00/ 100%/ 98%). U. aurantiaco-atra/ U. antarctica und U. acromelana sind
Schwestergruppen. Die soredidse Art U. acromelana ist hoch unterstiitzt (1.00/ 100%/ 97%).
Ein gut unterstiitzter Ast umfasst alle U. acromelana-Proben aus der Region Santa Cruz,
Patagonien (188-n) und eine Probe aus Feuerland 184-2 (1.00/ 93%/ 88%). Alle anderen
Individuen, die basal dazu stehen, wurden in Feuerland gesammelt.

U. aurantiaco-atra und U. antarctica sind auch im kombinierten Datensatz nicht getrennt und
erscheinen in einer sehr gut unterstiitzten monophyletischen Gruppe (1.00/ 99%/ 96%).
Sorediose und fertile Proben bilden keine getrennten Gruppen, obwohl einige Aste nur
sorediose (S!) oder nur sexuell reproduzierende (A!) Individuen beinhalten (bei komplett

soredidsen oder fertilen Asten mit * bezeichnet). Soredidse Individuen aus der Antarktis und
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angrenzender Inseln finden sich eher im oberen Teil der Abbildung 3.9-4, fertile Individuen
aus Patagonien oder Feuerland in der unteren Hiélfte. Einige kleinere, unterstiitzte
Gruppierungen sollen hier erwédhnt werden. Eine gleichformige Gruppe von sieben
soredidsen Individuen eines Standortes in Patagonien steht in der Mitte der Abbildung (194-
n) (PP=1.00). Dariiber findet sich eine gut unterstiitzte und molekular homogene Gruppe von
Individuen aus der Antarktis und Feuerland, die zum Teil Sorale (3), Apothecien (2) oder
beide Reproduktionsorgane (2) aufweisen (1.00/ 96%/ 94%). Alle Individuen, die in der
monophyletischen Gruppe oberhalb dieser vorkommen, stammen von Aufsammlungen aus
der Antarktis oder von antarktischen Inseln. Der liberwiegende Teil ist soredids oder hat
neben Soralen auch Apothecien. Die meisten Individuen stehen an einem gemeinsamen
endstindigen, unterstiitzten Ast (PP=0.95). Innerhalb dieses Astes gibt es eine Abspaltung
von drei Individuen, die gleichzeitig soredids sind und Apothecien haben (1.00/ 76%/ -),

sowie einige rein-soredidse und unterstiitzte Aste.
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A-4 Diskussion
A-4.1 Kongruenz der Datensitze

In den Einzelgen-Analysen ging es primér darum, die Nutzbarkeit der drei verschiedenen
Gene fiir die Abgrenzung von Arten zu iiberpriifen, aber auch die infraspezifische Variabilitit
der jeweiligen Gene darzustellen. Zudem war dieser Schritt notwendig, um die einzelnen
Datensédtze auf ihre Kongruenz und Kombinierbarkeit hin zu {iberpriifen, um sie zu einem
groflen Datensatz zusammenfiigen zu konnen.

Die Ursachen fiir die Inkongruenzen der Einzelgen-Datensidtze konnen hier im Einzelnen
nicht ergriindet werden. Z. T. wird der Grund in Laborverwechselungen und moglicherweise
auch Verunreinigungen von Isolaten zu suchen sein, z. B. im Falle von Individuum U.
durietzii 290-2, dessen Stellung im RPB1-Phylogramm sehr deutlich von der in den beiden
anderen Bidumen abweicht. In diesem Fall ist es denkbar, dass die Primer sich aufgrund
abweichender Sequenzen nicht perfekt anlagern konnten und eine Verunreinigung von Isolat
oder Pipette durch artfremde DNA zu einem falschen PCR-Ergebnis und somit zu einer
falschen Sequenz gefiihrt hat. Es gibt allerdings auch ganze Sequenzgruppen, wie 185-1 bis
185-6, in denen ein Laborfehler eher unglaubwiirdig erscheint. Das genspezifische Auftreten
zum einen in der U. aurantiaco-atra-Gruppe und zum anderen in der U. trachycarpa-Gruppe
wie bei den Individuen 185-1 bis —6, ist nicht eindeutig erkldrbar und fiihrte zum Ausschluss
der Sequenzen.

Inkongruenz zwischen Genbdumen und Nicht-Monophylie von Gruppen, kann auch durch
Introgression, der Einfiihrung von Genen einer Population in den Genbestand einer anderen
(Hybridisierung von Arten), verursacht sein. Hybridtaxa sind morphologisch und genetisch
zumeist intermedidr und kommen vor allem bei sympatrischen Arten vor. Da Arten der
Neuropogon-Gruppe in vielen Regionen unmittelbar nebeneinander existieren (z. B. U.
perpusilla, U. trachycarpa, U. acromelana, U. antarctica in Feuerland), ist Hybridisierung
bei Neuropogon mdglich. Zusidtzlich gibt es bei Flechten die Moglichkeit des
Zusammenwachsens von Soralen verschiedener Arten (OTT 1987a, b, OTT et al. 2000) oder
zumindest kann dies nicht ausgeschlossen werden. Beide Phidnomene sind in
phylogenetischen Analysen nur schwer nachvollziehbar oder beweisbar, konnten aber
durchaus fiir Inkongruenzen verantwortlich sein.

Pseudogene bzw. paraloge Sequenzen sind ein weiterer Grund fiir abweichende Sequenzen.
Wie schon in Kapitel 1.4 erwdhnt, wurde bisher angenommen, dass im Pilzgenom eines

Individuums hunderte Kopien identischer rDNA Genkomplexe vorliegen, die einer
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kollektiven evolutiondren Entwicklung unterliegen (BROWN et al. 1972). Dies wurde vor
kurzem durch eine Studie an verschiedenen Vertretern der Pezizomycotina in Frage gestellt
(ROONEY & WARD 2005). Schon seit einigen Jahren ist die Existenz von paralogen
Sequenzen und Pseudogenen innerhalb der nukledren rDNA vieler hoherer Pflanzen- und
auch Pilzgruppen, vor allem im Bereich der ITS, bekannt (BUCKLER et al. 1997, O’DONNELL
& CIGELNIK 1997, O’DONNELL et al. 1998, RAZAFIMANDIMBISON et al. 2004, SIMON et al.
2005). Paraloge Sequenzen sind in ihrer Nukleotidabfolge abweichende aber
funktionstiichtige Allele innerhalb eines Genoms, wobei Pseudogene funktionslose paraloge
Allele darstellen. ROONEY & WARD (2005) konnten kiirzlich zeigen, dass innerhalb vier
verschiedener Pilzgenome eine Vielzahl unterschiedlicher Kopien der 5S, einem
unabhingigen Teil der rDNA, vorliegen konnen. Im Fall der 5S kann man weniger von
paralogen Sequenzen, als von einer Multigen-Familie sprechen. In den vier verschiedenen
Arten, die sie genauer untersuchten, kamen zahlreiche identische Gentypen auch
interspezifisch vor, die in phylogenetischen Analysen gemeinsame Gruppen bildeten. Diese
Art von Evolution betrifft zwar die anderen Gene innerhalb der rDNA nicht in gleichem

Male, aber die Studie zeigt doch, dass Ergebnisse vorsichtig interpretiert werden miissen.

Es ist moglich und nétig Pseudogene in Datensdtzen zu erkennen und entsprechende
Sequenzen von der Analyse auszuschlielen, da es besonders in phylogeographischen Studien
zu erheblichen Fehlinterpretationen kommen kann. Hinweise auf Pseudogene konnen neben
einer abweichenden Sequenzlinge ein signifikant geringerer GC-Gehalt und eine Instabilitét
der Sekundirstruktur sein. Zum anderen kann in Pseudogen-Sequenzen innerhalb einer Art
eine erhohte Anzahl von Substitutionen und Deletionen in eigentlich konservativen
Genabschnitten auftreten, z. B. in der 5.8S der ITS-Region (MAYOL & ROSSELLO 2001,
RAZAFIMANDIMBISON et al 2004). Paraloge Sequenzen kdnnen vereinzelte Uberlagerungen
unterschiedlicher Nukleotide an der gleichen Position im Sequenzchromatogramm aufweisen.
Derartige Sequenzen wurden systematisch von den Analysen ausgeschlossen. Durch
Klonieren der PCR-Produkte konnen paraloge Sequenzen oder Pseudogene bestitigt werden
(MAYOL & ROSSELLO 2001, SIMON et al. 2005). Es ist nie auszuschlieBen, dass Pseudogene
nicht erkannt und im Datensatz erhalten bleiben. Aber die Nutzung mehrerer Marker und das
Testen auf Inkongruenzen zwischen Datensdtzen sind weitere effektive Wege zum Ausfiltern

von Pseudogenen.
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A-4.2 Einzelgen-Analysen: Nutzung molekularer Marker auf Populationsebene

Vergleicht man den ITS-Baum (Abb. 3.5) mit der phylogenetischen Analyse aus Kapitel 2,
die auch auf ITS-Daten beruht, wird deutlich, dass durch Hinzunahme weiterer Individuen in
allen GroBgruppen Ungenauigkeiten in der Artabgrenzung auftreten. Insgesamt ist das
Riickgrat des Baumes weitgehend nicht unterstiitzt und unaufgelost. Lediglich die Trennung
von Neuropogon s. lat. und Neuropogon s. str. ist unterstiitzt (1.00/ 87%/ 68%), sowie das
verwandtschaftliche Verhéltnis von U. acromelana und U. aurantiaco-atra/ U. antarctica
(1.00/ 90%/ 87%). Die einzelnen Gruppen der Einzelgenbdaume sollen an dieser Stelle nicht
ndher diskutiert werden und werden wenn ndtig bei der Diskussion des Gesamtdatensatzes
angefiihrt.

Der IGS-Datensatz ist dem ITS-Datensatz in seinen Aussagen sehr dhnlich. Das Riickgrat des
Baumes ist allerdings stirker unterstiitzt als im ITS-Baum. Einzelne Gruppierungen stehen
topologisch anders zueinander, aber die Zusammensetzung der unterstiitzten Gruppen stimmt
iiberein. Es wird deutlich, dass die Artabgrenzung nicht eindeutig ist und wie auch im ITS-
Datensatz viele Individuen auf morphologischer Grundlage a priori falschen Arten
zugeordnet wurden. Dies ist besonders deutlich bei U. aurantiaco-atra und U. antarctica, die
konspezifisch erscheinen, U. perpusilla, U. sphacelata und U. trachycarpa.

Die Auflésung mit dem proteinkodierenden Gen RPBI ist bedeutend schlechter als mit den
ribosomalen Genen. Auflosung im Bereich des Riickgrates des Phylogramms gibt es bis auf
die Trennung von Neuropogon s. lat und Neuropogon s. str. fast gar nicht. Die PP-Werte sind
iiber den ganzen Baum hinweg schlechter als in den anderen Analysen und vor allem die
AuBengruppen werden eindeutig unterstiitzt, z. B. U. patagonica, U. acanthella und Usnea
sp. nov. 2. Dies ist ein Hinweis darauf, dass es sich um é&ltere Arten handelt, deren
Abstammungslinien schon lange von anderen getrennt sind. Die GroBgruppen scheinen sich
hauptsédchlich aus relativ jungen Arten zusammenzusetzen, bei denen das ,Lineage Sorting’
(LS), also die Auftrennung der Allele verschiedener Gene nach der genetischen Isolation von
Abstammungslinien, noch nicht abgeschlossen ist.

Abbildung 3.10 macht deutlich, dass verschiedene Marker unterschiedliche Koaleszenz-
Stadien widerspiegeln konnen. Im besten Fall ist vollstindige Koaleszenz erreicht und es
liegen eindeutig getrennte Arten vor. Es kann aber auch passieren, dass das LS fiir den
gewihlten Marker nicht vollstdndig abgeschlossen ist und molekulare Polymorphien, die von
zuriickliegender Abstammung herriihren, auftreten. Unter Umstidnden ist dieses Ergebnis

schwer von Genfluss zu unterscheiden, weil es in beiden Fillen Uberschneidungen von
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Haplotypen und Geographie, also unaufgeldste Gruppen in Phylogrammen gibt (WIENS &
PENKROT 2002).

Ausgangsart

Mutation bringt zwei
Allele hervor

beginnende genetische Isolation

keine Koaleszenz/
gemeinsame Polymorphie

Koaleszenz in einer Art/
Allel ist in einer Art fixiert

Koaleszenz in beiden Arten

Art A Art B

Abb. 3.10: Schematische Darstellung des ,Lineage Sorting” (LS) nach genetischer Isolation
anhand eines polymorphen Allels (verdndert nach TAYLOR et al. 2000).

Bei der Untersuchung junger Arten ist unvollstindiges LS wahrscheinlich nicht unerheblich
verantwortlich fiir Polyphylien, aber junge Arten sind bei Flechten schwer feststellbar, da es
praktisch keine Fossilfunde gibt, die dies belegen konnten. Da mit den IGS- und ITS-
Markern eine differenzierte Topologie erreicht wird und im RPBI1-Datensatz, dem
konservativsten untersuchten Gen, eine erheblich geringere Struktur erkennbar ist, kann von
relativ rezenten Neuropogon-Arten ausgegangen werden. ,,Altere Arten” sind schon deutlich
voneinander getrennt, wihrend fiir die jungen, z. T. noch in der Auftrennung begriffenen
Arten, das LS noch nicht abgeschlossen ist. Die zeitlich unweit zuriickliegende Artbildung
resultiert in gemeinsamen Stamm-Haplotypen im RPB1-Gen, die von verschiedenen Arten
geteilt werden. In der kombinierten Phylogenie sollte durch die genetische Information
mehrerer Gene unvollstindiges LS daher eine weniger grofe Rolle spielen als in den

Einzelgenbdumen.

In Tabelle 3.4 sind die Unterstiitzungswerte aus den Einzelbdumen und dem kombinierten
Baum fiir verschiedene phylogenetische Gruppen aufgelistet. Betrachtet man die

Unterstlitzungswerte insgesamt, ist die ITS-Region der bestauflosendste molekulare Marker,
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mit den meisten Unterstiitzungswerten fiir vermeintliche Arten und RPB1 der am wenigsten
auflosende. Der kombinierte Datensatz hat die beste Auflosung und zeigt Unterstiitzungs-

werte fiir alle Gruppen au3er den polyphyletischen Arten U. perpusilla und U. trachycarpa.

Tab. 3.4: Zusammenfassung der Posterior Probabilities (PP) und Bootstrap (BS)-Unterstiitzungswerte
aus den Einzelgen- und der kombinierten Analyse fir relevante phylogenetische Gruppen. (PP/BS-
NJ/BS-MP)

phylogenetische PP- und BS-Unterstiitzungen in den Datenséatze
Gruppen ITS IGS RPB1 kombiniert

U. acanthella 1.00/99%/88% 1.00/100%/100%  1.00/100%/100%  1.00/100%/100%
U. durietzii 1.00/100%/100%  1.00/100%/100% n.v.
Usnea sp. nov. 2 1.00/100%/99%  1.00/100%/100%  1.00/100%/100%  1.00/100%/100%
Usnea aus NZ 1.00/98%/93% 1.00/100%/100% 1.00/90%/61% 1.00/100%/100%
U. patagonica 1.00/99%/98% 1.00/100%/100% 1.00/100%/99% 1.00/100%/100%
U. trachycarpa
U. subantarctica 1.00/92%/92% 1.00/97%/98%
U. sphacelata 1 1.00/87%/78% 1.00/96%/97 %
Usnea sp. nov. 1 1.00/98%/95% 1.00/98%/95%
Usnea sp. 1 0.99/---/--- 0.98/78%/---
U perpusilla
U. sphacelata 2 0.99/---/---
U. acromelana -=-197 Yo/--- 1.00/91%/92% 1.00/100%/97 %
U. aurantiaco-atral 1.00/98%/94 % 1.00/99%/96 %
U. antarctica
Neuropogon s. str. 1.00/87%/68% 1.00/98%/94 % 1.00/100%/100%  1.00/100%/100%
U. aurantiaco-atra/
U. antarctical 1.00/90%/87 % 1.00/71%/69% 1.00/100%/98%
U. acromelana

Auch KROKEN & TAYLOR (2001) konnten in einem kombinierten Datensatz mit sechs
verschiedenen Markern die groBtmdgliche Abgrenzung von Abstammungslinien verzeichnen.
Sie erkldren dieses FErgebnis mit unterschiedlich schnellem ,Lineage Sorting’ der
Einzelmarker (siche Abb. 3.10). Die Information aus verschiedenen Markern kann die
auftretenden Unterschiede kompensieren und die Artgrenzen nah verwandter Arten scharfen.

Auch jiingste Artbildungsprozesse konnen so aufgedeckt werden (KROKEN & TAYLOR 2001).

A-4.3 Kombinierte Phylogenie - Artabgrenzungen und phylogenetische Gruppierungen

Zur Bewertung der einzelnen Gruppierungen der kombinierten Neuropogon-Phylogenie wird
die WP-Methode nach WIENS & PENKROT (2002) genutzt. Die Tatsache, dass die Erkennung
von Genfluss zwischen Abstammungslinien eine Grundlage des Schliissels ist, stellt trotz

asexueller Formen bei Neuropogon kein grofles Problem dar. Bis auf zwei Ausnahmen sind
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in allen Gruppen, in denen Artgrenzen unklar sind, immer auch sexuell reproduzierende
Individuen beteiligt, so dass man nicht von asexuellen Gruppen sprechen kann. Die
Ausnahmefille werden diskutiert. Fast alle rein soredidsen Gruppen grenzen sich ohnehin
eindeutig als monophyletische Abstammungslinien ab. Nacheinander werden nun die
einzelnen Gruppierungen als potenzielle Hauptarten nach WIENS & PENKROT (2002)

betrachtet und bewertet.

Die Auflengruppen

Wie die Unterstiitzungswerte aus Einzelgen- und kombinierter Phylogenie (Tab. 3.4) zeigen,
handelt es sich bei den AuBBengruppen jeweils um monophyletische, gut unterstiitzte Arten.

U. acanthella ist in mehrere unterstiitzte Aste aufgegliedert (Abb. 3.9-1). Da keine fertilen
Formen dieser Art bekannt sind, kann die WP-Methode streng genommen nicht angewandt
werden. Die sich abgrenzenden Individuen aus Ancash, Peru deuten auf eine isolierte
Population hin. Allerdings wurden fiir eine eindeutige Aussage zu wenige Individuen des
Standortes untersucht. WIENS & PENKROT (2002) machen in ihrer Studie auf die
Ungenauigkeit der Methode bei zu geringem Sampling aufmerksam. Die Wahrscheinlichkeit,
bei zwei untersuchten Individuen eines Standortes Genfluss zu anderen Standorten
aufzudecken, ist signifikant geringer als bei mehreren untersuchten Individuen.

U. acanthella und Usnea sp. nov. 2 sind in den peruanischen Anden sympatrisch, aber
eindeutig durch die hellen Isidiomorphe und dunklen Papillen bei U. acanthella voneinander
zu unterscheiden (Abb. 3.1: a, b). Usnea sp. nov. 2 ist eine unbeschriebene Art mit
eindeutigen morphologischen und chemischen Merkmalen, die in Kapitel 4 beschrieben wird.
Sexuelle Morphotypen sind nicht bekannt. Die Art ist bisher nur an einem einzigen Standort
in Ancash, Peru in einem sehr abgelegenen Hochgebirgstal umgeben von Gletschern in 4800
m Hohe gesammelt worden. Es ist moglich, dass es sich um eine lokale Art handelt, die sich
aufgrund des isolierten Standortes unabhingig entwickelt hat und in ihrer Ausbreitung
beschrinkt ist. Die Uniformitit der Sequenzen konnte dafiir ein Anzeichen sein. Es ist jedoch
nicht auszuschlieBen, dass sie an anderen Standorten iibersehen, bzw. weitere Standorte nicht
besammelt wurden.

Aufgrund der geringen Anzahl von untersuchten Proben in dem neuseeldndischen
Artkomplex, kann die WP-Methode nicht zuverldssig angewandt werden. Die Monophylie
der Gruppe weist auf eine isolierte Entwicklung der neuseeldndischen Neuropogon-Flora hin.
U. ciliata und U. subcapillaris stellen zwar monophyletische, gut unterstiitzte Gruppen dar,

diese stimmen aber z. T. chemisch und morphologisch nicht mit den Beschreibungen von
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WALKER (1985) iiberein. Nach WALKER (1985) hat U. ciliata niemals Sorale und immer
Norstictin-, Salazin- und Protocetrarsdure. Die hier untersuchten Individuen, 276-1 und 287-
1, haben zwar Salazinsdure und 287-1 hat Norstictinsdure, aber auch Quaesitin- und
Strepsilinsdure kommen vor, zwei neue Substanzen im Neuropogon-Komplex. U.
subcapillaris hat nach WALKER (1985) auch keine Sorale, selten Apothecien und entweder
wie U. ciliata Norstictin-, Salazin- und Protocetrarsdure oder Squamat- und
Hypothamnolsdure oder Psoromséure. Das Individuum 286-1 in der U. subcapillaris-Gruppe
hat Sorale und Squamatsidure. Das Auftreten von Soralen widerspricht der von WALKER
(1985) vorgenommenen Abspaltung der Art U. pseudocapillaris von U. subcapillaris
hauptsédchlich aufgrund von Soralen. WALKER (1985) selbst bezeichnet U. pseudocapillaris
als mogliches soredidses Gegenstiick zu U. subcapillaris. Vielleicht liegt hier eine
Konsperzifitit der Arten vor. Squamatsdure ist allerdings nur als Inhaltsstoff von U.
subcapillaris nicht aber von U. pseudocapillaris beschrieben. Um eindeutige Aussagen

treffen zu konnen, miissen weitere Proben untersucht werden.

Bemerkenswert ist, dass Proben mit Soralen, die z. T. als U. antarctica bestimmt wurden, an
der Basis des Neuseeland-Komplexes stehen. U. antarctica-Vorkommen sind von
Neuseeland beschrieben, aber es konnte sein, dass es sich moglicherweise nicht um diese Art,
sondern um eine andere soredidse Art handelt. Das Individuum 285-2 hat Sorale und U.
ciliata-dhnliche Apothecien und ist auch chemisch nicht von U. ciliata unterschieden. Diese
Ubereinstimmungen und sympatrisches Vorkommen auf der Siidinsel Neuseelands weisen
darauf sein, dass U. ciliata auch als soredidse Form vorkommt. Weitere Hinweise liefert der
RPB1-Baum, in dem einige zusétzliche U. ciliata-Proben untersucht wurden (Abb. 3.7-3).
Innerhalb der gut unterstiitzten, fertilen U. ciliata findet sich ein soredioses Individuum (271-
1). Sollte U. ciliata, wie von WALKER (1985) vorgeschlagen, in einem engen Artkomplex mit
U. acromelana stehen, deren Typusart von Neuseeland stammt, handelt es sich hier
moglicherweise um diese sorediose Art. Daraus folgt, dass es sich bei U. acromelana in
Stidamerika um eine weitere unbeschriebene Art handelt. WALKER (1985) beschreibt U.
acromelana als sehr formenreiche Art, die durchaus auch in mehrere Arten aufgetrennt
werden konnte.

Aufgrund der wenigen untersuchten Proben insgesamt kdnnen gesichertere Aussagen iiber
den neuseeldndischen Artkomplex erst nach weiterfilhrenden Studien getroffen werden.
Molekulare, chemische und morphologische Studien an neuseelidndischen Proben sind als
Folgeprojekt in London im Rahmen des von der EU finanzierten Synthesys Programms nach

dem Abschluss dieser Arbeit geplant.
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Bei der letzten AuBengruppe handelt es sich um U. patagonica. Obwohl die Individuen der
beiden unterstiitzten Schwestergruppen rdumlich voneinander getrennt sind, ist eine
Artaufspaltung nicht sinnvoll. Es wurden nur 12 Individuen mit insgesamt fiinf Haplotypen
beriicksichtigt und groBe, zwischen den Sammelorten liegende Teile der Anden nicht
besammelt. Zudem handelt es sich hier um eine rein sorediése Art, auf die die WP-Methode
streng genommen nicht anwendbar ist. Chemisch und morphologisch sind die Individuen sehr
homogen. Neben Proben ohne Inhaltsstoffe kommen nur Neotricon, Neuropologin- und
Norperstictinsdure in Kombination vor. lhre Verteilung in den Proben folgt keinem
Standortmuster. Beide Inhaltsstoffe sind neu fiir die Gattung Usnea. U. patagonica ist eine
weit verbreitete, morphologisch und chemisch eindeutig charakterisierte Art (siche Abb. 3.1:
c) mit standortspezifischen Haplotypen, die hdchstwahrscheinlich iiber nichtbesammelte

Zwischenformen in Kontakt stehen.

Die U. trachycarpa-Gruppe

Die U. trachycarpa-Gruppe setzt sich aus mehreren Gruppierungen zusammen (Abb. 3.9-2).
Fokussiert man die polyphyletische Art U. trachycarpa als Hauptart und setzt sie in
Beziehung zu den umgebenden monophyletischen Gruppen, U. subantarctia und U.
sphacelata 1, handelt es sich um eine plesiomorphe Art. In den Gruppen U. trachycarpa 1
und U. trachycarpa 3 kommen mehrere fertile Individuen von denselben Standorten in Tierra
del Fuego und Santa Cruz, Argentinien vor, so dass genetischer Austausch prinzipiell
moglich ist. Demnach ist eine Aufteilung in zwei Arten nach WIENS & PENKROT (2002) nicht
gerechtfertigt. Morphologisch sind zwischen den fertilen Individuen beider Gruppen keine
signifikanten Unterschiede festzustellen. Polyphyletische Arten sind sowohl im Tier- als auch
im Pflanzenreich nicht uniiblich (FUNK & OMLAND 2003). Sie konnen durch Artbildungs-
prozesse mit Fortbestand der Stammart oder durch Artbildung nach Hybridisierung entstehen.
HENDRIXSON et al. (2005) machen darauf aufmerksam, dass es neben einer ungenauen
taxonomischen Grundlage auch andere Griinde fiir Poly- und Paraphylie geben kann:
inaddquate phylogenetische Informationen, Hybridisierung, unvollstindige Auftrennung der
Abstammungslinien oder unerkannte paraloge Sequenzen (FUNK & OMLAND 2003).
Inadéquate phylogenetische Information liegt hier nicht vor, da der U. trachycarpa 3-Ast in
allen drei phylogenetischen Berechnungen unterstiitzt und monophyletisch ist. Es erscheint
sinnvoll die molekularen Marker einzeln und genauer zu betrachten. Der ITS- sowie RPB1-

Einzeldatensatz trennen U. trachycarpa 1 und 3 nicht auf.
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Die gesamte Information hierzu stammt aus dem IGS-Datensatz (3 Substitutionen an
verschiedenen Stellen des Datensatzes). Da die IGS das variabelste Gen ist, konnte dies ein
Hinweis auf unvollstidndiges ,lineage sorting’ im ITS- und RPB1-Gen sein, was auf zwei
getrennte Arten schlieen lassen wiirde. In weiteren Untersuchungen in Kapitel 3-B, unter
Einbeziehung morphologischer und chemischer Daten in die NCA, wird dieses Problem

nochmals aufgegriffen.

Das Vorkommen vieler sympatrischer Arten in Neuropogon, besonders in Siidamerika, macht
eine Artaufspaltung nach der WP-Methode z. T. schwierig, weil damit das Kriterium
,Genfluss zwischen Haplotypen vom gleichen Standort* nicht mehr anwendbar ist. Dadurch
ist auch die Moglichkeit zur Hybridisierung signifikant erhdht. Im Falle der U. subantarctica-
Gruppe tritt das Problem sympatrischer Verbreitung erneut auf. Individuen einiger Standorte
aus der Antarktis und Patagoniens iiberschneiden sich sowohl mit U. trachycarpa 1 und 3 als
auch U. sphacelata 1. Die meisten Individuen sind aus der Ndhe von EI Chalten in
Patagonien und kommen dort gemeinsam mit mindestens drei weiteren Neuropogon-Gruppen
vor (U. acromelana, U. antarctica und Usnea sp. 1). Streng genommen handelt es sich nach
der WP-Methode bei U. subantarctica trotz guter Unterstiitzungswerte dieser
monophyletischen Gruppe nicht um eine Art, da sie in der Mitte einer polyphyletischen U.
trachycarpa steht, morphologisch und chemisch nicht immer sicher von dieser abgrenzbar ist
und durch gemeinsame Standortbesiedlung Genfluss mit U. trachycarpa-Individuen nicht
ausgeschlossen werden kann. Bezieht man allerdings die Haufigkeit von sympatrischem
Vorkommen bei Usnea mit in die Uberlegungen ein und bewertet auch morphologische
Eigenheiten sowie die einheitliche Chemie und sehr gute Unterstiitzungswerte, dann konnte
man diese Gruppe auch als eigene Art abgrenzen. Weitere Untersuchungen auf
Populationsebene mit statistischer Einbeziehung der Verteilung von Merkmalen sind in
diesem Falle sinnvoll und werden im ndchsten Kapitel durchgefiihrt. Das Individuum 164-1

von Marguerite Bay, Antarktis, konnte moglicherweise ein hybrides Individuum sein.

U. sphacelata 1 wird als eigene Art abgegrenzt und ist deutlich von U. sphacelata 2 getrennt,
sodass Artgleichheit ausgeschlossen werden kann. In weiten Teilen der Nordhemisphére
kommt nur ein einziger Haplotyp dieser rein soredidsen Art vor. Alle Individuen aus
Patagonien grenzen sich von diesem Haplotypen ab, aber ecuadorianische Proben fallen in
die nordhemisphirische Gruppe. Es ist fraglich, ob genetischer Austausch zwischen den
Hemisphéren stattfindet, oder ein einzelnes, unweit zuriickliegendes Ausbreitungsereignis zu
der Besiedlung des arktischen Lebensraumes fiihrte. Letzteres wiirde zwangsldufig zur

Isolation und allopatrischer Artbildung fiihren. Nur ein Individuum, 189-3, kommt
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sympatrisch mit U. subantarctica- und U. trachycarpa-Individuen vor, hat allerdings ganz im
Gegensatz zu den Individuen der beiden Gruppen keine chemischen Inhaltsstoffe und ist
dadurch eher U. sphacelata 1 zugehorig. Da das Typusmaterial von U. sphacelata von

Melville Island, arktisches Kanada, stammt, wird der Artname fiir diese Gruppe beibehalten.

Die Stellung des Individuums 196-2 ist schwer erkldrbar. Ein Hybridorganismus zwischen U.
sphacelata 1 und U. trachycarpa ist aufgrund des Standortes ausgeschlossen. Moglicherweise
handelt es sich um einen abweichenden Haplotypen von U. trachycarpa, der in Sequenzteilen
konvergent zu U. sphacelata 1 ist. Im ITS- und RPBI1-Datensatz steht das Individuum
zusammen mit den Ttbrigen U. trachycarpa-Proben. Der 1GS-Datensatz bewirkt die

Abweichung.

Die U. perpusilla-Gruppe

In der U. perpusilla-Gruppe (Abb. 3.9-3) tritt erneut das Problem sympatrischer
Artverbreitung auf. Jede einzelne der vier Untergruppen enthélt Proben vom Standort Cerro
Catedral in Bariloche, Patagonien. Die Gruppen zeigen morphologische Unterschiede: Usnea
sp. nov. 1 ist am gleichen Standort wie die meisten U. perpusilla-Individuen gesammelt, aber
trennt sich molekular eindeutig von diesen ab. Die auffilligen hellgelben Apothecien (sieche
Abb. 3.1: g, i) und weitere morphologische Merkmale unterstiitzen die Interpretation als
eigene Art. Der ITS-Datensatz unterstiitzt eine Artabtrennung deutlich. Im 1GS-Datensatz ist
die Art zwar nicht monophyletisch, aber vermischt sich nicht mit fertilen U. perpusilla-
Individuen der anderen Gruppen. Weitere morphologische Daten werden in Kapitel 3-B

einbezogen.

Individuen von Usnea sp. 1 wurden hauptsichlich am Standort El Chalten in Santa Cruz
gesammelt. In diese monophyletische Gruppe mischen sich aber auch Proben aus Bariloche
und zusdtzlich Individuen aus Ecuador. Die Individuenzusammensetzung der Schwester-
gruppen deutet Materialaustausch innerhalb der Anden an. Haplotypen aus Ecuador sind nah
mit Haplotypen aus El Chalten verwandt. Es handelt sich ausnahmslos um sorediése Proben,
die auch im RPBI1-Datensatz eine monophyletische Gruppe bilden, was eine Abtrennung als
eigene Art unterstiitzt. Morphologisch und chemisch ist die Gruppe sehr einheitlich und es
bestehen einige unscheinbare Unterschiede zu anderen soredidsen Proben innerhalb der U.
perpusilla-Gruppe, die in Kapitel 3-B genauer beleuchtet werden sollen. Usnea sp. 1 wird als

eigene Art behandelt.
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Innerhalb von U. perpusilla gibt es drei monophyletische Gruppen mit dunklen Apothecien,
von denen sich die Individuen aus Feuerland am eindeutigsten aufgrund des Standortes
abgrenzen. Sie zeigen in keinem der Datensitze Genfluss mit den patagonischen Individuen
der anderen Gruppen. Nach der WP-Methode handelt es sich folglich um eine eigene Art. Es
gibt morphologische Unterschiede zu den restlichen U. perpusilla-Individuen, weshalb LAMB
(1948) Individuen aus Feuerland als eigene Forma beschreibt, Neuropogon rohmederi f.
ushuaiensis. WALKER (1985) wertet die morphologischen Abweichungen in ihrer Revision
als Variabilitit und synonymisiert N. rohmederi mit U. perpusilla. Die Tatsache, dass die
Gruppe aus Feuerland in der Mitte der anderen U. perpusilla-Gruppen entspringt, also sehr
nah verwandt zu sein scheint, konnte auf eine peripatrische Artbildung in Feuerland
hinweisen. Moglicherweise hat sich durch ein Besiedlungsereignis und anschlieende
rdumliche Isolation der Populationen, sowie schnelle genetische Drift in der kleinen
Population eine lokale Art entwickelt. Betrachtet man diese Art, ist es fraglich, wie die
beiden weiteren fertilen Gruppen gedeutet werden sollen, in deren Mitte sie steht. Handelt es
sich hier um eine polyphyletische Art oder kann man die beiden Gruppen voneinander
trennen? Beide Gruppen setzen sich ausschlieflich aus Proben desselben Standortes
zusammen und miissen nach WIENS & PENKROT (2002) als eine plesiomorphe Art betrachtet
werden. Es gibt kleine morphologische Unterschiede zwischen den Gruppen, die in
Verbindung mit einer Netzwerkanalyse und statistischen Verfahren im ndchsten Kapitel
ndher tiberpriift werden sollen. Bei den Individuen 192-21 und 222-10 koénnte es sich um
hybride Organismen zwischen den beiden fertilen Gruppen handeln. Nach CLERC (1998) sind
Hybriden durch intermedidre Merkmale gekennzeichnet, die chemisch morphologisch oder
anatomisch sein konnen und in dieser Kombination normalerweise nicht vorkommen, z. B.

morphologisch zur einen und chemisch zur anderen Art gehoren.

Die letzte Gruppierung in der GroBgruppe U. perpusilla ist die fast ausschlieBlich sorediose
U. sphacelata 2. Morphologische Unterschiede der Sorale und der Thallus-oberfliche
machen die Trennung von U. sphacelata 1 mdoglich. Viele Individuen aus dieser Gruppe
wurden am selben Standort wie die fertilen U. perpusilla gesammelt. Die Individuen wuchsen
zum Teil dicht nebeneinander. Es ist nicht klar, in welchem Verhiltnis die soredidsen
Individuen zu den fertilen U. perpusilla stehen, da sie morphologisch und chemisch sehr
dhnlich sind. Zwei Individuen mit Soralen und gelb-schwarzen Apothecien (230-3 und 216-1)
innerhalb der soredidsen Gruppe und zwei Proben mit zusétzlichen Soralen (218-1 und 192-
21) in der dazu basal stehenden, fertilen U. perpusilla-Gruppe, deuten eine enge

verwandtschaftliche Beziehung an, die von allen Einzelgenbdumen bestitigt wird. Trotzdem
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scheinen die Gruppen nicht in einem regen genetischen Austausch zu stehen, da sich die
Individuen nicht vermischen und gut abgegrenzte Aste bilden. Auffillig ist in diesem
Zusammenhang die grofle geographische Distanz zwischen sehr nah verwandten Haplotypen
aus der kontinentalen Antarktis (z. B. 167-n) und Nordamerika (z. B. 250-n) in U. sphacelata
2 im Vergleich zur beachtlichen genetischen Distanz zwischen Individuen beider Gruppen,
die in Patagonien am gleichen Standort wachsen. Unter diesem Gesichtspunkt sollte man von
einer eigenstdndigen soredidsen Art sprechen, die sich evtl. aus der fertilen U. perpusilla
entwickelt hat und daher z. T. noch fruchtend vorkommt. Mdéglicherweise kann somit noch
ein geringer genetischer Austausch zwischen den ansonsten getrennten Arten stattfinden. Die
soredidse Verbreitung scheint in diesem Fall die weitaus effizientere Ausbreitungsmethode
zu sein. IMSHAUG (1954) beschreibt Usnea-Individuen aus dem Westen der USA (Mt.
Rainier) als neue Art, Neuropogon lambii. WALKER (1985) synonymisiert diese Art zu einer
einzigen polytypischen, bipolaren Art Usnea sphacelata. Die molekularen Untersuchungen
unterstiitzen die Auffassung von IMSHAUG (1954), dass U. sphacelata 1 und 2 zwei Arten
sind, die in unterschiedlichen Gebieten der Nordhemisphére vorkommen.

Innerhalb der sorediosen U. sphacelata 2 trennen sich viele Individuen in ihre
Herkunftsregionen auf, was ein weitgehend isoliertes Vorkommen an einzelnen Standorten
andeutet. Dieses Muster wird aber immer wieder von einzelnen Individuen aufgebrochen, z.
B. 212-1 aus Patagonien zwischen kontinental antarktischen Proben (167-n). Proben aus
Patagonien und von der antarktischen Halbinsel haben z. T. dieselben Haplotypen. Zwischen
ihnen scheint Austausch stattzufinden. Ob dies durch gelegentliche fertile Individuen, wie

230-3 (Antarktis) und 216-1 (Patagonien) passiert, bleibt unbeantwortet.

Die U. aurantiaco-atra-Gruppe

Die dritte GroBgruppe im Baum ist klar in zwei monophyletische Schwestergruppen unterteilt
(Abb. 3.9-4). Obwohl alle drei Arten an einigen Standorten sympatrisch vorkommen, ist U.
acromelana durch Soral- und Thallusmerkmale morphologisch und auch chemisch gut von
der Schwestergruppe zu unterscheiden. Es handelt sich daher nach der WP-Methode um eine
eindeutige, gut unterstiitze Art, die sich auch in allen drei Einzelgenbdumen von U.
aurantiaco-atra/ U. antarctica abhebt. Es wurden drei Standorte in Patagonien und Feuerland
besammelt, die nicht vollstindig voneinander isoliert sind; z. T. iiberschneiden sich die
Haplotypen dieser Standorte. Wie bereits erwdhnt, wurde U. acromelana aus Neuseeland
beschrieben (STIRTON 1898) und es ist unklar, ob es sich bei neuseeldndischen und

patagonischen Individuen um die gleiche Art handelt. Erste molekulare Hinweise legen eine
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Trennung in zwei Arten nahe. Weitere Untersuchungen miissen an neuseeldndischen Proben
durchgefiihrt werden. WALKER (1985) beschreibt morphologische Abweichungen bei
stidamerikanischen Proben, wie z. B. stark pigmentierte Sorale, ein dunkel marmorierter
Thallus und abweichende Verzweigung (vgl. Abb. 3.1: f, h, j und 3.2: e), die auch hier
festgestellt werden konnten und moglicherweise eine Aufspaltung der beiden geographischen

Gruppen unterstiitzen.

U. aurantiaco-atra und U. antarctica bilden eine typische konspezifische Art nach WIENS &
PENKROT (2002). Es gibt keine deutlichen basalen Abstammungslinien, die eine Aufspaltung
der Gruppe notwendig machen wiirden und es vermischen sich sowohl soredidse mit fertilen
Individuen, als auch Individuen verschiedener Standorte untereinander. Die Proben der
monophyletischen Gruppe im oberen Teil des Baumes (Abb. 3.9-4) grenzen sich jedoch vom
Rest der Individuen durch das Fehlen reiner fertiler Individuen ab. Zudem handelt es sich um
Proben, die allesamt aus der Antarktis stammen und nicht aus Siidamerika. Fertile Proben, in
unmittelbarer Néhe einiger dieser soredidsen Proben gesammelt (z. B. 128-2 (fertil) und 139-
n (soredids) von Livingston Island), erscheinen an vollig anderer Stelle des Baumes und sind
genetisch identisch mit Individuen aus Feuerland und Patagonien. Viele der fertilen
Individuen antarktischer Inseln stehen also in engerem Kontakt zu Individuen aus
Siidamerika als zu ihren soredidsen Nachbarindividuen, wihrend soredidse antarktische
Individuen genetisch variabler sind und sich abgrenzen. Auffillig ist die Aufteilung in die
zwei angesprochenen Gruppen im RPB1-Baum. Hier findet sich eine strikte Trennung durch
unterschiedliche Allele.

Da es im kombinierten Baum nicht moglich ist die beiden Gruppen eindeutig voneinander zu
trennen, muss Hybridisierung zwischen den Linien angenommen werden. Die Individuen
137-1 und 123-1, sowie eine unterstiitzte monophyletische Gruppierung, zusammengesetzt
aus fertilen und soredidsen feuerldndischen und antarktischen Individuen, sind mogliche
Hybridorganismen, da sie zwischen den beiden Gruppen stehen. 124-4 ist das einzige
antarktische Individuum mit Soralen, welches im Baum zwischen siidamerikanischen Proben
steht. Diese Probe hat aber keine typischen, aus Papillen entwickelten Sorale und muss daher
ausgeklammert werden.

Eine Uberpriifung der molekularen Daten unter Hinzunahme morphologischer und
chemischer Daten, sowie einer angemesseneren netzwerkartigen Darstellung der
innerartlichen Verwandtschaften wird im nichsten Kapitel angestrebt.

Es bleibt am Ende dieses Kapitels zu bemerken, dass die Methode nach WIENS & PENKROT

(2002) aufgrund der vielen sympatrisch vorkommenden Arten im Neuropogon-Artkomplex
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Entscheidungen zur Abtrennung von Arten nicht immer problemlos anwendbar ist. Obwohl
eine Methode mit strikten objektiven Kriterien ausgewdhlt wurde, mussten aufgrund dieser
Tatsache einige subjektive Entscheidungen getroffen werden. Zudem ist die Feststellung von
Genfluss als Grundlage der Methode nicht einleuchtend fiir asexuell reproduzierende Arten.
Es wire sinnvoller, in Anlehnung an das Evolutionédre oder Kohisive Artkonzept, Genfluss
als nur eine der wichtigen kohésiven Krifte, neben Selektion und historischen, 6kologischen,
entwicklungsbedingten und populationsgenetischen Einfliissen zu sehen (TEMPLETON 1989,
CLERC 1998). Die Ergebnisse der Analysen zeigen keinerlei Hinweise darauf, dass soredidse
Arten grundsétzlich weniger genetisch variabel sind als offensichtlich sexuell
reproduzierende Arten. Da im Verlaufe der Arbeit die Erfahrung gemacht wurde, dass die
Studienobjekte wegen der Unzugénglichkeit der Standorte relativ ungenau untersucht sind, ist
es durchaus moglich, dass auch ,,rein soredidse* Arten hin und wieder sexuelle Fortpflanzung
betreiben, aber fertil noch nie gesammelt wurden. Ganz davon abgesehen ist der sexuelle
Reproduktionszyklus von Flechten bis heute erstaunlich wenig untersucht und verstanden. Es
ist z. B. nicht wirklich geklart ob Konidien als Spermatien fungieren und auf welchem Wege
die sexuelle Befruchtung bei Flechten hauptsichlich erfolgt. Moglicherweise werden

Apothecien z. T. auch nach Selbstbefruchtung ausgebildet.
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3-B Nutzung von DNA-Haplotyp-Netzwerken zur Artabgrenzung
und zur phylogeographischen Analyse

B-1 Einleitung
B-1.1 Netzwerkmethoden und Haplotypverteilung

Intraspezifische Phylogenien und die Beziehungen zwischen Haplotypen einer Art oder nah
verwandter Arten konnen besser in Netzwerken als in hierarchischen Bdumen visualisiert
werden (POSADA & CRANDALL 2001, CASSENS et al. 2003). In hierarchischen Bdumen wird
angenommen, dass alle untersuchten Individuen die Spitze von Abstammungslinien mit nicht
iiberlappenden Genpools darstellen, was eine falsche Grundannahme innerhalb von
Populationen ist (POSADA & CRANDALL 2001). Tatsdchlich sind die Beziehungen in
Populationen nicht hierarchisch, weil sie das Ergebnis von Reproduktion, Rekombination und
neueren Mutationen sind. Besonders wenn es sich um Organismen handelt, die sehr alt
werden konnen, wie bei Flechten iiblich, existieren zahlreiche Generationen nebeneinander,
die ein hierarchisch aufgebautes System auBer Kraft setzen. Nachkommen mit neuen
Allelauspragungen (neue Haplotypen) konnen entstehen, die hédufig neben den Vorfahren
existieren. Ein fortpflanzungsaktiver Vorfahr kann somit theoretisch mehrere mutierte
Nachkommen, also unterschiedliche Haplotypen hervorbringen und so eine echte multiple
Verzweigung produzieren (POSADA & CRANDALL 2001). Diese Tatsache fiihrt zu
Phylogenien mit geringer Auflosung und geringer statistischer Aussagekraft bei der

Anwendung traditioneller phylogenetischer Methoden.

Haplotyp-Netzwerke beriicksichtigen Prozesse auf Populations- und Artebene und konnen
die Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen Gruppen von Haplotypen, die aus multiplen
Verzweigungen, langlebigen Haplotypen, Rekombination und Hybridisierung hervorgehen,
viel besser veranschaulichen. Genetische Strukturen konnen identifiziert werden, wenn sie
mit  geographischen = Daten  assoziiert = werden.  Gleichwertige,  unaufgeloste
Verwandtschaftsverhiltnisse werden in Netzwerken nicht zu Polytomien verschmolzen,
sondern als Optionen nebeneinander aufgefiihrt und als ,loops’, Schleifen, innerhalb eines
Netzwerkes sichtbar gemacht (CASSENS et al. 2003).

Es gibt zahlreiche Moglichkeiten Netzwerke aus Datensdtzen abzuleiten, die in
Ubersichtsartikeln dargestellt (POSADA & CRANDALL 2001) und anhand empirischer Daten
iiberpriift wurden (CASSENS et al. 2003). Beide genannten Studien zeigen, dass jede
Netzwerkmethode ihre Grenzen hat. Die Split decomposition-Methode (BANDELT & DRESS

1992) ist eine Netzwerkmethode, die Datensétze aufgrund ihrer molekularen Merkmale in
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Teildatensdtze aufspaltet und diese Aufspaltungen (,splits’) dazu nutzt ein Netzwerk
abzuleiten, wobei jede Aufspaltung einen Ast definiert, der zwei Teildatensidtze miteinander
verbindet (POSADA & CRANDALL 2001). Konflikte bzw. alternative ,Splits’ werden graphisch
durch eingefiigte Schleifen oder Késten verdeutlicht, was bei homoplastischen Datensétzen
zu erheblichen graphischen Einbuflen fiihren kann. Auch berechnungstechnisch sind der
Methode Grenzen gesetzt (CASSENS et al. 2003), die unter anderem dazu gefiihrt haben, das
diese Methode hier nicht angewendet wurde.

Der statistische phylogeographische Ansatz nach TEMPLETON et al. (1992) mit seiner
technischen Umsetzung im Programm TCS 1.21 (CLEMENT et al. 2000), berechnet
statistische Parsimony-Netzwerke. Diese Netzwerke haben den Vorteil einer quantitativen
Beurteilung der Zuverldssigkeit der jeweiligen Verbindungen zwischen den Haplotypen.
Ausgehend von einer absoluten Distanzmatrix, bestehend aus den Distanzwerten der
paarweisen Vergleiche zwischen Haplotypen, wird jeweils ihre Wahrscheinlichkeit nach dem
,parsimony’-Kriterium, dem Kriterium der sparsamsten Erkldrung, berechnet, bis diese
Wahrscheinlichkeit 0.95 iiberschreitet. Aus diesen Werten wird das ,,Parsimony-Limit*
abgeleitet, was die Anzahl an zuldssigen Mutationen zwischen den Haplotypen im Netzwerk
angibt (CLEMENT et al. 2000). Angefangen mit den kleinsten Distanzen zwischen
Haplotypen, werden nach und nach alle Haplotypen miteinander verbunden, bis ein
vollstdndiges Netzwerk entsteht, bzw. bis das ,,Parsimony-Limit* erreicht wird (CASSENS et
al. 2003). Alle Verbindungen von Haplotypen mit weniger als 95% statistischer
Unterstiitzung bzw. oberhalb der zuldssigen Anzahl von Mutationen, werden im Netzwerk
nicht angezeigt. Es besteht somit die Moglichkeit, dass mehrere unabhéngige Netzwerke aus
einem Datensatz hervorgehen. CASSENS et al. (2003) zeigen in ihrer Studie, dass ein
statistisches TCS-Netzwerk nicht immer die bestmdgliche sparsamste Verbindung der
Haplotypen lieferte. Andererseits ist diese Methode Basis fiir die Nested Clade Analyse
(NCA) (CASSENS et al. 2003).

Median-joining (MJ) Netzwerke (BANDELT et al. 1999) nutzen denselben Algorithmus wie
Minimum spanning Netzwerke (EXCOFFIER & SMOUSE 1994). Sobald alle Haplotypn in
Minimum spanning Bédumen (MSTs) verbunden sind und diese anschlieBend in einem
Minimum spanning Netzwerk (MSN) zusammengefasst sind, wird das Parsimony-Kriterium
genutzt um fehlende, dazwischen liegende Haplotypen, die so genannten ,Median Vectors’
einzufiigen. Diese Vektoren représentieren entweder bestehende oder bereits ausgestorbene
Haplotypen. Der Vorteil von MJ-Netzwerken ist, dass grole Datenmengen in sehr kurzer Zeit

bearbeitet werden konnen. Allerdings miissen die Daten frei von Rekombination sein
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(PosAaDA & CRANDALL 2001). Die MJ-Methode erzeugte bei CASSENS et al. (2003) die
,sparsamste Netzwerktopologie.

Aufgrund der Ergebnisse der oben erwiihnten Studien und Ubersichtsartikel werden in dieser
Studie Median-joining und statistische Parsimony-Netzwerke erstellt und miteinander

verglichen.

B-1.2 Nested Clade Analyse (NCA)

Die Nested Clade Analyse (NCA; TEMPLETON et al. 1987, 1992, 1995) wird als eine
statistische Methode angesehen, die durch die Untersuchung des Istzustandes einer Art oder
eines Artkomplexes Riickschliisse auf die Populationsgeschichte und Artbildungsprozesse
ziehen, bzw. auch Grenzflichen zwischen nah verwandten Arten aufzeigen kann
(TEMPLETON 2001). Dazu werden Zeit und Raum in einer gemeinsamen Analyse integriert,
indem die verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen Haplotypen und Gruppen von
Haplotypen (phylogenetische Bédume) in Form von Netzwerken mit ihrer tatséchlichen
rdumlichen Verbreitung (Geographie) verkniipft werden (TEMPLETON 2002). Die NCA
erfolgt in drei aufeinander folgenden Schritten, die im Methodenteil dieses Kapitels ndher
erldutert werden. Zuerst werden die Haplotypen im Netzwerk zu ineinander geschachtelten
Gruppen (,clades’) verschiedener Ebenen zusammengefasst. Dieses hierarchische Muster
wird anschlieBend mit der geographischen Information eines jeden Haplotypen verkniipft.
Der Zusammenhang von geographischer Verbreitung und Haplotypen wird durch die
Uberpriifung der Nullhypothese ,keine Verbindung zwischen Geographie und Haplotyp-
Verteilung im Netzwerk® berechnet. Dabei werden fiir jeden relevanten Clade vier
verschiedene Distanzwerte in Kilometern bemessen und deren Signifikanz im Hinblick auf
die Nullhypothese durch Permutation ermittelt und angegeben.

D. — bemisst anhand des geographischen Zentrums eines Clades die durchschnittliche
Entfernung der Individuen und somit der Haplotypen des Clades zu dessen Zentrum. Damit
wird bemessen wie geographisch weit verbreitet die Individuen/ Haplotypen des Clades sind.
D, — bemisst anhand des geographischen Zentrums des nichst hoheren Clades in dem der
relevante Clade liegt, wie weit Individuen/ Haplotypen dieses Clades durchschnittlich vom
geographischen Zentrum der ndchst hoheren Clade-Ebene entfernt sind. Damit wird
ausgesagt, wie weit entfernt diese Individuen/ Haplotypen durchschnittlich zu allen anderen
Individuen der néchsthoheren Clade-Ebene sind.

I-T D, und I-T D, — berechnen sich durch die Substraktion der durchschnittlichen Distanzen

der duBeren Clades oder Haplotypen (,tip clades’) von den durchschnittlichen Distanzen der
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inneren Clades oder Haplotypen (,interior clades’) innerhalb eines gemeinsamen Clades.
AuBenliegende Clades sind durch nur eine Verbindung zum Netzwerk charakterisiert und
innenliegende Clades durch zwei oder mehr Verbindungen. Die Distanzwerte zeigen an, wie
weit verbreitet jiingere ,tip clades’ verglichen mit den dlteren ,interior clades’ innerhalb eines
Clades (I-T D) oder zur nichst hoheren Clade-Ebene (I-T D) sind.

Die Muster aller berechneten Distanzwerte zwischen dufleren und internen Clades sind
wichtig, um bei der biologischen Interpretation mdgliche Griinde fiir geographische

Strukturierungen der genetischen Variation zu unterscheiden (TEMPLETON et al. 1995).

Im dritten und letzten Schritt werden signifikant grofle und signifikant kleine Clade-Distanz-
Werte der einzelnen Clades, die einer Ablehnung der Nullhypothese entsprechen, anhand
eines Schliissels interpretiert, um die Prozesse, die hinter den gegebenen Mustern liegen,
abzuleiten. Clades der hoheren Ebenen gelten dabei als dlter gegeniiber niedrigeren Clade-
Levels und duflere Clades werden im Allgemeinen jlinger eingestuft als interne Clades
(TEMPLETON et al. 1995). Drei Hauptpopulationsprozesse konnen durch die Interpretation der
Muster signifikanter Clade-Distanzwerte abgeleitet werden, wobei Vorhersagen aus der
Koaleszenz-Theorie zugrunde liegen: 1) eingeschrinkter Genfluss zwischen Populationen, 2)
Gebietsausweitung und 3) allopatrische Fragmentierung. ,,Eingeschrinkter Genfluss® ist ein
wiederkehrendes Populationsereignis, das von historischen, zuriickliegenden Prozessen zu
unterscheiden ist. Liegt eingeschrinkter Genfluss vor, ist die geographische Verbreitung
eines Haplotypen stark von dessen Alter abhingig (sieche auch TEMPLETON et al. 1995).
Jingere, duere Clades weisen typischerweise signifikant kleine Clade-Distanzen auf, wobei
interne Clades in weiten Gebieten vorkommen und daher signifikant grole Clade-Distanzen
zeigen. I-T D, ist in diesem Fall signifikant grol (TEMPLETON 2004, siehe fiir weitere
Erlduterungen TEMPLETON et al. 1995).

Im Falle von Gebietserweiterungen sind dltere, interne Haplotypen typischerweise eher auf
die Ausgangsgebiete beschrinkt, wihrend jlingere, dullere Haplotypen, die im Verlauf der
Ausbreitung neu entstanden sind, weit verbreitet sind. Bei einer zusammenhingenden
Ausbreitung in benachbarte Gebiete, wiren die D.- und D,-Distanzen fiir duflere Clades
signifikant grofl und bei Fernverbreitung als Ursache fiir die Gebietserweiterung miissten
D.’s zum Teil signifikant klein sein, wahrend die D,-Werte signifikant gro3 bleiben (CANN et
al. 1987, TEMPLETON et al. 1995).

Liegt eine Fragmentierung der Populationen vor sind die geographischen Raume der Clades
strikt begrenzt. Diese Tatsache wird typischerweise durch signifikant kleine Clade-Distanzen

(D) fiir duBere und interne Clades angezeigt. Die D,-Distanzwerte allerdings konnen mit
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zunehmendem Clade-Level signifikant ansteigen, wenn die geographischen Zentren der
fragmentierten Regionen nicht eng zusammen liegen, da in den D,-Werten alle
fragmentierten Populationen wieder vereinigt werden (TEMPLETON et al. 1995). Auftretende
Mutationen in den isolierten Populationen konnen zu iiberdurchschnittlich hohen genetischen
Distanzen zwischen diesen fithren (HUDSON 1990, HEY 1991).

Kritiker der NCA (z. B. KNOWLES & MADDISON 2002) konnten in Simulationsstudien zeigen,
dass die Methode nicht in jedem Fall die richtigen demographischen und evolutiondren
Prozesse aufdeckt, die der rdumlichen Verteilung der Haplotypen zugrunde liegen. BOWIE et
al. (2004) zeigten, dass mit der Analyse sekundirer Kontakt zwischen vormals getrennten
Populationen nicht identifiziert werden konnte. Die Ergebnisse einer NCA-Analyse miissen

also kritisch interpretiert werden.

In dieser Arbeit wurde die NCA gewdhlt, um iiber den Weg testbarer Nullhypothesen mit
anschlieBender Ableitung historischer Populationsprozesse, das Kohésive Artkonzept
(TEMPLETON 1989) auf die vorliegenden Neuropogon-Artkomplexe anzuwenden und
Artgrenzen zu testen. Da das Kohidsive Artkonzept auf der Grundlage evolutiondrer
Abstammungslinien beruht, die durch genetische aber auch 0&kologische Krifte
zusammengehalten werden, bezieht es auch asexuelle Taxa ein und betrachtet z. B.
Hybridisierung als weit verbreitetes Phidnomen und moglichen Artbildungsprozess
(TEMPLETON 2001). Die verwirrenden Signale, die durch das Auftreten von Hybridisierung
oder ,Lineage Sorting’ entstehen, werden indirekt von der NCA bewertet, mit der Stirke des
Signals fiir getrennte Abstammungslinien verglichen und anhand objektiver und
quantifizierbarer, statistischer Kriterien ausgewertet. Abstammungslinien miissen daher keine
monophyletisch reinen Gruppen bilden. Haplotypen-Netzwerke stellen eine ideale
Moglichkeit dar, Variabilitit innerhalb und zwischen Arten aufzuzeigen und zeigen eine
sichtbare Schnittstelle zwischen infra- und interspezifischer Evolution auf (TEMPLETON
2001). Zusédtzlich konnen morphologische, okologische und andere Merkmale mit den
geschachtelten Netzwerken verkniipft und tiberpriift werden, was in dieser Arbeit durch die
Anwendung von Kontigenztafeltests fiir qualitative und ANOVAs (Analysis of variance) fiir
quantitative Merkmale erreicht wurde (siche auch TEMPLETON et al. 1987, TEMPLETON 1994).
Nach TEMPLETON (2001) sind erst durch die Ablehnung von zwei Nullhypothesen die
Voraussetzungen fiir kohédsive Arten gegeben. Zum einen muss in einer NCA die
Nullhypothese ,,alle untersuchten Organismen stammen von einer einzigen evolutioniren
Abstammungslinie ab“ durch die Schlussfolgerung ,,Fragmentierung von Populationen®

signifikant abgelehnt werden. Zum anderen diirfen die so identifizierten Abstammungslinien
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genetisch und/oder ©kologisch nicht austauschbar sein. Die zweite Nullhypothese der
Austauschbarkeit kann durch verschiedene Merkmalssets, wie morphologische, genetische,
physiologische oder Verhaltens-Merkmale tiberpriift werden (TEMPLETON 2001). TEMPLETON
(1998) gibt an, dass mindestens ein Merkmal die Nullhypothese von ,,genetischer oder
okologischer Austauschbarkeit™ signifikant ablehnen muss, damit eine Abstammungslinie als
kohdsive Art bezeichnet werden kann. Kann die Nullhypothese mit den untersuchten
Merkmalen nicht abgelehnt werden, muss deren Variabilitdt als intraspezifische Polymorphie
bezeichnet werden und sie konnen nicht als artdefinierende Merkmale benutzt werden.

Beim anwendungsbezogenen Kohésiven Artkonzept wird eine Fiille von Daten benétigt, um
signifikante Riickschliisse ziehen zu konnen.

Neben der Abgrenzung von Abstammungslinien werden durch die NCA Einblicke in
phylogeographische Prozesse der Arten oder Artkomplexe gewidhrt und dadurch evtl.
Hinweise auf den Artbildungsprozess selbst gegeben. Populationshistorische Prozesse wie
Gebietserweiterungen, Fernverbreitung, Fragmentierung und Sekundérkontakte kdnnen durch

die verschiedenen Merkmalssets hervorgehoben werden (TEMPLETON 2001).
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B-2 Material und Methoden

B-2.1 Untersuchte Proben und Gruppierungen

In diesem Kapitel der Arbeit wurden dieselben Daten wie in Kapitel 3-A genutzt. Sie sind in
Anhang 2 aufgelistet und in die hier untersuchten GroB3gruppen gegliedert. In der Haplotyp-
Netzwerk-Analyse dieses Kapitels wurden die AuBengruppen nicht beachtet und die U.
aurantiaco-atra-, U. trachycarpa- und U. perpusilla-Gruppe unabhingig voneinander
untersucht. Auflerdem wurden acht Individuen der Gruppen aus den Analysen
ausgeschlossen, deren Sequenzen z. T. zu kurz waren oder undefinierte Basen enthielten (,,7
oder ,,N*). Diese Individuen sind in Anhang 2 durch das fehlende Sternchen neben der
Probennummer gekennzeichnet. Netzwerkprogramme akzeptieren als Zeichen in den meisten
Fillen nur Nukleotide oder fehlende Basen (,Gaps’). Kombinierte Datensétze aus IGS-, ITS-
und RPB1-Sequenzen wurden mit dem Programm BioEdit (HALL 1999) erstellt und in dem
Programm DnaSP 4.00 (RozAs et al. 2003) in Haplotypen-Dateien umgewandelt, die dann

als Ausgangsdatensitze fiir die Netzwerkprogramme dienten.

B-2.2 Genetische Beschreibung der Populationen

Um die Differenzierung zwischen Gruppen von Individuen auf verschiedenen
geographischen Ebenen zu beleuchten, wurde die genetische Diversitit innerhalb und
zwischen den einzelnen Populationen und Regionen ermittelt. Dabei wurde davon
ausgegangen, dass Populationen, die weiter voneinander entfernt liegen, auch genetisch
starker voneinander unterschieden sind als Individuen die geographisch in nichster Néhe
liegen. Signifikante Abweichungen von dieser Regel konnen Hinweise auf unterschiedliche
Neuropogon-Arten geben. Der Grad an genetischer Diversitit innerhalb der besammelten
Populationen wurde anhand der Haplotyp- oder Gendiversitdt (Hd) und Nukleotiddiversitat
(m) (NEI 1987) bemessen. Die Haplotypdiversitit wird als die Wahrscheinlichkeit definiert,
mit der zwei zufillig ausgewihlte Haplotypen unterschiedlich sind. Je ndher der Wert an 1
riickt, desto hoher ist die genetische Diversitéit der Gruppe. Die Nukleotiddiversitit driickt die
Wahrscheinlichkeit aus, mit der zwei zufdllig ausgewidhlte homologe Nukleotide
unterschiedlich sind (NEI 1987). Beide Werte wurden sowohl fiir jede einzelne Population,
als auch fiir groBere Regionen, die mehrere Populationen umfassen berechnet, um auch die
GrofBregionen miteinander vergleichen zu kdnnen (z. B. Antarktis und Siidamerika). Alle

Berechnungen wurden im Programm DnaSP 4.00 (RozAs et al. 2003) durchgefiihrt und die
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Ergebnisse werden in den Tabellen 3.7, 3.9 und 3.11 zusammen mit den Haplotypfrequenzen

der einzelnen Populationen bzw. Regionen prisentiert.

B-2.3 Morphologische Analyse

Zur morphologischen Analyse der Proben wurden ein Binokular mit Messokular, eine
Pinzette und eine Rasierklinge benutzt. Von jeder einzelnen molekular untersuchten Probe
wurden unter dem Binokular die Merkmalszustinde der einzelnen morphologischen
Merkmale aufgenommen. In Tabelle 3.5 sind alle 19 untersuchten Merkmale und ihre
moglichen Ausprigungen aufgelistet. Die Auswahl mehr oder weniger konstanter Merkmale
innerhalb Arten erfolgte angelehnt an CLERC (1998) und OHMURA (2001). Der Methode nach
CLERC (1984) folgend, wurde die Dicke des Zentralstranges jeweils an einem mdglichst
dicken, élteren Ast gemessen. Dafiir wurde der Thallus auf einer Lénge von ca. 0,5 — lcm mit
einer Rasierklinge bis in die Mitte des Zentralstranges aufgeschnitten, so dass der
Zentralstrang an seiner weitesten Stelle gemessen werden konnte. Die Messwerte wurden als
ungefidhrer Richtwert (siche # 19 in Tab. 3.5), aber auch als genaue Prozentangabe

festgehalten, die statistisch ausgewertet werden konnte (siche Anhang 3).

Tab. 3.5: Untersuchte morphologische Merkmale und ihre Auspragungen in Neuropogon. Auflistung
der Merkmalszustande der untersuchten Proben siehe Anhang 3.

# Morphologische Merkmale Auspragung

1 Apothecien nicht vorhanden

schwarz

braun

blassgelb/ gelb

gelb-schwarz

variabel

napfférmig

flach ausgebreitet

flach gewellt

variabel

nicht vorhanden

gewolbter, artikulierter Rand, meist konkav
punktférmig, meist konvex

ineinander flieBend ausgehend von Rissbildung
variabel

nicht aufgebrochen aber angelegt
punktuell bis haufig

ineinander ubergehend

beschrankt auf Seitenaste und Spitzen
auch an Hauptasten

nicht vorhanden

pigmentiert

unpigmentiert

glatt

strukturiert

nicht vorhanden

hauptsachlich pigmentierte Papillen
hauptsachlich unpigmentierte Papillen
beides

2 Apothecienform

3 Sorale

4 Soralhaufigkeit

5 Soralposition

6 Isidiomorphe

7 Thallusoberflache

8 Papillen

WN 202 O0OIN2 02020 WN_20WN_200TAWN-_0
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nur vereinzelt

hauptsachlich grob bis gestielt
hauptsachlich fein (pigmentiert evtl. grober!)
nicht vorhanden

vorhanden

sehr haufig

gleichmaRig verteilt
verstarkt an Hauptasten
verstarkt an Seitendsten
nicht vorhanden

vorhanden

sehr haufig

nicht vorhanden

an Hauptasten

Uberall haufig

zylindrisch

verbreitert

verschmalert

wuchernd

abgesetzter Stamm bzw. zusammenlaufend
deutlich verlangerter Stamm
hell

schwarz

orange-braun

glanzend

matt

locker

dicht

kompakt

<V des J

<% des J

> Y des &

=% des O

9 Papillenform

10  Fibrillen

11 Fibrillenposition

12 Kortexgribchen

13  Annulationen/ Risse

14  Sekundarastansatz

15 Thallusbasis (Form)

16  Thallusbasis (Farbe)

17  Kortexschnittflache

18 Mark

19 Zentralstrang

WN=2O0ON_20C0OIN_20N_20N-20N_20N_20N_20N-20—~0i~

B-2.4 Chemische Analyse

Die chemische Analyse erfolgte iiber zwei verschiedene chromatographische Methoden. Jede
molekular untersuchte Probe wurde zuerst mit dem TLC (Thin-Layer Chromatography)-
Verfahren auf chemische Inhaltsstoffe hin {berpriift. In einigen Féllen konnten die
Sekundérstoffe nicht identifiziert werden und das sensitivere HPLC (High-Performance
Liquid Chromatography)-Verfahren wurde zur Identifizierung eingesetzt. Vor Beginn beider
Verfahren wurden ca. 5-10mg Flechtenmaterial mdglichst von jungen und ilteren Asten
abpréipariert und in einem Eppendorfgefidl ca. 1 Stunde in Aceton eingeweicht, um die
Flechtenstoffe zu extrahieren. Das Acetongemisch wurde dann zur Chromatographie

verwendet. Im Folgenden werden die beiden Verfahren kurz erldutert.

TLC

Das TLC-Verfahren wurde in den 70er Jahren von CULBERSON & KRISTINSSON (1970) fiir
Flechten standardisiert und weiterentwickelt (CULBERSON 1972, WHITE & JAMES 1985). Ein
ausfiihrliches Protokoll findet sich in LUMBSCH (2002). Mit Hilfe kleiner Kapillarréhrchen

(ca. 10 Fiillungen) wurde eine ausreichende Menge Acetongemisch von je 13 Proben, sowie
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vier Standardsubstanzen auf Silica beschichtete TLC-Platten aufgetragen. Als
Vergleichssubstanzen, um die R-Werte (Laufzeit-Werte) der chemischen Stoffe zu ermitteln,
wurden Norstictin-, Salazin- und Psoromsdure und ein Gemisch aus Fumarprotocetrar- und
Protocetrarsdure genutzt. Drei Hauptlosungsmittel A, B und C wurden fiir das TLC-
Verfahren entwickelt, von welchen B am besten geeignet zur Trennung der Inhaltsstoffe der
Neuropogon-Proben war (siche z. B. LUMBSCH 1998a). Die Platte wurde fiir ca. 45 min in die
Chromatographiekammer in Losungsmittel B gestellt, anschlieBend getrocknet, unter lang-
und kurzwelligem UV-Licht betrachtet und Flecken chemischer Substanzen markiert. Zur
Visualisierung der Flecken und ihrer Farben wurde die Platte mit Schwefelsdure bespriiht und

im Ofen bei 110°C fiir ca. 30 min erhitzt.

HPLC

Die HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) nutzt ein chromatographisches, im
Regelfall computergesteuertes System mit UV-Detektor in Verbindung mit einem
Photometer. Der Computer dient zudem zur Speicherung und Auswertung der
Chromatogramme. Das System ist sensitiver als die TLC und kann auch sehr geringe Mengen
chemischer Substanzen ermitteln. Zudem ist es leichter Stoffe zu identifizieren, da die
Chromatogramme sehr genaue Aussagen iiber die Laufzeit aller Substanzen machen und
diese im Computer mit den Laufzeiten bekannter Substanzen verglichen werden kdnnen.
FEIGE et al. (1993) haben das Verfahren fiir viele Flechtenstoffe standardisiert. Die
Untersuchungen fiir die vorliegende Arbeit wurden an HPLC-Systemen am Field Museum in
Chicago, USA (LC-9A Liquid Chromatograph und Software von SHIMADZU), und am
chemischen Institut der Australian National University in Canberra, Australien, von Professor
J. A. Elix durchgefiihrt. Da jedes System seine eigene Bedienung erfordert, soll darauf nicht
niher eingegangen werden. Eine detaillierte Beschreibung eines Standardprotokolls findet
sich bei LUMBSCH (2002). Als Laufmittel zur Bestimmung von Flechtenstoffen wurden zwei
Losungsmittel in unterschiedlichen Mengen verwendet: Methanol und 1%ige Phosphorséure
in destilliertem Wasser. Ca. 20ul des gut gefilterten Acetongemischs wurden in das System
injiziert und durchliefen in ca. 45 min eine Chromatographiesdule bis hin zum Photometer.
Die Daten wurden dort durch den UV-Detektor aufgenommen und in ein
Computerchromatogramm  iibertragen. Die  Scheitelpunkte der Chromatogramme
verschiedener Proben konnten dann in Laufzeit-Werte (R/) umgewandelt und anschliefend
untereinander und mit den RIs von Reinsubstanzen verglichen werden (Listen mit

Chromatographiedaten finden sich z. B. in HUNECK & YOSHIMURA 1996) (LUMBSCH 2002).
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B-2.5 Median-joining-, statistische Parsimony-Netzwerke und Nested Clade Analyse

Die Median-joining Netzwerke fiir die drei GroBgruppen wurden im Computerprogramm
NETWORK 4.1.1.1 (FLuxus TECHNOLOGY 2004) mit den Standardeinstellungen berechnet.
Voraussetzung zur Nutzung der meisten Netzwerkprogramme ist ein Datensatz, der frei von
Rekombination ist. Diese Voraussetzung wurde schon in Kapitel 3-A durch den
GENECONV-Test (SAWYER 1999) iiberpriift.

Fiir die einzelnen Grof3gruppen wurden zudem jeweils statistische Parsimony-Netzwerke mit
dem Computerprogramm TCS 1.21 (CLEMENT et al. 2000) erstellt. Haplotypen wurden
proportional zur Anzahl der Individuen als unterschiedlich gro3e Blasen dargestellt und jede
dazwischen liegende Mutation als Punkt deutlich gemacht. Zur besseren Visualisierung und
Kolorierung nach Standorten wurden die Netzwerk-Graphen im Programm yEd 2.2.1.3
(yWorks GmbH) bearbeitet.

Die Netzwerke wurden fiir die NCA mit Hilfe der Regeln in TEMPLETON et al. (1987),
TEMPLETON & SING (1993) und TEMPLETON et al. (1995) manuell in eine Serie von
hierarchischen Gruppen (,nested clades’) geschachtelt. Die Zusammenballung von
Haplotypen und Gruppen von Haplotypen erfolgte sukzessiv und paarweise, beginnend an
den dufleren Enden der Netzwerke (,tips’). Haplotypen, die nur durch eine einzige Mutation
getrennt waren, wurden so zu 1-Schritt-Clades (Gruppen von Haplotypen) gruppiert. Diese 1-
Schritt-Clades wurden anschlieBend denselben Regeln folgend in 2-Schritt-Clades
zusammengefasst usw., bis das Netzwerk als Ganzes zusammengefasst werden konnte. So
genannte ,loops’, unklare Verbindungen innerhalb der Netzwerke, die durch das
Vorhandensein mehrerer wahrscheinlicher Verbindungsmoglichkeiten zwischen Haplotypen
auftreten, wurden angelehnt an Vorhersagen der Koaleszenz-Theorie aufgelost. Anleitungen
hierzu sind in POSADA & CRANDALL (2001) und PFENNINGER & PoOSADA (2002)
zusammengefasst. Dieses geschachtelte Netzwerk wurde dann manuell in eine Textdatei
iibertragen und dabei mit den vorhandenen geographischen Daten der Aufsammlungen
verkniipft. Das Computerprogramm GEODIS 2.4 (PosADA et al. 2000) wurde zur
Berechnung der Clade-Distanzen (D, und D,) benutzt. Ein implementierter Permutationstest
nach ROFF & BENTZEN (1989) berechnete die statistischen Signifikanzwerte der Clade-
Distanzen. Jeweils 10,000 Permutationen wurden zur Gewinnung der Signifikanzwerte

durchgefiihrt.
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Abschliefend wurde der neuste Schliissel nach TEMPLETON (2004) zur Interpretation der
signifikanten Distanzwerte genutzt (neuste Online-Version vom 11. November 2005:

http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html).

B-2.6 Kontingenztafeltests und ANOVA (Analysis of variance)

Die Durchfiihrung von Kontingenzanalysen als Tests fiir qualitative Merkmale, die auf ein
Netzwerk bezogen sind, wird in TEMPLETON (1998) erwihnt. Kontigenztafeltests sind
Hypothesentests beruhend auf Haufigkeitstabellen, die Aussagen dariiber treffen, ob durch
eine bestimmte Verteilung von Haufigkeiten innerhalb von Gruppen signifikante Effekte
vorliegen oder nicht. Kontingenztafeln werden durch die Auflistung aller Werte einer
Variablen in Reihen und aller Werte der anderen Variablen in Spalten einer Tabelle erstellt.
Effekte in diesen Haufigkeitstabellen werden als Beziehungen zwischen den Variablen in den
Reihen und Spalten definiert. Die beobachteten Haufigkeiten werden mit den erwarteten
Hiufigkeiten bei Annahme einer gleichméfigen Verteilung verglichen. Signifikanz wird
basierend auf einem y*-Test getestet.

Die ANOVA (Analysis of Variance) ist ein statistisches Verfahren, das quantitative Daten
nutzt. Diese Daten, z. B. Messwerte, werden gruppenweise aufgelistet, der
Gruppendurchschnitt bestimmt, mit dem erwarteten Gruppendurchschnitt verglichen und in
einer F-Statistik berechnet. Je hoher F ist, umso stirker ist ein Effekt zwischen den Gruppen
zu verzeichnen. Ist F=1, trifft die Nullhypothese der gleichméBigen Verteilung zu. P gibt den
Signifikanzlevel an. TEMPLETON et al. (1987) bezeichnet die Verkniipfung von ANOVA und
geschachtelten Netzwerken als NANOVA (Nested analysis of variance). Der Begriff
NANOVA soll deutlich machen, dass Auskunft dariiber gegeben wird, in welchem Level des
geschachtelten Netzwerkes die phanotypisch wichtigen Merkmale lokalisiert sind.

In der vorliegenden Studie wurden die 3-, 4- und 5-Schritt-Ebenen der geschachtelten
Netzwerke der NCA fiir die Kontingenztafeltests und die 3- und 4-Schritt-Ebenen fiir die
NANOVA genutzt. Da das Netzwerkdesign fiir die NCA unabhidngig von jeglicher
Assoziation zwischen Haplotypen und Phinotypen erstellt wird, wird einer Uberpriifung
subjektiv  gruppierter Clades und der Gefahr des Versdumnisses phinotypischer
Assoziationen vorgebeugt.

Die benutzten Programme fiir ANOVA und Kontingenztafeltests stehen als online-
Programme auf der Internetseite ,,Tools for Science®: http://www.physics.csbsju.edu/stats/

zur Verfiigung.
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B-3 Ergebnisse
B-3.1 Datensiitze und genetische Diversitiit

Die Alignments der drei kombinierten Datensétze der Gruppen wurden an Anfang und Ende
der Einzelgene beschnitten, damit sie keine unklaren Alignmentpositionen mehr enthielten.
Fehlende Basen (,gaps’) verblieben an 6 Positionen des Alignments der U. perpusilla-Gruppe
und 4 Positionen der U. trachycarpa-Gruppe. Die ,gaps’ wurden bei der Erstellung der
Haplotyp-Dateien beriicksichtigt. Insgesamt wurden 262 Individuen untersucht, die auf 125
Haplotypen aufgeteilt waren und von 29 Populationen stammten. Die Verteilung auf die drei

Gruppen war wie folgt:

U. trachycarpa-Gruppe: 1515 bp, 83 Individuen mit 32 Haplotypen aus 14 Populationen,
U. perpusilla-Gruppe: 1515 bp, 80 Individuen mit 48 Haplotypen aus 12 Populationen,
U. aurantiaco-atra-Gruppe: 1513 bp, 99 Individuen mit 45 Haplotypen aus 15 Populationen.

Im Folgenden werden drei Sétze von Tabellen und Kartenmaterial fiir jede einzelne
GroBgruppe zusammengefasst. Jeder Datensatz besteht aus einer Auflistung der Haplotypen
der einzelnen Gruppen mit ihren variablen Positionen (Tab. 3.6, 3.8, 3.10), einer Tabelle, die
die genetische Diversitit einer jeden Gruppe zusammenfasst (Tab. 3.7, 3.9, 3.11) und
geographischen Karten, die die einzelnen Sammelregionen zeigen (Abb. 3.11, 3.12, 3.13).
Das Kartenmaterial mit den eingezeichneten Populationen korrespondiert jeweils mit den
Standortnummern in den Diversitétstabellen. In diesen Tabellen (Tab. 3.7, 3.9, 3.11) sind
weiterhin die Langen- und Breitengrade der Aufsammlungsorte, die Anzahl der Individuen
aus den einzelnen Populationen mit den Haplotypen und ihren Frequenzen und die Haplotyp-
und Nukleotiddiversitdt innerhalb der einzelnen Populationen sowie Grofiregionen

angegeben.

Die U. trachycarpa-Gruppe

Die U. trachycarpa-Gruppe hat relativ zur Individuenanzahl die geringste Haplotypenanzahl
der drei Datensétze (Tab. 3.6). Die Gesamthaplotypendiversitdt Hd betragt 0.87 +/- 0.03
(siche Tab. 3.7). Innerhalb dieses Datensatzes zeigen die Populationen der Nordhemisphire
mit 29 untersuchten Individuen und nur 2 Haplotypen eine extrem geringe Haplotyp- und
Nukleotiddiversitit (Hd: 0.19 +/- 0.09 und =: 0.0001 +/- 0.0001) verglichen mit den
stidhemisphérischen Populationen, z. B. siidliches Siidamerika mit 38 untersuchten
Individuen und 23 Haplotypen (Hd: 0.96 +/- 0.02 und n: 0.006 +/- 0.0005). Die siidliche

maritime Antarktis hat eine sehr hohe Gendiversitét (1 +/- 0.27), ist allerdings mit drei
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in einer hohen

im Mittel der
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Individuen nicht ausreichend besammelt worden, was sich auch
Individuen aus Ecuador liegen

Standardabweichung  ausdriickt.
Haplotypdiversitét (0.867 +/- 0.129), aber die Nukleotiddiversitét (m: 0.0026 +/- 0.0013) ist

im Gegensatz zu anderen Populationen mit einer &hnlichen Haplotypquote relativ gering, was
auf nah verwandte Haplotypen hinweist. Die Auflistung der Breiten- und Lidngengrade in
Tabelle 3.7 und in Abbildung 3.11 machen noch einmal die bipolare Verbreitung dieses

Artkomplexes neben den extremen Unterschieden in der genetischen Diversitit zwischen

Populationen der beiden Polregionen deutlich.
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Abb. 3.11: Sammelorte der Individuen der U. trachycarpa-Gruppe. Die Populationsnummern

stimmen mit den Standortnummern in Tab. 3.7 tiberein.
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Tab. 3.8: Variable Alignmentpositionen der 48 Haplotypen der U. perpusilla-Gruppe. Die Angabe der
Positionen im Alignment ist senkrecht zu lesen. Alle Abweichungen orientieren sich an Haplotyp 1.
Punkte zeigen mit H1 Ubereinstimmende Basen an. N ist die Anzahl der Individuen in den Haplotypen.

Haplotyp

Variable Alignmentpositionen

Hap_1

Hap_2

Hap_3

Hap_4

Hap_5

Hap_6

Hap_7

Hap_8

Hap_9

Hap_10
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Hap_12
Hap_13
Hap_14
Hap_15
Hap_16
Hap_17
Hap_18
Hap_19
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Hap_21
Hap_22
Hap_23
Hap_24
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Tab. 3.8 (Fortsetzung): Variable Alignmentpositionen der 48 Haplotypen (H) der U. perpusilla-Gruppe.

N gibt die Anzahl der Individuen in den Haplotypen an.

H N
445555555555565555577777777778888888888999111111111111
78000133345667888903666667891234788889034111122223344
51046003559369189676237892062102202470345134501774514

037535897347

1 CTAGTCTTAATGTGGACCCCCCAGCAATAGTTGGTGAAGCCGCGAAGGGATGT 1

2 8 5w e TG € & u CiT% g o w T B 1

3 G S 6 G. T. 3 T Cht 5 % 1G% ;A 3

4 G 5 B % Gei’T % » @ = = w6 s Cli: & 3 G 1

5 % % o 1 5 5 Al 7 Roi A GEEBEE 2

6 = O Tt » AT @ G. C. A = CT w g B 2 1

7 5% 3 0T 5 5 ATBSE i i B : Ta %% %85 e % G 3

8 o 5T AT o= G s Gl a T P . 6

9 R . T..ATG. . . C. .. .. T o N - 1

10 G N G. T. 2 T € » » Ox . oA : 1

1" G o G. T......T. .. C...G. AL 1

12 s 5 TOT & u AT GAC. ——r oW S & 5

13 C A. . T..ATG. G. C. G. CT .T.A. 2

14 5 8 T o o ATHGH : e Gl cT 5 T s 1

15 .. B, T L A G. C. (o . T. A, .2

16 : % Ci: T c 1

17 A . o e L . T o 1

18 i 2 o G T 5 g AT G C: ;e CT o Ay K o w 1

19 . A. L L L T | P G. 1

20 i g S s T i G Gr w G T 1

21 C. AT o T o G ... G. 1

22 %W % @ 4 @ T (633 G » Ba 4

23 Gl v 2°T & v T (0% G. . G. 1

24 A NP EEE A ;v G [c SR ¢ PR 3

25 . A. . T..ATG. G. C. Y o .T. A. 2

26 Al B w 3T o ow ANTHGHS & » % 1By B i CiT % we w o Tog A 1

27 G I T O T s vy Oz @ 30 10w & w7 OB 5w BB 1

28 & B3 o T 5 5 Al G B : 5 & 5 Gl & 5 T% A= 1

29 4 G it o3 3 ; o & 3 T 2 1

30 G ; T ¢ 5T (o2 G. 1

31 € ; % % s T T, N % % x B : 2

32 & G 0T 55 ADE & 23 G B4 5 CT% = TCA 1

33 : o T owm o & o me Bs s w Gl Gz » B, o v 5 8 1

34 o G. .T..ATG. G. C. .. ., . T A 2

35 .- T T ATiB= CGu: G o s Tow A 3

36 AL L . T. . ATG. CG. C. w v CiT., .T.A. 3

37 Cix wp B o T w s BTG G G G CT o T A 1

38 . G AT L . AT G. C. .. T, . T.A. 1

39 £ 3 o G T 5 o AT G C C:T: 5 Tw ika 2

40 AL I i i c CG. C. (c% . T, AL 2

41 Y - T 5 o ATEG: €6 C C:T 5 Tu il iz 3

42 o o . T v NG 4

43 . A. o g (o n o ¥ .

44 c. . . T, .6 4

45 T i Gl s o W W% G : & T % 1

46 .T..ATG. o« G 1

47 S R g (e 1 B AR SOR R 1

48 . T..ATG. o .. G, e T I 1
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Abb. 3.12: Sammelorte der Individuen der U. perpusilla-Gruppe. Die Populationsnummern
stimmen mit den Standortnummern in Tab. 3.9 iiberein.

Die U. perpusilla-Gruppe

In der U perpusilla-Gruppe ist das Verhdltnis zwischen Individuenzahl und
Haplotypenanzahl deutlich hdher als in den anderen beiden Gruppen (siehe Tab. 3.8 und 3.9).
Die Gesamthaplotypendiversitit betragt 0.98 +/- 0.005. Es gibt mehrere Populationen mit
sehr hoher Haplotyp- und Nukleotiddiversitdt, so z. B. in Tierra del Fuego, TFGM (Hd: 1 +/-
0.06 und w: 0.009 +/- 0.0003), wo jedes gesammelte Individuum (8) einen eigenen
Haplotypen darstellt. Das siidliche Siidamerika ist eine genetisch sehr diverse Zone (Hd:
0.978 +/- 0.009, m: 0.0094 +/- 0.0003). Auch die antarktischen Gebiete erscheinen generell
divers (Hd: 0.925 +/- 0.004, =: 0.0039 +/- 0.0004), wobei die Ostliche Antarktis, mit Proben
aus abgelegenen Nunatakgebieten, insgesamt weniger divers ist (Hd: 0.762 +/- 0.115, II:

0.002 +/- 0.0006) als maritime antarktische Gebiete, die eine geringere Individuenzahlen
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haben. Die nordhemisphérischen Populationen haben geringe Diversititswerte (Hd: 0.6 +/-
0.175, I1: 0.0004 +/- 0.0001). Zwar ist die Probengrofe in diesen Gebieten mit insgesamt 5
klein, aber verglichen mit @hnlichen Probengrofen anderer Gebiete, ist vor allem die
Nukleotiddiversitét (m) ca. 6 mal geringer, was auf nah verwandte Haplotypen mit wenigen

Substitutionen hinweist.

Die U. aurantiaco-atra-Gruppe

In der U. aurantiaco-atra-Gruppe fillt auf (Tab. 3.11), dass die genetische Diversitdt in den
besammelten Regionen relativ ausgeglichen ist, iibersicht man Populationen mit kleinen
ProbengrofBen, wie z. B. MLEO, MARO oder SLPH. Das Verbreitungsgebiet beschrinkt sich
auf die Antarktis und Siidamerika (Abb. 3.13). Auffillig ist die relativ geringe genetische
Diversitit der SCMA-Population in Siidamerika. Sowohl die Haplotypdiversitit (Hd: 0.464
+/- 0.2) und besonders die Nukleotiddiversitdt (m: 0.0003 +/- 0.0002) sind trotz einer
ProbengroBe von acht Individuen verhiltnismiBig klein. Es muss sich hier um sehr nah
verwandte Haplotypen handeln. Weitere relativ geringe Werte haben die antarktischen
Populationen SDEC (Hd: 0.75 +/- 0.139, m: 0.002 +/- 0.0004) und SLPH (Hd: 0.5 +/- 0.265,
n: 0.0007 +/- 0.0004), aber die Nukleotiddiversitét ist weniger niedrig als bei SCMA. Die
hochste Haplotypdiversitét findet sich in der meist besammelten Population, South Bay auf
Livingston Island (Hd: 0.967 +/- 0.024, z: 0.0027 +/- 0.0003). Allerdings ist auffillig, dass
die Nukleotiddiversitdt nur 0.5- oder 0.3-mal so grof} ist wie in einigen siidamerikanischen,
gut besammelten Populationen, besonders in TFGM (m: 0.0055 +/- 0.0007) und SCEL (n:
0.0079 +/- 0.0012).
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Tab. 3.10: Variable Alignmentpositionen der 45 Haplotypen der U. aurantiaco-atra-Gruppe. Die Angabe der Positionen im Alignment ist senkrecht zu lesen.

Alle Abweichungen orientieren sich an Haplotyp 1. Punkte zeigen mit H1 Uibereinstimmende Basen an. N ist die Anzahl der Individuen in den Haplotypen.

Variable Positionen
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Populationsnummern stimmen mit den Standortnummern in Tab. 3.11 iiberein.
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B-3.2 Morphologische und chemische Daten

Die bei den morphologischen und chemischen Untersuchungen gewonnen Daten sind im
Anhang 3 in Form einer Tabelle kodiert aufgelistet. Die Entschliisselung erfolgt iiber Tabelle
3.5 (Morphologie) und nachfolgende Tabelle 3.12 mit einer Auflistung der vorkommenden
Sekundirstoffe. In dieser Form sind die Ergebnisse zum einen darstellbar und zum anderen
gut nutzbar fiir die nachfolgenden Kontingenztafeltests und ANOVAs. Nach den codierten
morphologischen Daten in Anhang 3 (#1-19) folgt eine Spalte mit den in Prozentangaben
umgewandelten morphometrischen Daten der Achsendicke. #20-39 bezeichnen die in
Neuropogon vorkommenden chemischen Substanzen, ausgenommen Usninsdure, die nicht
aufgefithrt wurde, da sie in jeder Probe vorkam. Sechs chemische Substanzen mit
entsprechenden Begleitsubstanzen sind neu fiir die Neuropogon-Gruppe:
B-Orcinol-Depsidone: Quaesitinsdure, Norperistictinsdure, Neotricon (Conneotricon),
Neuropologinsdure (Protoneuropologinsiure).

Dibenzofurane als neue Stoffklasse fiir die Gruppe, mit den Substanzen: Strepsilin (=
Norascomatinsiure) und ihren Derivaten (Iso~ und Hypostrepsilinsdure)

Benzylester: Echinocarpinsdure (Subechinocarpinsiure)

Des Weiteren wurden drei bisher unidentifizierte Substanzen entdeckt, die z. T.

charakteristisch fiir bestimmte Gruppierungen waren.

Tab. 3.12: Chemische Inhaltsstoffe in Neuropogon als bindr codierte Merkmale. Die Merkmals-
zustande der untersuchten Proben sind in Anhang 3 aufgelistet.

#  Chemische Inhaltsstoffe Auspragung

20 B-Orcinol-Depsidone 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

21  Norstictinsaure 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

22  Salazinsaure 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

23  Quaesitinsaure 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

24  Protocetrarsaure 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

25 Fumarprotocetrarsaure 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

26 Psoromsaure 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

27  Norperistictinsaure 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

28 Neotricon (Con~) 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

29  Neuropologinsaure (Proto~) 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

30 B-Orcinol-Depside 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

31 Squamatsaure 0 nicht vorhanden
1 vorhanden
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32  Atranorin 0 nicht vorhanden
1 vorhanden
33 Dibenzofurane 0 nichtvorhanden
1 vorhanden
34  Strepsilin und Derivate (Iso~, Hypo~ = 0 nicht vorhanden
Norascomatinsaure) 1 vorhanden
35 Benzylester 0 nicht vorhanden
1 vorhanden
36  Echinocarpinsaure (Sub~) 0 nicht vorhanden
1 vorhanden
37 Unidentifizierte Substanz 1 0 nicht vorhanden
1 vorhanden
38 Unidentifizierte Substanz 2 0 nicht vorhanden
1 vorhanden
39 Unidentifizierte Substanz 3 0 nicht vorhanden
1 vorhanden

B-3.3 Phylogenetische Analyse (Netzwerke)

Im Folgenden werden das statistische Parsimony (SP)-Netzwerk und das Median-joining

(MJ)-Netzwerk fiir jede einzelne Gruppe beschrieben und verglichen.

U. trachycarpa-Gruppe:

Im statistischen Parsimony-Netzwerk (Abb. 3.14) wurden alle 32 Haplotypen der U.
trachycarpa-Gruppe in ein zusammenhingendes Netzwerk gruppiert. Das Netzwerk lésst sich
in vier Untergruppen (I-IV) gliedern, die mehr oder weniger mit den Gruppierungen der
phylogenetischen Analyse (Abb. 3.9-2) iibereinstimmen. Es sind keine unklaren Beziehungen
zwischen Haplotypen vorhanden, die sich in ,loops’ dulern wiirden. An der Farbverteilung
innerhalb des Netzwerkes ist erkennbar, dass die Verteilung der Haplotypen keiner strengen
geographischen Struktur folgt. Vielmehr finden sich Haplotypen aus den verschiedensten
Populationen in den vier Untergruppen wieder. In Gruppe I sind 11 Haplotypen aus fiinf
Populationen der Antarktis und Patagoniens durch insgesamt 13 Mutationsschritte
miteinander verbunden, wobei Haplotyp H7 das Zentrum darstellt. Der geographische
Schwerpunkt dieser Gruppe liegt auf Individuen aus El Chalten (11 von 19), einer
Andenregion in Santa Cruz (Argentinien) (Tab. 3.7, Abb. 3.11). Diese Gruppe entspricht dem
U. subantarctica-Clade der kombinierten phylogenetischen Analyse in Kapitel 3-A (Abb.
3.9-2). Gruppe I wird durch sechs Mutationsschritte von Gruppe II getrennt. Diese besteht
aus einem zentralen Haplotypen H1 mit sieben Individuen aus der Antarktis und Patagonien,
von dem sich mehrere kleine Gruppen und einzelne Haplotypen abspalten. Die zehn
Haplotypen der Gruppe II setzen sich aus Individuen neun verschiedener Populationen
(Antarktis bis Ecuador) zusammen. Die Gruppe ist genetisch divers und wird insgesamt

durch 31 Mutationen miteinander verbunden. Besonders stark weichen Haplotypen aus einer
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Tiefebene in Santa Cruz, Monte Aymond ab (H29, H30, H25). Untergruppe II entspricht der
U. trachycarpa 1-Gruppe in Abbildung 3.9-2.

Gruppe 1 ist durch nur vier Mutationsschritte von Gruppe II entfernt und setzt sich aus vier
Haplotypen aus drei patagonischen Populationen zusammen, die iiber acht Mutationen
miteinander in Verbindung stehen. Diese Gruppe entspricht der U. trachycarpa 2-Gruppe in
Abbildung 3.9-2. Haplotyp H28 (Individuum 196-2) steht zwischen den Gruppen II und III (7
bzw. 9 Mutationen) und kann keiner der Gruppen eindeutig zugeordnet werden. Acht
Mutationsschritte filhren von Gruppe II zu Gruppe IV, die eine deutlich andere
Individuenzusammensetzung als die anderen Gruppen hat. In Gruppe IV finden sich
ausschlieBlich Haplotypen aus Bariloche (nordliches Patagonien, siche Abb. 3.11), Ecuador
und der Nordhemisphire. Alle sechs Haplotypen sind durch nur acht Mutationsschritte
miteinander verbunden und schlieBen insgesamt 40 Individuen ein. Haplotypen aus Ecuador,
H8 und HY9, grenzen unmittelbar an den zentralen Haplotypen HS5 mit fast allen
nordhemisphdrischen plus zwei ecuadorianischen Individuen (insgesamt 28) an. Nur drei
Individuen aus Gronland (H17) separieren sich vom Rest. Alle Proben aus Bariloche finden
sich in den Haplotypen H3 und H4, durch eine bzw. vier Mutationsschritte von H5 entfernt.

Gruppe IV entspricht U. sphacelata 1 in Abbildung 3.9-2.

Die Median-joining-Topologie (Abb. 3.15) entspricht weitestgehend der eben beschriebenen.
Auch hier grenzen sich die Gruppen I und IV deutlich als eng zusammenhidngende
Haplotypen-Gruppen von den mittig stehenden Haplotypen der eher splittrigen Gruppen II
und III ab. Das MJ-Netzwerk verbindet die Haplotypen HS5, H19, H30 und H29 {iber drei
Median-Vektoren und insgesamt 16 Mutationsschritte miteinander und erzeugt so einen

,Joop” im Netzwerk.

U. perpusilla-Gruppe:

Im SP-Netzwerk der U. perpusilla-Gruppe werden die 48 vorkommenden Haplotypen
ebenfalls in ein zusammenhéngendes Netzwerk gruppiert (Abb. 3.16). Das SP-Netzwerk ist
divers, mit vielen Mutationsschritten zwischen den acht grob voneinander trennbaren
Untergruppen (I-VIII). Zwei unaufgeloste ,loops’ befinden sich im Netzwerk, ein grofer
,Joop’ ohne Haplotypen mit insgesamt 12 Mutationsschritten zwischen den Gruppen V, VI,
VII und VIII und ein kleiner loop aus drei Mutationsschritten innerhalb der Gruppe VIIL. Die
Farbverteilung der Haplotypen iiber das Netzwerk zeigt eine geographische Gliederung,
jedoch sind Individuen des Standortes Bariloche, Cerro Catedral (rosa), fast iiber das ganze

Netzwerk verteilt.
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In Gruppe I finden sich ausschlieBlich Haplotypen (9) aus Tierra del Fuego, die in keiner
anderen Gruppe auftauchen. Es existiert kein zentraler Haplotyp und die Gruppe ist genetisch
sehr divers (siche auch Tab. 3.9). Insgesamt wird sie durch 33 Mutationsschritte
zusammengehalten. Untergruppe [ korrespondiert mit einem der U. perpusilla-Clades in
Abbildung 3.9-3. 11 Mutationsschritte trennt diese Gruppe von Untergruppe II, acht
patagonischen und ecuadorianischen Haplotypen, die relativ nah aneinander gereiht stehen
(14 interne Mutationsschritte). Individuen aus El Chalten in den patagonischen Anden finden
sich in fiinf Haplotypen ausschlieBlich in dieser Untergruppe. Diese Gruppe entspricht dem
Usnea sp. 1-Clade in Abbildung 3.9-3. Gruppe III enthilt fiinf aufgereihte Haplotypen aus
Bariloche, Cerro Catedral. Sie sind sechs Mutationsschritte von Gruppe II entfernt und zeigen
sieben interne Mutationen. Gruppe III entspricht der Usnea sp. nov 1-Gruppe mit gelben
Apothecien aus der phylogenetischen Analyse (Abb. 3.9-3). Untergruppe IV ist jeweils durch
9 Mutationsschritte von Untergruppe Il und V entfernt und besteht aus zwei weit auseinander
liegenden Haplotypen aus Bariloche. Es handelt sich um die Individuen des basalen U.
perpusilla-Clades in Abbildung 3.9-3. Die Untergruppe V, mit 7 Haplotypen, besteht auch
ausschlieBlich aus Individuen vom Standort Bariloche, Cerro Catedral. Diese Haplotypen
bilden keine zusammenhingende definierte Gruppe, sondern liegen aneinander gereiht
zwischen den bereits erwdhnten und noch folgenden Untergruppen. Zwischen den einzelnen
Haplotypen liegen z. T. viele Mutationsschritte (insgesamt 26). Die Individuen dieser Gruppe
stimmen mit dem paraphyletischen und basal zu U. sphacelata 2 stehenden Teil des U.
perpusilla-Clades in Abb. 3.9-3 {iberein. Die Untergruppen VI, VII und VII sind
geographisch vielfiltiger und enthalten alle in diesem Netzwerk vorkommenden Individuen
aus der Antarktis und der Nordhemisphére. Sie korrelieren mit den drei monophyletischen
Untergruppen des U. sphacelata 2-Clades in Abb. 3.9-3. Die Untergruppe VI besteht aus
sieben Individuen vereint in vier Haplotypen, aus drei weit auseinander liegenden
antarktischen Populationen und Bariloche. Zwischen den Haplotypen liegen nur fiinf
Mutationsschritte. Untergruppe VII ist durch sechs Substitutionen von VI getrennt und
besteht aus einer eng zusammen liegenden Gruppe von fiinf Haplotypen mit insgesamt 12
Individuen, zwischen denen fiinf Mutationsschritte liegen. Haplotyp H36 setzt sich als
zentraler Haplotyp aus Individuen zweier antarktischer Populationen zusammen. Direkt mit
diesem verbunden sind die beiden nordhemisphérischen Haplotypen aus den USA sowie ein
kontinental antarktischer Haplotyp und tiber zwei Substitutionen ein Individuum aus
Bariloche. In Untergruppe VIII gruppieren sich um einen zentralen Haplotypen HS, der

sowohl antarktische als auch patagonische und ecuadorianische Individuen enthilt, weitere
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AN, Adelaide Isl., Reptile Ridge
AN, Adelaide Is!., Rothera
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AR, Rio Negro, Barilloche H28
Ecuador, Vulkan Chimborazo N o
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Abb. 3.16: Statistisches Parsimony-Netzwerk aus 48 Haplotypen (Tab. 3.8) der U. perpusilla-Gruppe. Jede Blase
spiegelt einen Haplotypen wieder, wobei die GroRRe der Blase und die kursiv gedruckten Zahlen darin mit der Anzahl
der Individuen korrespondieren. Jede Verbindungslinie zwischen Haplotypen steht fur einen Mutationsschritt. Fehlende
Haplotypen (nicht gesammelt oder ausgestorben) sind durch schwarze Punkte gekennzeichnet. Grob lasst sich das
Netzwerk in 8 Gruppen gliedern (I-VIII).
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Haplotypen aus Bariloche, Ecuador und zwei Standorten in der Antarktis. Insgesamt sind 15
Individuen iiber neun Mutationsschritte miteinander verbunden. Die Haplotypen aus

Bariloche H6, H28, H15 und der zentrale Haplotyp H8 bilden einen ,loop’ aus.

Auch hier ist die MJ-Topologie grundsétzlich dhnlich zur SP-Topologie, es gibt aber zwei
Unterschiede. Der grofle ,loop” wird im MJ-Netzwerk aufgeldst. Die an der ,loop’-Bildung
beteiligten Haplotypen H14 und H2 im SP-Netzwerk, werden zum einen der Gruppe V und
zum anderen der Gruppe VII zugeordnet. Die Untergruppen VI, VII und VIII sind im MJ-
Netzwerk relativ zum Rest des Netzwerkes nicht so offensichtlich getrennt und werden in
einer Untergruppe VI zusammengefasst. Die Haplotypen der Gruppe I gruppieren sich im

MJ-Netzwerk um eine Mitte aus drei Median-Vektoren, die einen kleinen ,loop’ ausbilden.

U. aurantiaco-atra-Gruppe:

Die 45 Haplotypen der 99 Individuen der U. aurantiaco-atra-Gruppe werden in einem
zusammenhdngenden statistischen Parsimony-Netzwerk in Abbildung 3.18 dargestellt. Im
Gegensatz zum U. perpusilla-Netzwerk liegen die einzelnen Haplotypen relativ eng
zusammen und konnen in fiinf Untergruppen gegliedert werden (I-V). Anhand der
Farbverteilung im Netzwerk kann man eine deutliche Abstufung von rein antarktischen
Haplotypen in Untergruppe I hin zu rein patagonischen Haplotypen in Untergruppe V
erkennen. Es bestehen zwei ,loops’ in Gruppe I und III, durch die jeweils ein zentraler
Haplotyp und drei weitere Haplotypen miteinander verbunden sind. Untergruppe I besteht aus
16 Haplotypen sieben verschiedener Populationen der siidlichen und nérdlichen maritimen
Antarktis, wobei die Populationen zum Teil relativ dicht beieinander liegen (siehe Tab. 3.11).
Die Haplotypen sind durch 22 Mutationsschritte miteinander verbunden und werden durch
nur eine Substitution vom zentralen Haplotypen des Gesamtnetzwerkes, H21 (Gruppe 1),
getrennt. H11 stellt das Bindeglied zwischen Gruppe I und II dar. Der ,loop’ in Untergruppe I
wird von den Haplotypen H14, H7, H32 und H15 gebildet. Gruppe I korrespondiert mit dem
monophyletischen rein antarktischen Clade der kombinierten phylogenetischen Analyse in
Abbildung 3.9-4. Untergruppe II ist eine geographisch vielfdltigere Gruppe, deren 17
Haplotypen sich um den zentralen Haplotypen H21 gruppieren. 21 Mutationsschritte
verbinden die 17 Haplotypen miteinander. H21 vereinigt Individuen aus sieben Populationen
der nordlichen maritimen Antarktis und Patagoniens. In Gruppe II kommen keine Individuen
aus der stidlichen maritimen Antarktis vor.

Der ,loop’ in Gruppe II wird ausgehend von H21 von HS5, H22 und H20 gebildet.
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AN, Terra Firma Sud-Orkney Inseln, Signy Isl.
AN, Lecnie Island Falkland Inseln, Port Stanley
AN, Adelaide Island, Rothera TdF, Lapataia Bay

AN, Deception Island TdF, Glaciar Martial

AN, Livingston Isl., Byers Peninsula TdF, Paso Garibaldi

AN, Livingston Isl., Punta Hannah AR, Santa Cruz, Monte Aymond
AN, Livingston Isl., South Bay AR, Santa Cruz, El Chalten

AN, King George Island

Abb. 3.18: Statistisches Parsimony-Netzwerk aus 45 Haplotypen (Tab. 3.10) der U. aurantiaco-afra-Gruppe. Jede
Blase spiegelt einen Haplotypen wieder, wobei die GrolRe der Blase und die kursiv gedruckten Zahlen darin mit der
Anzahl der Individuen korrespondieren. Jede Verbindungslinie zwischen Haplotypen steht flr einen Mutationsschritt.

Fehlende Haplotypen (nicht gesammelt oder ausgestorben) sind durch schwarze Punkte gekennzeichnet. Grob
lasst sich das Netzwerk in 5 Gruppen gliedern (1-V).
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Abzweigend von Haplotyp H43 der Untergruppe II und iiber vier weitere Mutationsschritte
findet sich Untergruppe IIl: zwei Haplotypen aus sieben antarktischen und feuerlédndischen
Individuen. Diese Gruppe entspricht einer gut unterstiitzten monophyletischen Gruppe im U.
aurantiaco-atra/ antarctica-Clade (Abb. 3.9-4.) Untergruppe IV setzt sich mit einer
Ausnahme aus feuerldndischen und patagonischen Individuen zusammen (6 Haplotypen).
Zwei Mutationsschritte trennt diese Gruppe von Gruppe II. H37 und H38 sind Haplotypen
aus den patagonischen Anden. Sie grenzen sich durch vier bzw. sechs Substitutionen von den
restlichen Haplotypen aus Feuerland bzw. Antarktis ab. Zum Grof3teil handelt es sich bei
Gruppe IV um die Individuen, die basal im U. aurantiaco-atra/ antarctica-Clade in
Abbildung 3.9-4 stehen. 11 Mutationsschritte vom zentralen Haplotypen der Gruppe 1V, H23,
entfernt gliedert sich die Untergruppe V an. Diese Gruppe entspricht U. acromelana in
Abbildung 3.9-4. Es handelt sich um vier aneinander gereihte Haplotypen aus den
patagonischen Anden und Tierra del Fuego, die durch fiinf Mutationsschritte getrennt
werden. Gruppe V steht in deutlichem Abstand zu den ansonsten sehr nah verwandten
restlichen Gruppen.

Im MJ-Netzwerk zeigt sich eine andere Topologie. Es sind zwei weitere unaufgeloste
Verbindungen im Netzwerk zu erkennen. Einer dieser ,loops’ verdndert die Sichtweise auf
die Gruppe erheblich. Untergruppe V (U. acromelana) ist gleichwahrscheinlich mit I und II
verbunden. Es entsteht dadurch ein groBer ,loop’, der die Gruppen I und II an einer weiteren
Verbindung zusammenschlieBt und Untergruppe V als Wurzel erscheinen ldsst. Die
Untergruppen III und IV (hier nur aus den Haplotypen H37 und H38 bestehend) grenzen sich
von dieser Zusammenballung ab. Zudem ist Haplotyp H42 aus der Untergruppe IV des SP-
Netzwerkes in die Untergruppe I des MJ-Netzwerkes gegeliedert worden. In Untergruppe V
schlieBen sich H3, H35 und H2 zu einem weiteren ,loop’ zusammen. Die beiden ,loops’ aus

dem SP-Netzwerk werden zudem bestétigt.

B-3.4 Nested Clade Analyse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Nested Clade Analysen unabhingig
voneinander fiir jede der drei Gruppen, U. trachycarpa, U. perpusilla und U. aurantiaco-atra,
beschrieben. Die Ausgangsbasis fiir die NCA-Analyse waren jeweils die in Kapitel B-3.4
besprochenen SP-Netzwerke. Nicht aufgeloste Regionen (,loops’) wurden in der Regel nach
den Regeln in POSADA & CRANDALL (2001) und PFENNIGER & POSADA (2001) aufgelost.
Jedes einzelne der drei Netzwerke wurde nach den beschriebenen Regeln (TEMPLETON et al.

1995, TEMPLETON & SING 1993) in Clades mit bis zu fiinf Ebenen untergliedert.
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U. trachycarpa-Gruppe:

Die 32 Haplotypen des Netzwerkes in Abbildung 3.14 wurden in 22 1-Schritt-Clades, 11 2-

Schritt-Clades, 5 3-Schritt-Clades und 2 4-Schritt
Clades geschachtelt. Abbildung 3.20 zeigt das ,

-Clades innerhalb des finalen 5-Schritt-
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Es gibt kein alternatives ,Nesting-Design’ fiir dieses Netzwerk. Die vier Clade-Ebenen sind
durch unterschiedliche Linien gekennzeichnet, die auch in den anderen Gruppen beibehalten
werden. Eine Zusammenfassung des ,Nesting-Designs’ mit den assoziierten Individuen und
Populationen liefert Tabelle 3.13. Statistisch signifikante geographische Verbindungen von
Haplotypen konnten auf allen Clade-Ebenen gefunden werden. Abbildung 3.21 gibt eine
Ubersicht iiber die ermittelten signifikanten Distanzwerte, die mit "~ fiir signifikant groBe und
® fiir signifikant kleine Distanzen markiert sind. Unterstrichene Werte sind in die Analyse
eingegangen. Insgesamt sechs Clades konnten auf populationshistorische Prozesse hin
iiberpriift werden, wobei fiir vier Clades phylogeographische Riickschliisse gezogen werden
konnten (siehe Tab. 3.14).

Tab. 3.13: U. trachycarpa-Haplotyp-Nesting Zusammenfassung und Zusammenhang von

Individuen und Standorten. Es sind die zu den Haplotypen gehdrenden Individuen, Standorte und
Nesting-Clades angegeben.

Individuum Haplotyp Population 1-Schritt-Clades 2-Schritt-Clades 3-Schritt-Clades 4-Schritt-Clades

52
54 H9  ECUA 1-22

53

56

114-2

115-5

115-8

115-11

116-1

116-2

117-1

117-2

118-1

149-1

150-1

150-2

151-1

151-2

152-4

152-5

152-6

153-2

244-1

244-2

244-3

244-5

245-1

245-2 ECUA,
245-3 SPIZ, ISLA,
245-4 H5 KAMV, GRTH
50 H8  ECUA
243-1

243-2

243-3 H17  GRDK 1-21 2-11
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220-3

220-4

226-1 H3  RNBA 1-20

225-1

225-2

226-6 H4  RNBA 1-19 2-10 3-5
196-2 H28 SCMA 1-18 29
182-1

182-3 H22  TFGM 1-17

186-2 H24  scmA 1-16

173-2 H20 TFLP 1-15

1868 __ _ . H26  semA___ . ___ 14 _ 28 _______ 34 __ .42 .
196-3 H29 SCMA 1-13 2-7
197-1 H30 SCMmA 1-12 26 3-3
186-3

186-9 H25 SCMA 1-10 2-5
102-1 H11  ALEX 1-9

173-3 H21  TFLP 1-8 24
57 H10 ECUA 1-11

173-1 H19  TFLP 1-7

174-5

190-1

226-4

233-2

233-3

2341 ALEX, SCEL,

2371 H1 RNBA, TFLP

162-2

197-3 H12 MLEO, SCMA 1-6 2-3 3-2
164-1 H18 MLAG 1-5 2-2
73

203-1

203-2

203-3

203-6

203-13

203-14

29141 H7 ALEX, SCEL

165-2 H13 MLAG

203-9 H15 SCEL

233-1 H16  ALEX

182-2 H23 TFGM

190-2 H27  SCEL 1-4

200-1 H14  SCEL 1-3

234-2 H31 TFLP 1-2

20541 H2 SCEL

203-11

2641 H6 TFGM, SCEL
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Tab. 3.14: Statistische Ergebnisse der Nested Clade Analyse der U. trachycarpa-Gruppe. Es wurden
nur Clades getestet, die genetische und geographische Unterschiede aufwiesen. p-Werte basieren
auf 10.000 Permutationen. Signifikante p-Werte < 0.05 sind fettgedruckt. Die Folgerungskette beruht
auf dem neusten Online-Schlissel nach TEMPLETON (http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html).

2

Clade X p Folgerungen aus der geographischen Distanz Analyse (NCA)

1-1 2 1.0

1-4 30.0625  0.0852

1-6 9 0.1946

1-21 41.9048 0.0001  1-2-3-4-9-10-Nein: Fragmentierung oder Isolation durch Entfernung
(Sammelschema unzureichend um Unterscheidung zu treffen)

2-1 246247  0.1352

2-3 13.8519  0.7311

2-4 2 1

2-8 10 0.2074

2-11 12.3250 0.048 1-2-11-Ja: Gebietsausweitung —12-Nein: Zusammenhangende
Ausdehnung

3-1 9.4737 0.1513

3-2 10.7955  0.6967
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3-4 1.2 1

3-5 38.0000 0.0000 1-19-20-Nein: unzureichende geographische Aufsammlungen

4-1 34.0297 0.0184 keine signifikanten Distanzwerte vorhanden

4-2 45.0000 0.0000 1-19-20-2-11-Ja: Gebietsausweitung —12-Nein: Zusammenhangende

Ausdehnung

gesamt 59.4857  0.0000 1-2: ergebnislos, da keine duReren und internen Clades bestimmt sind
* 1-2-3-5-6-7-Ja: eingeschrankter Genfluss/ eingeschrankte Verbreitung
aber mit Fernverbreitung
**1-2-11-Ja: Gebietsausweitung — 12- Nein: Zusammenhangende
Ausdehnung

* Modifizierung 1: angenommen 4-1 ist dufRerer Clade und 4-2 interner Clade
** Modifizierung 2: angenommen 4-1 ist interner Clade und 4-2 duf3erer Clade

Fragmentierung bzw. Isolation durch Entfernung wurde fiir Clade 1-21 in Untergruppe IV
angenommen. Das zugrunde liegende Sammelschema war unzureichend, um eine
Unterscheidung zwischen den beiden Prozessen herbeizufiihren. In diesem Clade werden
Individuen (H17) einer gronlidndischen Population von der Diskoinsel vom Rest des weit
verbreiteten = nordhemisphdrischen  Haplotypen  HS5  abgetrennt. Ein  weiteres
Populationsereignis lésst sich in der gleichen Untergruppe aus der héheren Clade-Ebene (2-
11) ableiten: Zusammenhidngende Gebietsausweitung. Dieser Clade umfasst alle
nordhemisphérischen und ecuadorianischen Individuen. Das hohere Clade Level deutet auf
einen zeitlich weiter zuriickliegenden Populationsprozess hin. Clade 3-5, die nichsthohere
Clade-Ebene in Untergruppe 1V, zeigte zwar signifikante Distanzwerte, Populationsprozesse
konnten aber aufgrund unzureichenden geographischen Samplings nicht abgeleitet werden.

Die 4-Schritt-Ebene betrachtend konnte fiir Clade 4-2 mit den Untergruppen III und IV auf
eine zusammenhédngende Ausbreitung und Gebietserweiterung riickgeschlossen werden.
Clade 4-1 enthielt trotz signifikantem y’~Wert keine signifikanten Distanzwerte und konnte
daher nicht analysiert werden. Das Netzwerk als Ganzes betrachtet zeigte keine Aufteilung in
dullere und innere Clades (4-1 und 4-2 wurden beide als dullere Clades gewertet) und fiihrte
daher zu keinem Ergebnis (1-2-Inconclusive Outcome). Um Aussagen auf dieser hdchsten
Clade-Ebene zu treffen, wurden die Vorgaben modifiziert und zum einen mit 4-1 als dullerem
(,tip”) Clade und 4-2 als internem Clade bzw. vice versa berechnet (Tab. 3.14). Das Ergebnis
war im ersten Falle eingeschriankter Genfluss bzw. eingeschrinkte Verbreitung mit
Fernverbreitung zwischen den beiden Clades, was sich auf den Clade 4-2 mit seiner
nordhemisphdrischen Verbreitung bezog. Im entgegengesetzten Fall (4-1 als interner und 4-2
als ,tip’ Clade) konnte auf eine zuriickliegende zusammenhéngende Gebietsausdehnung aus

antarktischen und patagonischen Gebieten bis in die Arktis geschlossen werden.
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U. perpusilla-Gruppe:

Die 48 Haplotypen des SP-Netzwerkes der U. perpusilla-Gruppe (Abb. 3.16) wurden wie im
,Nesting-Design’ und der tabellarischen Zusammenfassung (Abb. 3.22 und Tab. 3.15)
deutlich wird, in 34 1-Schritt-Clades, 24 2-Schritt-Clades, 13 3-Schritt-Clade, 5 4-Schritt-
Clades und 2 5-Schritt-Clades gegliedert.

11| H16 —H29

4-3

H10

................. 1-Schritt-Clades

2-Schritt-Clades
—— 3-Schritt-Clades
----- 4-Schritt-Clades

------- 5-Schritt-Clades

4-5

® i
He:
" H28 —l—— H8
AN 2;/
H15 H38 2
3 H32

-13

............................................................

Abb. 3.22: ‘Nesting-Design’ des statistischen Parsimony-Netzwerkes (Abb. 3.16) der U.
perpusilla-Gruppe. Die einzelnen Clade-Ebenen sind durch entsprechende Linien
gekennzeichnet. Haplotypen ab drei Individuen sind proportional zur Anzahl der Individuen
als Blasen gekennzeichnet. Schwarze Punkte reprisentieren nicht gesammelte oder bereits
ausgestorbene Haplotypen, die zur Verbindung der gesammelten Haplotypen notwendig sind.

Alle ,loops’ dieses Netzwerkes wurden nach Abwégung der Moglichkeiten nicht aufgelost,
sondern in das ,Nesting-Design’ tibernommen. Diese Entscheidung hatte Auswirkungen auf

die 3- und 4-Schritt-Clades innerhalb des Clades 5-2. Geographisch iibereinstimmende
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Gruppen auf diesen Clade-Ebenen wurden dadurch nicht auseinandergerissen. Clade 4-5
umfasst somit statt Clade 3-11, 3-12 und 3-13 nur Clade 3-12 und 3-13 und Clade 3-11 wird
mit 3-9 und 3-10 zu Clade 4-4 verbunden. Clade 4-4 umfasst damit nur fertile Individuen aus
Bariloche und stimmt mit einem der U. perpusilla-Clades in der phylogenetischen Analyse
(Abb. 3.9-3) iiberein. Dafiir werden im Clade 3-12 die beiden Untergruppen VI und VII
vereint und stehen gleichwertig neben Clade 3-13. In beiden Untergruppen finden sich
Individuen von einem entlegenen Standort (2, Victoria Land) der kontinentalen Antarktis,
H34 und H35, was eine Zusammenlegung des Clades rechtfertigt. Auch der zweite ,loop’
blieb erhalten und bewirkte eine Untergliederung des Clades 3-13 auf der 2-Schritt-Ebene (2-
22 und 2-23), die keine Auswirkungen auf die Ergebnisse der NCA hatte. Durch das
,Nesting-Design’ wird der Haplotyp H1 in Clade 4-2 von den anderen Haplotypen aus Tierra
del Fuego (4-1) abgespalten. Die Untergruppen aus Abbildung 3.16 stimmen nicht in allen
Féllen mit dem ,Nesting Design’ iiberein.

Statistisch signifikante geographische Verbindungen von Haplotypen konnten auf der 2-, 4-
und 5-Schritt-Ebene gefunden werden. Abbildung 3.23 gibt eine Ubersicht iiber die
ermittelten  signifikanten Distanzwerte. Insgesamt sechs Clades konnten auf
populationshistorische Prozesse hin tiberpriift und phylogeographische Riickschliisse gezogen
bzw. Populationsprozesse aufgedeckt werden (siche Tab. 3.16).

Tab. 3.15: U. perpusilla-Haplotyp-Nesting Zusammenfassung und Zusammenhang von Individuen

und Standorten. Es sind die zu den Haplotypen gehérenden Individuen, Standorte und Nesting-
Clades angegeben.

Individuum Haplotyp Population 1-Schritt-Cl. 2-Schritt-Cl. 3-Schritt-Cl. 4-Schritt-Cl. 5-Schritt-Cl.

179-4 H44 TFGM 1-1 2-1

258-1 H16 TFGM

263-1 H29 TFGM 1-2 2-2 3-1
179-3 H43 TFGM

180-1 H19 TFGM 1-3 2-3

179-7 H45 TFGM 1-4 2-4 3-2
258-2 H17 TFGM 1-5

791 R4z TFGM _ .. 16 .25 .33 _____ L S
235-11 H1 TFLP 1-7 2-6 3-4
66 H33 ECUA 1-9

190-3

201-2

204-4

205-3 H22 SCEL

204-1 H23 SCEL 1-10 2-7 3-5
201-1 H21 SCEL

41 H30 ECUA

46

47 H31 ECUA 1-8 2-8

204-2
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209-3 H24 SCEL, RNBA 1-11

189-2 H20 SCEL 1-12 2-9 3-6
193-13 H4 RNBA 1-13

193-12

210-1

210-2 H3 RNBA 1-14 2-10

193-2 H10 RNBA

193-5 H11 RNBA

AN N = 7Y RNBA _ 115 o N < T AR -3 .
208-19

221-2 H5 RNBA 1-16 2-12

208-1

208-2

222-2

227-4

22rr W2z _mwea A7 _ 213 _ 38 _ __ 42 ___ 51 _.
218-2 H47 RNBA 1-18

218-1 H46 RNBA 1-19 2-14

221-3b

221-3c

2271 H7 RNBA 1-20 2-15 3-9
222-10 H9 RNBA 1-21 2-16 3-10
218-3 H48 RNBA 1-22 2-17

221-1 H14 RNBA 1-23 2-18

19221 H2 RNBA 124 219 . a1 44
166-2

166-3 H34 AROS 1-25 2-20

103-2

211-2 H25 ALEX, RNBA 1-26

215-2

216-1 H13 RNBA

229-1 H37 MARR 1-27 2-21

167-1

167-2

167-6 H35 AROS

178-1

178-2

230-1 H36 ACSY, MARO 1-32

212-1 H26 RNBA 1-33

250-2

250-3 H40 NORG

251-2

251-3

251-4 H41 NWAS 1-34 2-24 3-12
42

215-1

219-2

221-3d

230-2

232: Mo o

60 H32 ECUA

230-3 H38 MARO 1-28

292-1 H18 ALEX
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H39 ALEX 1-31 2-22
RNBA 1-29

H6

232-2

221-3a
223-1

RNBA

H15

224-1
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Tab. 3.16: Statistische Ergebnisse der Nested Clade Analyse der U. perpusilla-Gruppe. Es wurden
nur Clades getestet, die genetische und geographische Unterschiede aufweisen. p-Werte basieren
auf 10.000 Permutationen. Signifikante p-Werte < 0.05 sind fettgedruckt. Die Folgerungskette beruht
auf dem neusten Online-Schlissel nach TEMPLETON (http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html).

2

Clade X p Folgerungen aus der geographischen Distanz Analyse (NCA)

1-8 4 0.4979

1-27 3 0.3341

1-28 6.6667 0.4609

1-32 6 0.1032

1-34 5 0.0968

2-7 6 0.1644

29 1.3333 1

2-21 2.2222 1

2-22 7.2188 0.138

2-24 24 0.0012  1-19-20-2-11-Ja: Gebietsausweitung-12-Nein: Zusammenhangende
Ausdehnung

3-6 5.3333 0.232

3-12 20.6625 0.1047
3-13 6.2338 0.1702

4-2 8 0.1277

4-3 17.1719  0.0008  1-2-3-4-9-10-Nein: Fragmentierung oder Isolation durch Entfernung
(Sammelschema unzureichend um Unterscheidung zu treffen)

4-5 17.7263 0.005 1-2-3-4-Nein: eingeschrankter Genfluss mit Isolation durch Distanz, bzw.
eingeschrankte Verbreitung durch Distanz bei asexuellen Organismen

5-1 48.8516  0.0000 1-2-3-5-15-16-18-Ja: Fragmentierung oder Isolation durch Entfernung
(Sammelschema unzureichend um Unterscheidung zu treffen)

5-2 13.0897 0.1052 1-2-11- Ja: Gebietsausweitung-12-Nein: Zusammenhangende

Ausdehnung (4 von 6 Distanzwerten sind signifikant!)

gesamt 38.8798 0.0000 1-2: ergebnislos, da keine dufReren und internen Clades bestimmt sind
* 1-2-3-4-Nein: eingeschrankter Genfluss mit Isolation durch Distanz, bzw.
eingeschrankte Verbreitung durch Distanz bei asexuellen Organismen
**1-2-11- Ja: Gebietsausweitung-12-Nein: Zusammenhangende
Ausdehnung

* Modifizierung 1: angenommen 5-1 ist dufRerer Clade und 5-2 interner Clade
** Modifizierung 2: angenommen 5-1 ist interner Clade und 5-2 duf3erer Clade

Innerhalb des Clades 2-24 deutet die NCA-Analyse auf eine zuriickliegende
zusammenhingende Gebietsausweitung hin. Dieser Clade umfasst Haplotypen aus sehr weit
entfernten Gebieten: der kontinentalen und maritimen Antarktis, Patagonien und
Nordamerika. Die signifikanten Distanzwerte des Clades 4-3 lassen auf zuriickliegende
Fragmentierung oder rezente Isolation durch gro3e Entfernung schlieBen. Das Sampling gibt
keinen genaueren Aufschluss. Betroffen ist Clade 3-7 innerhalb des Clades 4-3, da er als
einziger Clade signifikante Distanzwerte zeigt. Er enthélt nur Individuen aus Bariloche
(Patagonien) wobei die beiden anderen Clades in 4-3 hauptsédchlich Individuen aus El Chalten
und Ecuador beinhalten. Ein weiterer Fall von zuriickliegender Fragmentierung oder rezenter
Isolation durch groBe Entfernung liegt im néchsthoheren Clade-Level vor: 5-1. Der
betroffene Clade innerhalb von 5-1 ist Clade 4-1. Es handelt sich um die in Tierra del Fuego
vorkommende mit U. perpusilla synonymisierte Neuropogon rohmederi f. ushuaiensis (siche
Diskussion in Kapitel 3-A und Abb. 3.9-3). Innerhalb des Clades 4.5 weisen die signifikanten
Distanzwerte des Clades 3-13 auf eingeschrinkten Genfluss mit Isolation durch Distanz bzw.

eingeschrinkte Verbreitung durch Distanz bei asexuellen Organismen hin. Dieser Clade setzt
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sich aus Haplotypen vier verschiedener Populationen zusammen: Mars Oasis und Rothera in
der Antarktis, sowie Bariloche und Ecuador, wobei Individuen von drei dieser Populationen
auch in Clade 3-12 vorkommen. Clade 5-2 zeigt zwar keinen signifikanten y*-Wert, vier von
sechs Distanzwerten waren aber signifikant und er wurde daher getestet. Dem Clade liegt eine
weit zuriickliegende Gebietsausdehnung zugrunde. Er enthdlt Individuen von neun
verschiedenen Populationen, unter anderem aus der kontinentalen Antarktis und
Nordamerika. Das gesamte Kladogramm wurde wie in der U. trachycarpa-Gruppe in
modifizierter Weise auf Populationsereignisse getestet (siehe Tab. 3.16). Wird 5-1 als dulerer
Clade und 5-2 als interner Clade gewertet, liegt innerhalb des Clades eingeschriankter
Genfluss mit Isolation durch Distanz bzw. eingeschrankte Verbreitung durch Distanz (bei
asexuellen Organismen) vor, im umgekehrten Fall wird das Muster durch eine

zusammenhdngende Gebietsausdehnung innerhalb der Clades erklért.

U. aurantiaco-atra-Gruppe:

Die 45 Haplotypen des SP-Netzwerks der U. aurantiaco-atra-Gruppe wurden nach den
,Nesting-Regeln’ in 25 1-Schritt-Clades, 10 2-Schritt-Clades, 4 3-Schritt-Clades und 2 4-
Schritt-Clades gegliedert. Abbildung 3.24 zeigt das ,Nesting-Design’ welches in Tabelle 3.17
mit Individuen und Populationen assoziiert wird. ,Loops’ in diesem Netzwerk wurden anhand
zweier ,Nesting-Regeln’ aufgeldst: Haplotypen bestehend aus nur einem Individuum
(,singletons’) sind wahrscheinlicher mit mehrelementigen Haplotypen verbunden und
Haplotypen mit mehreren Individuen neigen dazu mehr Verbindungen zu anderen
Haplotypen zu haben als ,singletons’ (POSADA & CRANDALL 2001, PFENNIGER & POSADA
2002). Folglich wurde Haplotyp H32 in Untergruppe I mit H15 verbunden und H22 in
Untergruppe II mit HS5. Diese Entscheidungen werden durch geographische Aspekte
unterstiitzt. Das ,Nesting’ der hoheren Clades wird dadurch nicht beeinflusst. Es konnten nur
drei statistisch signifikante geographische Verbindungen von Haplotypen gefunden werden
(Clade 3-2, 4-1 und das gesamte Netzwerk). Abbildung 3.25 gibt eine Ubersicht iiber die
ermittelten signifikanten Distanzwerte innerhalb des Netzwerkes. Tabelle 3.18 listet die

Ergebnisse und Schlussfolgerungen der NCA auf.
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.............. 1-Schritt-Clades

2-Schritt-Clades
——3-Schritt-Clades
--=---4-Schritt-Clades

Netzwerk-Unklarheit

Abb. 3.24: ‘Nesting-Design’ des statistischen Parsimony-Netzwerkes (Abb. 3.18) der U.
aurantiaco-atra-Gruppe. Die einzelnen Clade-Ebenen sind durch entsprechende Linien
gekennzeichnet. Haplotypen ab vier Individuen sind proportional zur Anzahl der Individuen
als Blasen gekennzeichnet. Schwarze Punkte reprisentieren nicht gesammelte oder bereits
ausgestorbene Haplotypen, die zur Verbindung der gesammelten Haplotypen notwendig sind.
Gestrichelte graue Linien deuten auf alternative Netzwerkverbindungen hin.

Tab. 3.17: U. aurantiaco-atra-Haplotyp-Nesting Zusammenfassung und Zusammenhang von
Individuen und Standorten. Es sind die zu den Haplotypen gehoérenden Individuen, ihre
Sammelorte und die Nesting-Clades angegeben.

Individuum Haplotyp Population 1-Schritt-Clades 2-Schritt-Clades 3-Schritt-Clades 4-Schritt-Clades

184-2

188-1

188-12

18815 HA1 TFGM, SCEL 1-25

184-3 H2  TFGM 1-24 2-10
237-2 H35 TFLP

175-2

175-5

184-5
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253-1

253-2 H3 TFGM 1-23 29 3-4
199-11

124-4 H23  TFPG, SLSB

256-14 H24  TFGM 1-20 2-8
206-1 H38  SCEL 1-22

189-1 H37  SCEL 1-21 2-7
181-1 H42  TFGM 1-19
2402 _ H4S_ TRP 118 _ 26 33 . 42 _
121-3

121-4

125-8

136-1

183-1 SLBP,SLSB,

236-1 H8  TFGM, TFLP

148-2 H19  TFLP 1-17

199-5 H43  TFPG 1-16 2-5
133-6 H41  SLPH 1-15

24041 H44  TFLP 1-14

112-2 H34 SSKG 1-13

148-3 H20  TFLP 1-12

194-1

194-2

194-3

194-4

194-7

194-10 H5 SCMA

194-6 H22  SCMA 1-11

120-3

120-4

120-5

124-5

128-2

1471

147-3

147-8

147-12

181-4

183-2

194-5

235-1

235-2

238-1 SLPH, SLSB,

241-1 SLBP, SDEC,

256-11 H21  TFGM, SCMA, TFLP

107 H25 FALK

1121

135-1 H33  SSKG, SLSB

148-1 H18  TFLP
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92-1

135-4 H26  SIGY, SLSB

200-4 H4 SCEL

239-1 H36  TFLP

2071 H39 SCEL

1241 H40 sSLSB

234-3 H29  TFLP 1-10 24 3-2
72

137-2

139-2

139-5

140-2

144-1 MTEF, SLBP,

144-5 H6  SLSB, SDEC 1-9

142-3 H16  SLSB 1-8

1371

12341 H11  SLBP

136-2

142-4 H9 SLSB 1-4 2-3
1111 H32 MLEO

142-2

142-6 H15 sSLSB 1-7

136-3

138-4 H10 sSLSB 1-6

97-1

138-2

140-1 H14  MARO, SLSB

95-1 H27 SDEC

113-2 H7 SSKG 1-5 2-2
137-3

138-3

139-1 H12  SLBP, SLSB

96-4

97-6 H30 MARO

95-3 H28  SDEC 1-3

138-1

138-5

138-6

139-6 H13  SLSB, SLBP

142-5 H17  SLSB 1-2

108-1 H31 MLEO 1-1 2-1 3-1 4-1
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Tab. 3.18: Statistische Ergebnisse der Nested Clade Analyse der U. aurantiaco-atra-Gruppe. Es
wurden nur Clades getestet, die genetische und geographische Unterschiede aufweisen. p-Werte
basieren auf 10.000 Permutationen. Signifikante p-Werte < 0.05 sind fettgedruckt. Die
Folgerungskette beruht auf dem neusten Schlissel (http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html).

2

Clade X p Folgerungen aus der geographischen Distanz Analyse (NCA)

1-2 0.3125 1

1-3 12 0.2686

1-4 4 0.3282

1-5 10 0.2933

1-7 3 0.3308

1-10 105.9412 0.2564

1-17 2.9167 0.5772

1-20 3 1

1-23 6 0.1667

2-1 10.5467 0.2354

2-2 6.9333 0.7456

2-3 5.0571 0.6642

2-4 66.9152 0.2155

2-5 8 0.3854

2-6 2 1

2-10 1.875 0.4107

3-1 13.6378 0.2965

3-2 19.13 0.0579 1-2-3-4-Nein: eingeschrankter Genfluss mit Isolation durch Distanz, bzw.
eingeschrankte Verbreitung durch Distanz bei asexuellen Organismen
(3 Distanzwerte sind signifikant)

3-3 11.0833  0.2963

3-4 5.2381 0.1072

4-1 43.7060 0.0000 1-2-3-4-Nein: eingeschrankter Genfluss mit Isolation durch Distanz, bzw.
eingeschrankte Verbreitung durch Distanz bei asexuellen Organismen

4-2 4.3013 0.4646

gesamt 49.6421 0.0000 1-2: ergebnislos, da keine aufReren und internen Clades bestimmt sind
*1-2-11- Ja: Gebietsausweitung-12-Nein: Zusammenhangende
Ausdehnung
** 1-2-3-5-6-13-Ja: Fernbesiedlung, moglicherweise mit anschlieBender
Fragmentierung oder vergangene Fragmentierung mit anschlieender
Gebietsausweitung

* Modifizierung 1: angenommen 4-1 ist dufRerer Clade und 4-2 interner Clade
** Modifizierung 2: angenommen 4-1 ist interner Clade und 4-2 duf3erer Clade

Clade 3-2 wies keinen signifikanten x*-Wert auf, hatte aber drei signifikante Distanzwerte
und wurde daher analysiert. Das Signifikanzmuster konnte als eingeschriankter Genfluss mit
Isolation durch Distanz bzw. eingeschrinkte Verbreitung durch Distanz innerhalb des Clades
identifiziert werden. Die relevante Information innerhalb des Clades steckt in den
Distanzwerten des Clades 2-5, dessen Individuen allerdings aus denselben Populationen
stammen wie die des zentralen Haplotyps H21 (Clade 2-4), mit dem Clade 2-5 in direktem
Kontakt steht. Dieselbe nicht-historische Populationsstruktur traf auf Clade 4-1 zu, wobei in
diesem Fall eine eingeschriankte Verbreitung durch Distanz zwischen dem rein antarktischen
Clade 3-1 und dem gemischt antarktisch-patagonischen Clade 3-2 besteht. Wieder lieferte die
Analyse des gesamten Netzwerkes kein Ergebnis und wurde modifiziert (4-1 als ,tip’-Clade,
4-2 als interner Clade und vice versa). Fiir die erste Modifizierung wurde eine
zusammenhidngende Ausdehnung des Besiedlungsgebietes gefolgert. Fiir die zweite

Modifizierung konnte nicht zwischen den beiden Populationsprozessen ,,Fernbesiedlung mit
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moglicher anschlieBender Fragmentierung oder vergangene Fragmentierung mit
anschlieBender Gebietsausweitung® unterschieden werden. In jedem Fall betrifft ein solcher
Prozess Clade 3-4, mit signifikant grofen D,-Werten innerhalb des Clades 4-2 (U.

acromelana).

B-3.5 Kontingenztafeltests und ANOVAs

Die Ergebnisse der Kontigenztafeltests, die anhand der geschachtelten statistischen
Parsimony-Netzwerke der NCA durchgefiihrt wurden, finden sich fiir die jeweiligen Gruppen
in den Tabellen 3.19, 3.20 und 3.21. Kontingenztafeltests sind statistisch unsicher und nicht
zulédssig, wenn die erwarteten Werte in den einzelnen Zellen der Reihen und Spalten der
Tabelle kleiner als 5 sind. Lagen Erwartungswerte in der Tabelle unter 5, wurde das Ergebnis
anhand einer einfachen statistischen Regel tiberpriift: Ein Erwartungswert darf so klein sein
wie das Ergebnis aus 57/s, wobei r die Anzahl der Erwartungswerte unter 5 und s die Anzahl
der Zellen der Tabelle angibt (YARNOLD 1970). Lagen Erwartungswerte unterhalb des
errechneten akzeptablen minimalen Erwartungswertes vor, wurde versucht, Merkmale
zusammenzulegen bzw. Clades zu vereinen, um auf statistisch ausreichende Individuenzahlen
zu kommen (siehe Tab. 3.19-3.21). Diese Einschrinkung hatte zur Folge, dass nicht alle
Merkmale in jeder Abstufung iiberpriift werden konnten (z. B. Isidiomorphe: nicht vorhanden
— vorhanden, statt: nicht vorhanden — pigmentiert — unpigmentiert) und z. T. Ergebnisse nicht
fiir jeden einzelnen Clade, sondern fiir Gruppen von Clades gewonnen wurden. Die
fettgedruckten signifikanten Ergebnisse in den Tabellen 3.19 — 3.21 erlauben eine
Interpretation und werden im Diskussionsteil B-4 besprochen. Um die Unverteilungen von
Merkmalen zwischen Clades interpretieren zu kdnnen, wurden die tatséchlich beobachteten

mit den erwarteten Tabellen verglichen und Abweichungen registriert.

U. trachycarpa-Gruppe:

Tab. 3.19: Ergebnisse der Kontingenztafeltests fir die U. trachycarpa-Gruppe, basierend auf dem
,Nesting-Design’ in Abb. 3.20. Clade 3-3 umfasst nur zwei Individuen und ist daher fir die statistische
Auswertung zu klein. Er wurde zu 3-2 zugerechnet. 3-4 musste aus statistischen Griinden in vielen
Fallen ebenfalls mit diesen Clades vereinigt werden (Auflistung siehe unter “Beteiligte Clades”).

- Wahrschein-
Clade-Level Getestete Merkmale Beteiligte Clades lichkeit p
3-Schritt Clades  Reproduktionsmodi (Apothecien — Sorale)’ 3-1/3-2 (+3-3,+3-4)/ 3-5 0.000**
4-Schritt Clades  Reproduktionsmodi (Apothecien — Sorale) 4-1/4-2 0.1718
3-Schritt Clades  Soralhaufigkeit (punktuell — ineinander wachsend) 3-1/3-2 (+3-4)/ 3-5° 0.007**
4-Schritt Clades  Soralhaufigkeit 4-1/4-2 0.002**

3-Schritt Clades  Soralposition (an Seitenasten — auch an Hauptésten) 3-1/ 3-2 (+3-4)/ 3-5" 0.000**
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4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

Soralposition

Isidiomorphe (nicht vorhanden — vorhanden)
Isidiomorphe

Papillen (keine — pigmentiert — unpigm. — beides)
Papillen

Papillenform (grob — fein)
Papillenform

Fibrillen (nicht vorhanden — vorhanden)
Fibrillen
Fibrillen (nicht vorhanden — vorhanden — haufig)

Fibrillenposition (gleichmaRig — nur an Hauptasten)
Fibrillenposition

ringférmige Kortexrisse (nicht vorhanden — vorh.)
ringférmige Kortexrisse

Sekundarastansatz (zylindrisch oder verbreitert)
Sekundarastansatz

Farbe der Basalteile (hell — schwarz — braun)
Farbe der Basalteile

Kortexschnittflache (glanzend — sehr glanzend — matt)
Kortexschnittflache

B-Orcinol-Depsidone (nicht vorhanden — vorhanden)
B-Orcinol-Depsidone

Norstictinsaure (nicht vorhanden — vorhanden)
Norstictinsaure

Salazinsaure (nicht vorhanden — vorhanden)
Salazinsaure

Dibenzofurane (nicht vorhanden — vorhanden)
Dibenzofurane

173
4-1/ 4-2 0.000**
3-1/3-2 (+3-3,+3-4)/ 3-5 0.098"°
41/ 4-2 0.722N8
3-1/ 3-2 (+3-3,+3-4)/ 3-5 0.005**
4-1/ 4-2 0.021*
3-1/ 3-2 (+3-3)/ 3-4/ 3-5 0.003**
41/ 4-2 0.253N°
3-1/ 3-2 (+3-3,+3-4)/ 3-5 0.004**
4-1/ 4-2 0.013*
4-1/ 4-2 0.004**
3-1/3-2 (+3-3,+3-4)/ 3-5 0.048*
4-1/ 4-2 0.016*
3-1/ 3-2 (+3-3,+3-4)/ 3-5 0.254"°
41/ 4-2 0.061N
3-1/ 3-2 (+3-3,+3-4)/ 3-5 0.000**
4-1/ 4-2 0.007**
3-1/ 3-2 (+3-3,+3-4)/ 3-5 0.000**
4-1/ 4-2 0.000**
3-1/ 3-2 (+3-3,+3-4)/ 3-5 0.000**®
4-1/ 4-2 0.000**
3-1/ 3-2 (+3-3)/ 3-4/ 3-5 0.000**
4-1/ 4-2 0.000**
3-1/ 3-2 (+3-3)/ 3-4/ 3-5 0.000**
4-1/ 4-2 0.000**
3-1/ 3-2 (+3-3,+3-4)/ 3-5 0.003**3
41/ 4-2 0.637N°
3-1/ 3-2 (+3-3,+3-4)/ 3-5 0.453"S
41/ 4-2 0.601"°

*: signifikant auf dem 5%-Niveau; **: signifikant auf dem 1%-Niveau; NS nicht signifikant; ' Individuen
mit Apothecien und Soralen wurden aus statistischen Griinden zur Gruppe mit Soralen gerechnet;
% Clade 3-4 wurde aus statistischen Griinden zu 3-2 gerechnet, obwohl die Verhaltnisse leicht

abwichen;

minimalen Erwartungswert fir die einzelnen Zellen.

U. perpusilla-Gruppe:

% ein oder zwei Werte der Kontingenztafel liegen geringflgig unter dem akzeptablen

Tab. 3.20: Ergebnisse der Kontingenztafeltests fur die U. perpusilla-Gruppe, basierend auf dem
,Nesting-Design’ in Abb. 3.22. Zum Teil mussten aus statistischen Grinden Clades miteinander
vereinigt werden, was unter “Beteiligte Clades” aufgelistet ist.

Clade-Level

4-Schritt Clades
4-Schritt Clades
5-Schritt Clades

4-Schritt Clades
5-Schritt Clades

4-Schritt Clades
5-Schritt Clades

Getestete Merkmale

Reproduktionsmodi (Apothecien — Sorale)1
Reproduktionsmodi
Reproduktionsmodi

Apothecienfarbe (schwarz — gelb — schwarz/gelb)
Apothecienfarbe

Soralform (artikulierter Rand — konvex — variabel)
Soralform

- Wahrschein
Beteiligte Clades Jlichkeit p
4-1/ 4-2/ 4-3/ 4-4/ 4-5 0.000**°
4-1/ 4-2 (+4-4)/ 4-3/ 4-5 0.000**
5-1/ 5-2 0.000**

Berechnung nicht m('jgli(:h2
5-1/5-2 0.011*

Berechnung nicht m('jgli(:h2
5-1/ 5-2 0.000**
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4-Schritt Clades  Soralhaufigkeit (punktuell — ineinander wachsend) Berechnung nicht méglich®
5-Schritt Clades  Soralhaufigkeit 5-1/ 5-2 0.606"°
4-Schritt Clades  Isidiomorphe (nicht vorhanden — vorhanden) 4-1/4-2/ 4-3/ 4-4/ 4-5 0.000**°
5-Schritt Clades  Isidiomorphe 5-1/ 5-2 0.600™°
4-Schritt Clades  Thallusoberflache (glatt — strukturiert) 4-1/ 4-2/ 4-3/ 4-4/ 4-5 0.070N°
5-Schritt Clades  Thallusoberflache 5-1/ 5-2 0.014*
4-Schritt Clades  Papillen (nicht vorhanden — vorhanden) Berechnung nicht m<'jg|ich2
5-Schritt Clades  Papillen 5-1/5-2 0.001**
4-Schritt Clades  Fibrillen (nicht vorhanden — vorhanden — haufig) 4-1 (+4-2)/ 4-3/ 4-4 (+4-5) 0.000**°
5-Schritt Clades  Fibrillen 5-1/ 5-2 0.002**
4-Schritt Clades  Kortexgribchen (nicht vorhanden — vorhanden) 4-1/4-2/ 4-3/ 4-4/ 4-5 0.003**
5-Schritt Clades  Kortexgriibchen 5-1/ 5-2 0.835N°
4-Schritt Clades  ringférmige Kortexrisse (nicht vorhanden — vorh.) 4-1/4-2/ 4-3/ 4-4/ 4-5 0.018*
5-Schritt Clades nngformlg_.e Korte?.msse (nicht vorhanden — 5-1/ 5-2 0.002**
an Hauptasten — Gberall)
4-Schritt Clades  Form der Basalteile (wuchernd — abgesetzter Stamm) ~ 4-1/4-2/ 4-3/ 4-4/ 4-5 0.100M
5-Schritt Clades  Form der Basalteile 5-1/ 5-2 0.082N°
4-Schritt Clades  Farbe der Basalteile (hell — braun) 4-1(+4-2)/ 4-3/ 4-4/ 4-5 0.003**3
5-Schritt Clades ~ Farbe der Basalteile (hell — schwarz — braun) 5-1/5-2 0.413"°
4-Schritt Clades  Mark (locker — dicht) 4-1/4-2/ 4-3/ 4-4/ 4-5 0.000**
5-Schritt Clades  Mark 5-1/ 5-2 0.000**
4-Schritt Clades  Dibenzofurane (nicht vorhanden — vorhanden) 4-1/ 4-2/ 4-3/ 4-4/ 4-5 0.399N°
5-Schritt Clades  Dibenzofurane 5-1/ 5-2 0.487N°
4-Schritt Clades  Unidentifizierte Substanz 2 (nicht vorhanden — vorh.) Berechnung nicht méglich?
5-Schritt Clades  Unidentifizierte Substanz 2 5-1/5-2 0.011*

*: signifikant auf dem 5%-Niveau; **: signifikant auf dem 1%-Niveau; NS nicht signifikant; ' Individuen
mit Apothecien und Soralen wurden aus statistischen Grinden zur Gruppe mit Soralen gerechnet; 2
Eine Berechnung der 4-Schritt-Clades ist wegen zu geringer Individuenanzahl nicht mdéglich. % ein

oder zwei Werte der Kontingenztafel

Erwartungswert fur die einzelnen Zellen.

U. aurantiaco-atra-Gruppe:

liegen geringfligig unter dem akzeptablen minimalen

Tab. 3.21: Ergebnisse der Kontingenztafeltests fir die U. aurantiaco-atra-Gruppe, basierend auf dem
,Nesting-Design’ in Abb. 3.24. Zum Teil mussten aus statistischen Grinden Clades miteinander
vereinigt werden, was unter “Beteiligte Clades” aufgelistet ist.

Clade-Level

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

3-Schritt Clades
4-Schritt Clades

Getestete Merkmale

Reproduktionsmodi (Apothecien — Sorale)’
Reproduktionsmodi (Apothecien — Sorale)

Soralhaufigkeit (punktuell — ineinander wachsend)
Soralhaufigkeit

Soralposition (an Seitenasten — auch an Hauptasten)
Soralposition

Isidiomorphe (nicht vorhanden — vorhanden)
Isidiomorphe

Papillen (keine bis undeutlich wenige — haufig)
Papillen

Beteiligte Clades
3-1/3-2 (+3-3)/ 3-4

4-1/4-2

3-1/3-2 (+3-3)/ 3-4

4-1/4-2

3-1/3-2/ 3-3/ 3-4
4-1/4-2

3-1/3-2/ 3-3/ 3-4
4-1/4-2

3-1/3-2 (+3-3)/ 3-4

4-1/4-2

Wahrschein-
lichkeit p

0.000**
0.100N°

0.646"°
0.954NS

0.032*
0.004*

0.002**
0.263"°

0.000**
0.000**
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3-Schritt Clades  Fibrillen (nicht vorhanden — vorhanden) 3-1/3-2/3-3/3-4 0.005**
4-Schritt Clades  Fibrillen 4-1/4-2 0.717"°
3-Schritt Clades  Kortexgriibchen (nicht vorhanden — vorhanden) 3-1/ 3-2 (+3-3)/ 3-42 0.028**
4-Schritt Clades  Kortexgriibchen 4-1/4-2 0.462N°
3-Schritt Clades  ringférmige Kortexrisse (keine — an Hauptasten — 3-1/3-2 (+3-3)/ 3-4 0.000*
Uberall)

4-Schritt Clades  ringférmige Kortexrisse 4-1/4-2 0.000**
3-Schritt Clades  Sekundarastansatz (+/- zylindrisch — verschmalert) 3-1/3-2 (+3-3)/ 3-4 0.000***
4-Schritt Clades  Sekundéarastansatz 4-1/4-2 0.000*
3-Schritt Clades  B-Orcinol-Depsidone (nicht vorhanden — vorhanden) 3-1/3-2/3-3/3-4 0.000**
4-Schritt Clades  B-Orcinol-Depsidone 4-1/4-2 0.001**
3-Schritt Clades  Norstictinsaure (nicht vorhanden — vorhanden) 3-1/3-2/3-3/3-4 0.000**
4-Schritt Clades  Norstictinsaure 4-1/4-2 0.000**
3-Schritt Clades  Salazinsaure (nicht vorhanden — vorhanden) 3-1/3-2/3-3/3-4 0.000**
4-Schritt Clades  Salazinsaure 4-1/4-2 0.000**
3-Schritt Clades  Quaesitinsaure (nicht vorhanden — vorhanden) 3-1/3-2/3-3/3-4 0.048*
4-Schritt Clades  Quaesitinsaure 4-1/4-2 0.392"°
3-Schritt Clades  (Fumar-) Protocetrarsaure (nicht vorhanden — vorh.) 3-1/3-2/3-3/3-4 0.000**
4-Schritt Clades  (Fumar-) Protocetrarsaure 4-1/4-2 0.195"S
3-Schritt Clades  Dibenzofurane (nicht vorhanden — vorhanden) 3-1/3-2/3-3/3-4 0.018*
4-Schritt Clades  Dibenzofurane 4-1/4-2 0.021*

*: signifikant auf dem 5%-Niveau; **: signifikant auf dem 1%-Niveau; NS nicht signifikant; ' Individuen
mit Apothecien und Soralen wurden aus statistischen Grinden zur Gruppe mit Soralen gerechnet; z
Clade 3-3 wurde aus statistischen Grinden zu 3-2 gerechnet, obwohl die Verhaltnisse leicht
abwichen; % ein Wert der Kontingenztafel liegt geringfligig unter dem akzeptablen minimalen
Erwartungswert fur die einzelnen Zellen.

Die Testergebnisse der ANOVA (Analysis of Variance) wurden ebenfalls anhand der
geschachtelten statistischen Parsimony-Netzwerke der NCA durchgefiihrt und sind in Tabelle
3.22 aufgelistet. Eine Liste mit den ausfiihrlichen Ergebnissen findet sich in Anhang 4. Clade
3-3 der U. trachycarpa-Gruppe hatte nur zwei und damit zu wenige Individuen um eine
eigenstdndige Gruppe in der ANOVA zu sein und wurde somit von der Analyse

ausgeschlossen.

Tab. 3.22: ANOVA-Testergebnisse fir alle drei Gruppen. Merkmal: Zentralstrangdicke in % anteilig
am Thallusdurchmesser.

Gruppe Clade-Ebene F Chi-square
U. trachycarpa 3-Schritt-Clades (ohne 3-3) 14.25 0.000**
U. perpusilla 4-Schritt-Clades 7.927 0.000**
U. aurantiaco-atra 3-Schritt-Clades 7.79 0.000**
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B-4 Diskussion

B-4.1 Genetische Diversitit der untersuchten Neuropogon-Gruppen

Bei weit verbreiteten, vor allem bipolaren Arten, sind unterschiedlich grofe Entfernungen
zwischen Populationen, die z. T. wenige bis tausende von Kilometern betragen konnen, nicht
zu verhindern, da nicht alle Gebiete gleichméBig intensiv besammelt werden konnen. Vor
allem ist die Zugénglichkeit von Standorten bei arktisch-alpinen Arten in den meisten Féllen
beschriankt (hohe Bergregionen, Inseln, Antarktis, Arktis). Zwischen den Populationen
konnen sich daher z. T. grofle, nicht besammelte Gebiete erstrecken, was auch an der weiten
Ausdehnung der Arten liegt. Diese Tatsachen konnen ein Risiko der Verfalschung bergen,
welches bei der Diskussion der Ergebnisse beachtet werden sollte. In den Tabellen 3.7, 3.9
und 3.11 wurden die einzelnen Populationen daher groBeren Regionen zugeordnet, um
verlasslichere Aussagen zur Diversitdt in diesen Regionen treffen zu konnen. Mit grofBer
Sicherheit kann eine sehr geringe Diversitit fiir die Nordhemisphdre im Vergleich zur
Stidhemisphére verzeichnet werden (sowohl fiir die U. trachycarpa- als auch fir die U.
perpusilla-Gruppe), da weit auseinander liegende Populationen zumeist denselben oder aber
sehr nah verwandte Haplotypen haben (Tab. 3.7, 3.9). Dies wirkt sich auf die
Gesamthaplotypdiversitit der U. trachycarpa-Gruppe (87%) aus, die niedriger als bei den
anderen Gruppen ist (U. perpusilla: 98%/ U. aurantiaco-atra: 95%). Das Diversititszentrum
der Neuropogon-Gruppe und ihrer einzelnen Arten liegt eindeutig in der siidlichen
Stidhemisphére, je nach Gruppe in Feuerland, benachbarten Regionen (Santa Cruz) oder der
maritimen Antarktis (vorgelagerte Inseln der antarktischen Halbinsel). Die kontinental
antarktischen Standorte wurden nicht stark besammelt, aber sowohl in der U. trachycarpa-,
als auch in der U. perpusilla-Gruppe ist die Haplotyp-Diversitét (81% und 91%) zumindest
geringer als in der maritimen Antarktis und im siidlichen Siidamerika. Die kontinentale
Antarktis ist auch als geobotanische Region sehr viel artendrmer als die maritime Antarktis.
OVSTEDAL & LEWIS SMITH (2001) geben eine dreimal geringere Flechtendiversitit an. Dies
liegt an den dort herrschenden, extremen klimatischen Bedingungen, die bedeutend
schlechter sind als in der maritimen Antarktis (kaum Regen, nur 10-15 Wochen schneefreie
Sommerperiode in den Kiistenregionen bzw. 1-3 Monate Tageslicht in Nunatakregionen).
Somit sind die Flechten iiber weite Teile des Jahres inaktiv und mdglicherweise ist auch die
Mutationsrate herabgesetzt. Kontinental antarktische Flechten sind allerdings sehr gut an die
extremen Bedingungen angepasst und konnen schon bei Minustemperaturen Photosynthese

betreiben (KAPPEN et al. 1996).
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U. trachycarpa, von WALKER (1985) als charakteristisch im Tiefland vorkommende
Neuropogon-Art beschrieben, zeigt am tiefsten besammelten Standort in Patagonien, Monte
Aymond in Santa Cruz (sieche Abb. 3.11), ca. 200 m alt., die hochste Haplotypen- und

Nukleotiddiversitét. Es handelt sich hier ausnahmslos um tiippige, fertile Individuen.

Das Diversititszentrum der fertilen Individuen der U. perpusilla-Gruppe liegt nach den
Angaben WALKERs (1985) in den Hohenlagen der Anden des siidlichen Siidamerikas. Diese
Aussage wird durch die molekulare Untersuchung unterstiitzt. Es sind verschiedene sehr
diverse Populationen zu verzeichnen, bis hin zur einer Haplotypdiversitit von 100% in Tierra
del Fuego. Auch am Cerro Catedral in Bariloche ist die Diversitdt sehr hoch (96%). In beiden

Populationen handelt es sich vornehmlich um fertile Individuen.

Die U. aurantiaco-atra-Gruppe hat einen siidlicheren Schwerpunkt und zeigt die grofte
Haplotypdiversitit in der maritimen Antarktis. Sorediose Individuen sind in diesem Fall

diverser als fertile Individuen.

Einige der untersuchten Gebiete sind nicht personlich und wenig intensiv besammelt worden.
Flechtenmaterial aus der kontinentalen und siidlichen maritimen Antarktis, sowie aus
Ecuador und Teilen der Nordhemisphidre wurde von Kollegen fiir diese Studie gesammelt
oder aber aus Herbarien entnommen. Die meisten Kollegen kannten den Zweck dieser Studie
und haben Standorte dementsprechend intensiv besammelt. Fiir einige der Populationen
konnen aber keine Aussagen zu den Standortbedingungen und zur Art und Weise der
Aufsammlung getroffen werden. Mdoglicherweise wurden z. T. dicht nebeneinander
wachsende Individuen untersucht, was die Diversititswerte von Standorten im Vergleich zu
selbstbesammelten Standorten vergleichsweise niedrig erscheinen lassen kann. Andererseits
wurden Individuen von nah gelegenen Standorten, vor allem in der kontinentalen und
siidlichen maritimen Antarktis, Ecuador und der Nordhemisphire zu Populationen
zusammengefasst. Dies war notwendig, da keine zusammenhingenden groBflachigen
Aufsammlungen zur Verfiigung standen. Durch diese Vorgehensweise konnen Verzerrungen
ausgeglichen oder aber auch entstanden sein. Die Diversitdt siidhemisphérischer Gebiete
konnte hoher erscheinen, als sie tatsdchlich ist. Weiterhin muss die Diversitit an einzelnen
Standorten kritisch im Hinblick auf sympatrisch vorkommende Arten betrachtet werden.
Zwei Arten an einem Standort konnen diesen sehr divers erscheinen lassen. Der letzte Punkt

sollte aber durch die Nested Clade Analyse aufgeklirt werden kdnnen.
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B-4.2 Artabgrenzung und phylogeographische Interpretation der Gruppen

Die Interpretation der phylogeographischen Folgerungen aus der Haplotypverteilung und
geographischen Ausbreitung der Haplotypen erfolgt in den drei bereits bekannten Gruppen.

B-4.2.1 Die U. trachycarpa-Gruppe

Die NCA der U. trachycarpa-Gruppe unterstiitzt keine Artabgrenzung innerhalb der Gruppe,
da keine eindeutigen Fragmentationsereignisse aus den Mustern der Distanzwerte
geschlossen wurden (Tab. 3.14). Fiir Riickschliisse auf phylogeographische Prozesse sind
Clade 4-2 und die intern geschachtelten Clades 3-5, 2-10 und 2-11 besonders interessant, da
sich in diesem Teil des Netzwerkes die klonartigen U. sphacelata 1-Individuen der
Nordhemisphire befinden (sieche Abb. 3.14, 3.20). Um Riickschliisse auf die geographische
Verbreitung in Clade 3-5 (U. sphacelata 1) ziehen zu konnen, mangelt es an ausreichenden
geographisch verteilten Aufsammlungen. In Clade 4-2 (3-4 und 3-5) handelt es sich
moglicherweise um zwei Arten (fertil und soredids), aber die Schlussfolgerung der NCA fiir
diesen Clade ist eine ,zuriickliegende zusammenhidngende Gebietserweiterung von
Feuerland bis in die Nordhemisphére. Eine zusammenhéngende Ausbreitung muss sich iiber
die klimatisch nur schwer passierbaren Tropen vollzogen haben. Die beste Mdglichkeit fiir
eine solche Ausbreitung war wihrend des ca. 18.000 Jahre zuriickliegenden letzten glazialen
Maximums (LGM) bzw. wihrend des Riickzugs der Gletscher in der darauf folgenden Zeit
(DARLING et al. 2000). Das LGM ging mit einer signifikanten Abkiihlung der Tropen einher
(GUILDERSON et al. 1994, STUTE et al. 1995), so dass sich kélteliebende Organismen
moglicherweise den (zuriickweichenden) Gletschern folgend iiber die Hochgebirgsketten
Stid-, Mittel- und Nordamerikas ausbreiten und postglazial bis in den arktischen Polarkreis
vordringen konnten. STENROOS (1993) folgert diesen Ausbreitungsweg aus der heutigen
Verbreitung von Cladonia und dhnlichen Taxa in der Stidhemisphére. Im Falle von U.
sphacelata stehen der Glaubwiirdigkeit einer solchen Theorie allerdings sehr grofle
Verbreitungsliicken entgegen. Zwar ist U. sphacelata 1 in den Hochgebirgen tropischer
Lander zu finden und auch im zentralen mexikanischen Hochgebirge (Pico de Orizaba) ist
eine U. sphacelata 1-dhnliche Art gefunden worden, aber in den Rocky Mountains und ihren
Auslédufern ist man trotz intensivem Suchens bisher nicht fiindig geworden (IMSHAUG 1954).
Geht man von einer (post-)glazialen Ausbreitung aus und argumentiert mit einem Riickzug
der Art in den arktischen Polarkreis, erscheinen die genetischen Diversititswerte fiir die

Nordhemisphire (Tab. 3.7) unglaubwiirdig niedrig, da fast keine Mutationen aufgetreten sind.
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Sie lehnen eine historisch begriindete, langwierige und zusammenhéngende Ausbreitung und
damit zwangsldufig einhergehende Riickzugs-, Fragmentations- und Isolationsereignisse ab.
Entsprechend der vorliegenden Daten erscheint nur eine relativ rezente Fernverbreitung als
Erklarung moglich zu sein, wobei das NCA-Ergebnis dieser Interpretation widersprechen
wiirde. Verschiedene Theorien zur Verbreitung von U. sphacelata existieren, wobei schon
immer von einem Verbreitungszentrum Neuropogons in Slidamerika ausgegangen wurde
(VAN ZINDEREN BAKKER 1970). LYNGE (1941) und DURIETZ (1940) gehen von einer sehr
weit zuriickliegenden Verbreitung in die Nordhemisphére aus, ohne sich genau festzulegen.
WALKER (1985) spekuliert anhand von Theorien nach RAVEN & AXELROD (1974) {iber eine
Migration entlang vulkanischer Inseln, bevor sich die Landverbindung zwischen Nord- und
Stidamerika ausprigte. Sie registriert allerdings auch die Gleichformigkeit der nordhemis-
phérischen Populationen im Vergleich zur Siidhemisphére, die ihrer Meinung nach eher fiir
eine rezente Migration sprechen. Fernverbreitung wird aber nicht explizit als Moglichkeit
genannt. THOMSON (1972) geht zumindest in der arktischen Nordhemisphédre von einer
schnellen post-glazialen Verbreitung von Thallusfragmenten und Sporen durch Wind aus.
MYLLYS et al. (2003) legen Fernverbreitung fiir die bipolare Verbreitung zweier Cladonia-
Arten nahe, obwohl die siid- und nordhemisphérischen Proben deutlich mehr genetische
Variabilitdt als im vorliegenden Fall zeigen. Allerdings handelte es sich um sporenbildende
Arten, die fiir eine Fernverbreitung pridestinierter erscheinen (GALLOWAY & APTROOT
1995). Fernverbreitung ist ein sehr umstrittenes Phédnomen, vor allem wenn es um die
Uberquerung des tropischen Giirtels geht. VAN ZANTEN & Pocs (1981) halten eine
Moossporenverbreitung iiber den Aquator fiir ausgeschlossen. GALLOWAY & APTROOT
(1995) hingegen sehen Fernverbreitung fiir Pilze mit kleinen Sporen als eine mogliche
Erklarung fiir die bipolare Verbreitung von Flechten (MYLLYS et al. 2003). Die Tatsache,
dass die kosmopolitisch verbreitete Pilzart Serpula himantioides offensichtlich weltweit
panmiktisch ist (KAUDERUD et al. 2006), was anhand verschiedener molekularer Methoden
belegt werden konnte, macht eine Fernverbreitung auch fiir Flechtenarten sehr
wahrscheinlich.

Man muss bei der Auswertung der NCA beriicksichtigen, dass es sich auch bei
Fernverbreitung um eine Form von Gebietserweiterung handelt. Bei genauerer Betrachtung
der Distanzwerte in Clade 4-2, erkennt man, dass Bedingungen fiir eine Fernverbreitung z. T.
gegeben sind. Die Voraussetzungen fiir Riickschliisse auf historische Gebietserweiterungen
nach CANN (1987) und TEMPLETON et al. (1995) sind Haplotypen, die auf eine

Ausgangsregion begrenzt sind und von diesen abstammende Haplotypen, die weit verbreitet
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sind. Diese Bedingungen sind in Clade 4-2 gegeben. Bei Fernverbreitung konnen die D.-
Distanzwerte signifikant klein sein, wie in Clade 3-5, aber die D,’s sollten entsprechend der
Verbindung zu den Haplotypen im Ausgangsgebiet groB3 sein (siche Abb. 3.21). Das Problem
liegt also in dem signifikant kleinen D,-Wert fiir den ,tip’-Clade 3-5. Dieser Wert kommt
durch die extrem weite Ausdehnung ein und desselben Haplotyps HS in der Nordhemisphire,
verbunden mit einer hohen Besammlung (28 Individuen), zustande. Das geographische
Zentrum des Clades 4-2 wird damit weit in die Nordhemisphére gelegt und die D,’s fiir den
internen Clade 3-4 werden signifikant gro3 bzw. fiir Clade 3-5 signifikant klein. Das
Signifikanzmuster ist dadurch verzerrt und fithrt schlieBlich zu einer falschen
Schlussfolgerung. Auch PRINTZEN et al. (2003), die die Phylogeographie einer disjunkt
verbreiteten Flechte, Cavernularia hultenii, untersucht haben, hatten Probleme mit Hilfe der
NCA realistische Riickschliisse auf die Verbreitungsgeschichte dieser Flechte zu ziehen.
MORANDO et al. (2003), die Eidechsen in den hohen Anden und Steppengebieten Patagoniens
untersucht haben und die NCA zur Artabgrenzung einsetzten, bemerken, dass einige der
Ergebnisse der NCA Artefakte des iibermdfig zerstreuten geographischen Samplings sind,
auch wenn der Schliissel eine ausreichende Beprobung anzeigt. Wenn bereits bei
Entfernungen innerhalb eines begrenzten Gebietes in Patagonien und relativ dichtem
Sampling auf Artefakte geschlossen werden kann, ist es sehr wahrscheinlich, dass diese auch
bei viel groferen Entfernungen und liickenhaftem Sampling bei Flechten auftreten konnen.
Eine ausfiihrlichere Besammlung der Siidhemisphére und Reduzierung der Individuen in der
Nordhemisphire wiirde die Distanzwerte moglicherweise dndern. Die NCA ist auf
Extremereignisse wie diese nicht ausgelegt und mir ist nicht bekannt, dass sie an Organismen
mit anndhernd weiter Verbreitung bereits durchgefiihrt wurde. Die meisten Organismen sind
auf viel kleinere Verbreitungsgebiete beschrinkt, Fernverbreitungen liegen zeitlich meist
weiter zuriick und fithren im Regelfall nicht zu einer so erfolgreichen Besiedlung der

gesamten Nordhemisphire.

Wie diese Besiedlung verlaufen ist, ist nur zu vermuten. Die grofSite Wahrscheinlichkeit einer
Fernverbreitung iiber diese Distanz liegt im Vogelzug. BAILEY & JAMES (1979) fanden
beachtliche Mengen von Soredien, Sporen und Flechtenfragmenten an den Fiilen
verschiedener Vogel. Die Autoren spekulierten, dass die Verbreitungsmdoglichkeit auch auf
langeren Zugstrecken der Vogel bestehen und eine Ursache fiir Fernverbreitung sein konnte.
Auch bei hoheren Pflanzen und Moosen wird dieser Verbreitungsweg als plausible
Moglichkeit gesehen (z. B. MILBERG 1992). Es gibt mindestens zwei Vogelarten, die

prinzipiell fiir eine Fernverbreitung in Frage kommen: Kiistenseeschwalben (Sterna
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paridisaea) briiten im gesamten arktischen Polarkreis und fliegen zum Uberwintern bis an die
antarktischen Kiisten. Thr Vogelzug fiihrt sie zumeist entlang der afrikanischen Westkiiste
oder stidamerikanischen Ostkiiste bis in das antarktische Polargebiet. In Ostsibirien und
Alaska briitende Kiistenseeschwalben wandern auch entlang der Westkiiste des
amerikanischen Doppelkontinents bis zur siidlichen Packeisregion, iiberwintern aber z. T.
auch schon an den Kiisten Chiles und Argentiniens. Auch Buntful-Sturmschwalben
(Oceanites oceanicus) unternehmen weite Migrationen von ihrem Brutgebiet, der Antarktis,
in arktische Gebiete. Diese Vogel stellen mdgliche Ubertriiger von Flechtenmaterial aus der
Andenregion bzw. Antarktis in die Nordhemisphire dar. Fiir eine schnelle Ausbreitung
innerhalb der Arktis konnen Wind und Vogel gleichermallen verantwortlich sein (THOMSON
1972). Sind die Soredien klein genug, konnen sie theoretisch mit starkem Wind transportiert
werden. Moglicherweise werden auch nur Teile von Soredien aufgegriffen und verweht. Bei
einer Grofle von ca. 10um, was ungefdhr zwei umsponnenen Algenzellen entspricht, die im
trockenen Zustand entsprechend leicht sind, ist ein Transport iiber hunderte von Kilometern
moglich (DUCE 1995).

Ein seltener Neuropogon-Fund im Hochgebirge der Mongolei am Otgontenger in 3500m
Hohe, konnte leider nicht molekular untersucht werden, weil das Material zu alt war.
Morphologisch und chemisch wurde das gut entwickelte Exemplar jedoch eindeutig U.
sphacelata 1 zugeschrieben. Wie weit die Art in Nordasien verbreitet ist, ist unklar. In vielen
Publikationen, sehr ausfiihrlich bei LYNGE (1941), wird sie von den Inseln des nordlichen
Polarkreises, aber niemals vom Festland beschrieben. So fehlt die Art in ganz Skandinavien,
wo intensiv nach ihr gesucht wurde. Die sibirische Kiistenregion ist weniger gut untersucht
und U. sphacelata 1 konnte von dort das mongolische Hochland besiedelt haben.

Das Ritsel um die weit verbreitete U. sphacelata 1 kann mit den vorhandenen Mitteln nicht

vollstdndig aufgelost werden.

Fiir Clade 2-11 innerhalb 3-5 ldsst sich wiederum eine ,,zusammenhingende Gebiets-
ausweitung™ ableiten. Betroffen sind alle nordhemisphérischen und ecuadorianischen
Individuen und hier besonders Haplotyp H9 (,tip’-Clade 1-22) mit zwei Proben aus Ecuador,
die sich durch eine Deletion und eine Mutation an den Positionen 882 und 883 von HS5
unterscheiden. Die Argumentation geht in eine andere Richtung als in Clade 4-2, da Clade 1-
21 mit dem zentralen Haplotyp HS5, ein interner Clade ist, von dem aus die
zusammenhdngende Ausbreitung ausgeht. Dies erscheint fraglich. Man muss davon

ausgehen, dass es sich bei den Haplotypen H9, H8 und H5 um eine Auswahl an Allelen des
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Genpools der ecuadorianischen Populationen handelt, von denen H5 durch ein bzw. wenige
Fernverbreitungsereignisse in die Nordhemisphdre verbreitet wurde. ,,Zusammenhédngende

Gebietsausweitung* als historischer Prozess ist demnach eine falsche Interpretation.

Fiir Clade 1-21 innerhalb des Clades 2-11 wurde ein moglicher Fragmentations- bzw.
Isolationsprozess durch Entfernung gefolgert. Dies betrifft drei Individuen von der Diskoinsel
in Gronland, H17, die sich durch eine Mutation an Position 1266 (Tab. 3.6) von Haplotyp H5
abgrenzen. Das Sampling dieser Population ist zu klein, um relevante Aussagen zu treffen.
Die grof3e genetische Nihe der beiden Haplotypen spricht nicht fiir eine Fragmentation (siche
auch HUDSON 1990, HEY 1991). Auf der Diskoinsel kann zufillig eine Population besammelt
worden sein, in der eine einzelne Mutation aufgetreten ist, die sich durch Soredien an der
Sammelstelle ausgebreitet hat. Es ist aufgrund der kontinuierlichen Verbreitung in der
Nordhemisphire wahrscheinlich, dass auf der Diskoinsel auch Individuen mit der weit
verbreiteten Haplotypensequenz (HS5) vorkommen. LYNGE (1941) berichtet von einer starken
Besiedlung der Diskoinsel und dem noérdlich angrenzenden Festland und spekuliert iiber eine
durchgingige U. sphacelata-Verbreitung von der Diskoinsel in Richtung Nordpol. Es handelt
sich daher wohl um ein rezentes Mutationsereignis, was vielleicht einen Hinweis auf

zukiinftige Differenzierung in der Arktis gibt.

Das U. trachycarpa-Netzwerk als Ganzes betrachtet zeigte keine Aufteilung in duflere und
innere Clades. Um trotzdem eine signifikante Verbindung von Haplotypen und Geographie,
die fiir das gesamte U. trachycarpa-Netzwerk vorliegt, auszunutzen, wurde die zweite
Modifizierung (**) (Tab. 3.14) favorisiert: 4-1 als interner und 4-2 als duflerer Clade. Die
Festlegung auf eine der Moglichkeiten folgte aus der Berechnung eines MJ-
Gesamtnetzwerkes aller Gruppen, das Clade 3-2 (und damit 4-1) als internen Clade zu den
anderen 3-Schritt-Clades zeigt.

Ausgehend von Clade 4-1, mit einem geographischen Zentrum in der Region Feuerlands, soll
hier eine zusammenhdngende Ausdehnung des Verbreitungsgebietes hin zu Clade 4-2, mit
einem errechneten geographischen Zentrum in der Nordhemisphére, erfolgt sein, wobei alle
Individuen der U. trachycarpa-Gruppe als zusammenhingende Art betrachtet werden. Mit
dieser Verbreitungstheorie verbundene Schwierigkeiten wurden in aller Ausfiihrlichkeit oben

diskutiert.

Die Moglichkeit relativ junger und z. T. sympatrisch vorkommender Arten, wird von der
NCA nicht registriert, was den Ausfiihrungen in TEMPLETON (2001) widerspricht. Die grof3en
Sammelliicken in dieser Gruppe konnten ein Problem darstellen und wirken moglicherweise

verfilschend, sind aber bei der Ausdehnung von Arten liber sehr weite Entfernungen fast
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nicht zu beheben. Eine Kombination aus den aufgefiihrten Problemen scheint die Auflésung
historischer Populationsprozesse erheblich zu erschweren. Sympatrische Artbildung ist ein
theoretisch lange verkannter (biologisches Artkonzept) und praktisch schwer identifizierbarer

Prozess und stellt offensichtlich auch fiir die NCA eine Herausforderung dar.

Bei der Verbindung morphologischer und chemischer Daten der U. trachycarpa-Gruppe mit
dem Netzwerk tritt das Problem kleiner Individuenzahlen in Clades sehr deutlich auf (siche
Tab. 3.19). Clade 3-3 enthilt nur 2 Individuen und wurde daher in jedem Kontingenztest zu
dem ihm dhnlichsten Clade, 3-2, hinzugerechnet. Auch Clade 3-4 musste zum Grofteil dieser
Gruppe zugerechnet werden, so dass alle fertilen Individuen hiufig als gemeinsame Gruppe
betrachtet wurden. Dies geschah unter genauer Inspektion der Daten fiir die jeweiligen
Clades, die in den meisten Féllen nicht signifikant voneinander abwichen. Insgesamt
erscheint die Gruppe morphologisch und chemisch sehr variabel und es gibt trotz vieler
signifikanter y>-Werte in den Tests wenige Merkmale, die einzelne Clades eindeutig
abgrenzen. Clade 3-5 (U. sphacelata 1) und 3-1 (U. subantarctia) haben im Gegensatz zu 3-
4, 3-3 und 3-2 (U. trachycarpa) immer Sorale. Auch wenn in Clade 3-1 zum Teil Individuen
mit Apothecien vorkommen, weisen diese zusétzlich Sorale auf. In den Clades 3-2 und 3-3
kommen ca. in der Héilfte der Félle Sorale, ansonsten Apothecien vor, was darauf hinweist,
dass die als fertile Art beschriebene U. trachycarpa (STIRTON 1881) auch soredidse Formen
aufweist. In Clade 3-4 allerdings kommen nur Individuen mit Apothecien vor. In Clade 3-5
sind Sorale in den meisten Féllen sehr hiufig, gehen ineinander iiber und erscheinen in ca. %
der Individuen auch an den Hauptdsten. In den anderen Clades schwankt die Héufigkeit der
Sorale zwischen punktuell vorkommend und hdufig und sie befinden sich fast ausschlieSlich
an Seitendsten und Spitzen.

Das Merkmal ,,Papillen” ist im Test zwar signifikant, aber innerhalb der Gruppen sehr
variabel und muss differenziert werden. In Clade 3-1 (U. subantarctica) kommen zumeist
Individuen mit feinen, pigmentierten Papillen vor. In Clade 3-5 hingegen sind pigmentierte
Papillen eher selten und die vorhandenen unpigmentierten Papillen nur zu % fein. 4 der
Individuen hat gar keine Papillen. Die U. trachycarpa-Clades haben hauptsichlich
unpigmentierte Papillen oder beides. Fibrillen kommen in den Clades 3-1 bis 3-4
durchgiingig vor und auch in Clade 3-5 hiufig. Stark ausgeprigte Fibrillen finden sich vor
allem in den Clades 3-4, 3-3 und 3-2, wobei sie in 3-1 und 3-5 immer moderat sind.

Der Sekundérastansatz ist in U. subantarctica (3-1) bei weniger als der Hilfte der
Organismen verbreitert und die Thallusbasis ist im Gegensatz zur soredidsen U. sphacelata 1

meist hell oder z. T. schwarz pigmentiert. Fast % der U. sphacelata 1 Individuen haben eine
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braun gefirbte Thallusbasis. Die anderen Clades unterscheiden sich in diesem Punkt nicht
von U. subantarctica. Die Kortexschnittflache, die sich bei einem Léngsschnitt durch den
Thallus zeigt, ist zwar in der gesamten Neuropogon-Gruppe glinzend, aber nicht so deutlich
glinzend wie bei der Hélfte aller U. subantarctica Individuen. Bei U. sphacelata 1 kann
dieses Merkmal sich manchmal matt auspriagen.

Die ANOVA ergibt mit den Mittelwerten der Zentralachsendicke (in %) relativ eindeutige
Ergebnisse: Clade 3-1 (U. subantarctica) hat mit 30.1% den niedrigsten Mittelwert, Clade 3-
2 (+ 3-3) und 3-4 (U. trachycarpa) haben @hnliche Achsendicken mit 34.9 und 36.8% und
Clade 3-5 (U. sphacelata 1) weicht mit 43.7% deutlich davon ab.

Die sekundéren Inhaltsstoffe zeigen deutliche Muster: Clade 3-5 hat auer Dibenzofuranen in
zwei von drei Proben keinerlei Inhaltsstoffe. Clade 3-4 hingegen hat durchgiingig Depsidone
in Form von Norstictin- und zum Teil Salazin-, sowie Quaesitinsdure. Clade 3-2 (+3-3) zeigt
nur in % der Proben Depsidone in Form von Norstictin-, Salazin- und Quaesitinsdure,
allerdings finden sich in diesem Clade auch einige antarktische Individuen, die nach eigenen
Beobachtungen generell eher selten Sekundirstoffe ausbilden. AuBerdem kommt in diesen
Gruppen sporadisch Neotricon vor und Dibenzofurane zeigen sich nur bei ca. %5 der Proben.
Clade 3-1 (U. subantarctica) schlieBlich hat charakteristischerweise Depsidone in Form von
Norstictinsdure, wobei Salazinsdure fast nicht vorkommt. Auch hier neigen antarktische
Individuen dazu keine Inhaltsstoffe zu bilden. Dibenzofurane sind selten.

Es wird klar, dass es bei allen Merkmalen mehr oder weniger deutliche Tendenzen hin zu den
einzelnen Gruppen gibt, aber meist keine eindeutige Zuweisung getroffen werden kann. Dies

kann als Zeichen fiir eine zusammenhéngende Art gedeutete werden.

WALKER (1985) bezeichnet U. trachycarpa als Primérart, also fertile Ausgangsart, der
soredidsen U. subantarctica und als leicht bestimmbar durch die braunen Apothecien. U.
trachycarpa kommt aber offensichtlich auch als sorediése Form vor und ist dann deutlich
schwerer von U. subantarctica zu unterscheiden. Das ist vor allem in der Antarktis der Fall,
wo beide Gruppen meist soredids vorkommen und auch chemische Unterscheidungen
vielfach nicht eindeutig sind. Die Tatsache, dass die Gruppen I, II und III der Netzwerke
(Abb. 3.14 und 3.15) an den antarktischen und einigen patagonischen Standorten (Lapataia
Bay, Glaciar Martial und El Chalten) nebeneinander vorkommen, aber trotzdem abgegrenzte
Gruppen mit zentralen Haplotypen darstellen und das Zentrum der Gruppe I deutlich
abgetrennt in den hohen Anden (El Chalten) liegt, sowie die Tatsache, dass die Haplotypen
der Gruppe I im Gegensatz zur Verteilung der Gruppen II + III alle eng zusammen liegen,

konnen auf eine abgegrenzte Art schlieBen lassen. Morphologisch unterscheiden sich die
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Gruppen in der Farbe der Papillen, der Haufigkeit von Fibrillen, dem Sekundérastansatz, der
Kortexschnittfliche sowie dem Durchmesser der Zentralachse und der chemischen
Variabilitdt, allerdings in keinem Merkmal eindeutig. Jedoch wird die zweite Nullhypothese
(TEMPLETON 2001) in vielen Merkmalen signifikant abgelehnt, was auf getrennte Arten
hinweist. Peripatrische Artbildung von U. subantarctica, durch ein Besiedlungs- und
Isolationsereignis in den hohen Anden ausgehend von U. trachycarpa, deutet sich an, kann
aber nicht vertieft werden. Sieht man Gruppe I und auch Gruppe IV als eigenstindige Arten,
ist es moglich, dass innerhalb der sehr diversen, weit verbreiteten U. trachycarpa weitere
isolierte Abstammungslinien vorhanden sind (z. B. H28, H29), die aber aufgrund
unzureichendem Samplings hier nicht weiter verfolgt werden kdnnen. U. trachycarpa wird
bis auf Weiteres als polyphyletische Art angesehen. HENDRIXON & BOND (2005) leiten aus
einer dhnlichen polyphyletischen Art, die auch geographisch sehr nah zusammenliegt, einen
kryptischen Artkomplex ab. Sie weisen auf die groe Anzahl para- und polyphyletischer
Arten hin, die in den letzten Jahren bei Pflanzen und Tieren gefunden wurden (CRisP &
CHANDLER 1996, FUNK & OHMLAND 2003). Aufgrund unzureichender Daten wird in diesem
Fall darauf verzichtet. Die U. trachycarpa-Gruppe ist im Hinblick auf Artbildung eine hochst
interessante Gruppe, die durch zusétzliche Proben und weitere Standorte intensiver

untersucht werden sollte.

B-4.2.2 Die U. perpusilla-Gruppe

In der U. perpusilla-Gruppe tritt das Problem auf, dass sehr viele Haplotypen aus nur einem
Individuum bestehen (,sigletons’). Dies zeigt zum einen, dass diese Gruppe sehr divers ist,
aber auch, dass das Sampling fiir die Gruppe zu klein ist. Es gibt wenige sternformig und
viele linear angeordnete Gruppen. Dies alles kann sich problematisch auf die Anwendung
und die Ergebnisse der NCA auswirken. Eine Ausnahme bilden die Untergruppen VII und
VIII (Abb. 3.16), die relativ viele Individuen umfassen, dafiir aber grofle geographische
Sammelliicken aufweisen.

Die NCA-Ergebnisse deuten auf zwei mogliche Fragmentationsereignisse in der Gruppe hin.
Beide historischen Populationsevents liegen innerhalb des Clades 5-1 (siehe Abb. 3.22). In
beiden Féllen kann aufgrund des geographischen Samplings nicht zwischen Fragmentation
oder Isolation durch Distanz unterschieden werden. Das Fragmentations- oder
Isolationsereignis in Clade 4-3 betrifft die auf Bariloche beschrinkte Gruppe Usnea sp. nov.
1 mit gelben Apothecien (Clade 3-7), die als einziger Clade signifikant kleine Distanzwerte

zeigt (Abb. 3.23). Nach TEMPLETON et al. (1995) miisste bei einem Fragmentationsereignis
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typischerweise auch der D.-Distanzwert fiir den intern liegenden Clade 3-5 signifikant klein
sein, da interne und duflere Clades bei Fragmentation gleichwertig sind. Dieser Clade enthélt
allerdings Individuen aus El Chalten (H22, H23) und dem weit entfernten Ecuador (H33) und
ist daher nicht signifikant klein. In Clade 3-6, H24, kommen zwei weitere Individuen aus
Bariloche vor, was ein Fragmentationsereignis fragwiirdig erscheinen ldsst. Ob es sich in
diesem Fall um Fragmentation handelt, sollte auch mit Blick auf das hohere Clade-Level

beantwortet werden.

Das Fragmentations- bzw. Isolationsereignis innerhalb von Clade 5-1 betrifft den gesamten
Clade 4-1, der nur Individuen von Glaciar Martial (Feuerland) enthdlt. Ein weiteres
Individuum aus Feuerland HI1 steht aufgrund der ,Nesting’-Regeln im Nachbarclade 4-2,
gehort aber geographisch zu Clade 4-1. Clade 4-1 hat einen signifikant kleinen D.-Wert und
4-2 hitte ohne H1 auch einen signifikant kleinen D.-Wert, da er ansonsten nur aus Individuen
aus Bariloche besteht. Diese Verdnderung des ,Nestings’ wiirde ein Fragmentationsereignis
wahrscheinlicher machen. Fiir eine Fragmentation sprechen zudem die vielen
Mutationsschritte, die zwischen den Untergruppen I und IV (12 Schritte), bzw. auch
zwischen I und III (13 Schritte) und IV und III (11 Schritte) liegen (Abb. 3.16) (HUDSON
1990, HEY 1991). Allerdings liegen die Haplotypen innerhalb der Untergruppe I z. T. auch 13

Mutationsschritte auseinander.

Eine Unterscheidung zwischen Fragmentation oder Isolation durch Distanz ist nicht zu
treffen. Die Tatsache, dass alle fertilen U. perpusilla-Individuen in Bariloche oder Feuerland
gesammelt wurden, zusammen mit der Tatsache, dass am Standort El Chalten, auf halbem
Weg zwischen Bariloche und Feuerland (sieche Abb. 3.12), keine fertilen U. perpusilla
auftraten, macht eine Isolation und unabhingige Entwicklung durch Entfernung im 2000 km
weiter stidlich liegenden Feuerland gleichwohl wahrscheinlich. WALKER (1985) allerdings
erwéhnt fertile U. perpusilla-Proben aus Santa Cruz, aus der Nihe El Chaltens. Es wire sehr
interessant diese Proben zu untersuchen, um festzustellen, welchem Clade sie zugeordnet
werden konnen. Sollten es intermedidre Proben sein, wire von einer kontinuierlichen
Ausbreitung in den Anden auszugehen und sowohl Fragmentations- als auch
Isolationsereignisse, wiren aufgrund des unzureichenden geographischen Samplings
abzulehnen. Leider gibt es zu viele Sammelliicken, um Aussagen mit gro3er Bestimmtheit zu

treffen.

Morphologische und chemische Merkmale wurden mittels Kontingenztafeltests auf ihre
Kongruenz mit den in der molekularen Analyse gefundenen Gruppen untersucht. Die

Kontingenztafeltests zeigen einige signifikante Werte, die Anlass geben, die Verteilung der
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einzelnen Merkmalsausprigungen in Clade 5-2 genauer zu untersuchen. Dabei ist es sinnvoll
Clade 3-7 (Untergruppe III) gesondert von den Clades 3-5 und 3-6 (Untergruppe II) zu
betrachten. Die Individuen in Clade 3-7 haben alle gelbe bis braunliche Apothecien, z. T. mit
schwirzlicher Einfiarbung, wobei die Untergruppe II rein soredids ist. In 4-1 kommen nur
schwarze Apothecien vor, die sich von z. T. schwarz-gelblichen Apothecien in 4-2 und 4-4
abgrenzen. Clade 3-7 hat im Gegensatz zu Untergruppe II nur in einem Fall Isidiomorphe, die
in Gruppe II durchweg vorkommen. Die anderen Clades zeigen keine Isidiomorphe.

Die Thallusoberfldchen ist bei Individuen des Clades 3-7 sehr glatt, wodurch sich diese von
den meisten ndchstverwandten Individuen innerhalb des Clades 4-3 abgrenzen. Ansonsten ist
das Merkmal eher variabel. Eine der Oberflachenstrukturen sind Papillen. Leider war die
Kontingenzberechnung auf der 4-Schritt-Ebene nicht moglich, da die Verteilung des
Merkmals es nicht zulieB. In der gesamten U. perpusilla-Gruppe kommen Papillen nur in
Clade 4-1 vor. Hier sind sie ein bestdndiges Merkmal: winzig, pigmentiert oder
unpigmentiert. Dies ist einer der Griinde, weshalb LAMB (1948) Proben aus Feuerland als
eigenstindige Forma (f. ushuaiensis) von Neuropogon rohmederi (synonym mit U.
perpusilla) abtrennte.

Fibrillen sind in 3-5 und 3-6 des Clades 4-3 zum gréften Teil sehr iippig vorhanden, wobei
sie in 3-7 zwar bei der Hélfte der Individuen auftreten, aber nicht auffillig sind. Die anderen
Gruppen 4-1, -2 und —4, haben bestindig Fibrillen, wobei diese in Clade 4-1 hédufig verstarkt
an den Seitendsten auftreten. Kortexgriibchen sind nur fiir Clade 4-1 ein deutliches Merkmal.
Sie kommen hier nur in Individuum 235-11 vor und fehlen ansonsten. In den anderen fertilen
Gruppen sind Kortexgriibchen hiufig (je %5 in Clade 4-2 und 4-4) und z. T. sehr stark
ausgeprigt (in Clade 4-4). Kortexrisse kommen selten in den Clades 4-4 und 4-1 vor, aber
hiufig in den iibrigen Clades. Interessant ist, dass sich die fertilen Clades 4-4 und 4-2, die
sich eigentlich sehr &hnlich sind, durch die Form ihrer Basalteile unterscheiden. Dies konnte
durch Tests leider nicht untersucht werden. 4-2 hat immer eine wuchernde, breit aufsitzende
Basis, wobei 4-4 in 6 von 4 Fillen gestielte, abgesetzte Basalteile zeigt. Zudem ist die
Markschicht im Thallus sehr locker strukturiert und in allen anderen Clades, aul3er manchen
soredidsen Individuen in Clade 5-2, dicht. Zu diesem Ergebnis passt die z. T. extrem grubige
Thallusoberflaiche in Clade 4-4. Die Thallusbasisfarbe ist in sehr vielen Clades variable,
tendiert aber immer zu braun. In Clade 3-7 ist die Ausprigung durchgédngig braun und in
Clade 4-4 bis auf ein Individuum durchgéngig hell.

Auch die ANOVA-Ergebnisse sind in der U. perpusilla-Gruppe eindeutig. Die
durchschnittliche Zentralachsendicke fiir den gesamten Clade 4-3 liegt bei 49.3%. Teilt man
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den Clade in die Untergruppen II und III (3-7) auf, erhdlt man einen deutlichen Unterschied
von 53% fiir II und 47% fiir III. Dies ist ein weiterer Hinweis auf eigenstindige Gruppen.
Clade 4-2 und 4-1 unterscheiden sich nicht bedeutend: 4-2 mit 36.8% und 4-1 mit 39.5%. Die
Individuen in Clade 4-4 allerdings haben sehr diinne Zentralachsen mit durchschnittlich

30.5%.

Chemisch gibt es fiir die U. perpusilla-Gruppe kaum Analysemoglichkeiten, da so gut wie
keine Sekundirstoffe vorkommen. Allein in den Clades 3-5 und 3-6 kommt in fiinf
Individuen eine unidentifizierte Substanz vor, die sich in Neuropogon nur in dieser Gruppe
findet und nachtriglich identifiziert werden muss. Zudem enthalten drei Individuen des
Clades 4-1 Psoromsiure, ein Depsidon, das sich in der gesamten Neuropogon—Gruppe nur bei

einem Individuum in Clade 4-5 (221-3a) und einer U. trachycarpa-Probe findet.

WALKER (1985) bewertet die Merkmale von Neuropogon rohmederi f. ushuaiensis LAMB
(Clade 4-1) als morphologische Variation in U. perpusilla (kleine, schwarze Papillen, fast
glattes Excipulum mit Strahlen, kleine Unterschiede in der SporengréBe und
Hypotheciumhohe). Obwohl die anatomischen Strukturen nicht untersucht wurden, gibt es
zusétzliche morphologische Merkmale, die Neuropogon rohmederi f. ushuaiensis als
eigenstidndige Art rechtfertigen: Die Apothecien sind niemals gelblich, Fibrillen sind hdufig
an den Seitendsten vorhanden, es kommen so gut wie keine Kortexgriibchen vor, die
Zentralachsendicke weicht deutlich von den ndchstverwandten Gruppen ab und manche
Individuen enthalten Psorom als einziges Depsidon in der U. perpusilla-Gruppe. Zusammen
mit dem Ergebnis der NCA, was zwar nicht eindeutig bewertbar ist, aber die Gruppe
zumindest deutlich vom Rest der Individuen abgrenzt, kann Clade 4-1 als Art betrachtet

werden.

Das gleiche gilt fiir den Clade 3-7. Die gelbe Apothecienfarbe ist sehr charakteristisch und
Merkmale wie ein sehr glatter Thallus, méiBig viele Fibrillen und keine Isidiomorphe im
Gegensatz zum Nachbarclade 3-5, ein immer braunlicher Basalteil, eine deutlich dickere
Zentralachse und das Nichtvorhandensein der unidentifizierten Substanz, sowie die
geographisch abgegrenzte Region, machen es wahrscheinlich, dass eine neue Art vorliegt, die
nicht im Austausch mit der soredidsen Gruppe der Clades 3-5/3-6 steht. In beiden Fillen (4-
1/ 3-7) kann auch die zweite Nullhypothese (TEMPLETON 2001) aufgrund signifikanter
Merkmalsverteilung abgelehnt werden, was eine Artabgrenzung unterstiitzt.

Clade 3-5/3-6 miisste dann auch als eigenstdndige sorediose Art gesehen werden, denn die

Entfernung zu Clade 4-5, der zweiten soredidsen Gruppe ist zu weit und es liegen weder
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Ubergangsindividuen mit Soralen und Apothecien zu den fertilen Nachbararten vor, noch
legen die morphologischen und chemischen Merkmale, wie Achsendicke und Depsidon, eine

konspezifische Beziehung nahe.

Die U. perpusilla-Gruppe in Clade 4-2 liegt zwischen den beiden abgegrenzten Arten. In
wenigen Merkmalen, wie dichter Markstruktur, hdufigen Annulationen, ungestielter
Thallusbasis und durchschnittlich dickerer Zentralachse, hebt sie sich von Clade 4-4, der
morphologisch dhnlichsten Gruppe ab. Die Gruppen kommen sympatrisch vor, bilden aber
abgegrenzte Clades aus. KAUSERUD et al. (2006) entdeckten ein dhnliches Phinomen bei der
weltweit verbreiteten Basidiomyceten-Art Serpula himantioides, in der sie drei z. T.
sympatrisch vorkommende und morphologisch gleiche, aber genetisch deutlich ausgeprigte
Abstammungslinien feststellen konnten. Mit Hinweisen auf weitere Studien folgern sie, dass
kryptische Arten ein verbreitetes Phdnomen bei Pilzen sind. In ihrer Untersuchung waren
ribosomale DNA-Sequenzdaten, unter anderem ITS-Daten, kongruent mit AFLP-Daten des
gesamten Genoms. FERNANDEZ et al. (2006) beschreiben zwei kryptische Moosarten, die in
Kalifornien sympatrisch nebeneinander existieren, morphologisch gleich sind, aber genetisch
getrennt. Die Ausweitung molekularer Studien auf Populationen und geographisch groBere
Flachen hat zur Folge, dass immer hdufiger kryptische Arten entdeckt werden und eine
ungeahnte verborgene Biodiversitit deutlich wird (z. B. KROKEN & TAYLOR 2001, BOND &

SIERWALD 2002, HEBERT et al. 2004). Clade 4-4 kann als kryptische Art gesehen werden.

Weitere signifikante Beziehungen zwischen Geographie und Haplotypen aus der NCA liegen
in Clade 5-2 vor. Die biologische Interpretation fiir Clade 2-24 ,Zusammenhingende
Gebietsausweitung® kann nicht zutreffen. Es handelt sich um ein &dhnliches Problem, wie bei
U. sphacelata 1. Die kontinuierliche Ausbreitung hitte sich in diesem Fall von antarktischen
Standorten (Victoria Land H35, Casey Station/ Rothera H36) bis in die Cascade Mountains
an der Westkiiste der USA (H40, H41) erstrecken miissen (siche Abb. 3.12). Wenn man
beachtet, dass die Diversitit des Clades gering ist und insgesamt drei Mutationsschritte
zwischen den oben genannten Haplotypen liegen, erscheint eine zusammenhingende
Ausbreitung entlang der Gebirgsziige Siid-, Mittel- und Nordamerikas unwahrscheinlich.
Neben H26 aus Bariloche, wurden aus dieser Gruppe keine Individuen in den hohen Anden
Stidamerikas gefunden, was die Interpretation weiter abschwicht. Auch wurden in den
zentralen Rocky Mountains nie Neuropogon-Arten gefunden (IMSHAUG 1954). Die Cascade
Mountains sind klimatisch von den Rocky Mountains unterschieden, da sie nah an der Kiiste
liegen und bedeutend mehr Niederschlag aufweisen. Dies konnte ein Grund fiir die

eingeschrinkte Verbreitung sein.
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Beantwortet man den NCA-Schliissel (TEMPLETON) in der ungenau gestellten Frage 12 (Are
the D, and/or I-T D, values significantly reversed from the D, values?) mit ,,ja*, weil man die
Frage auf nur einen der drei vorhandenen Clades (1-34) bezieht, kommt man zum Schluss der
Fernbesiedlung mit moglicher Fragmentierung bzw. Fragmentierung mit anschlieBender
Gebietserweiterung. Diese Interpretation der Distanzwerte macht bedeutend mehr Sinn.
Fernbesiedlung, evtl. durch Vogelzug, ist die wahrscheinlichste Alternative. Die Art ist
moglicherweise relativ rezent aus der kontinentalen Antarktis oder einem Standort in
Stidamerika in die Nordhemisphdre verschleppt worden und konnte sich in den Cascade
Mountains ansiedeln. Eine anschlieBende Fragmentierung ist auszuschlieen, da die
betroffenen Haplotypen H40 und H41 nur durch einen Mutationsschritt an Position 265
voneinander getrennt sind. Ob durch die isolierte Geographie der Cascade Mountains im

Laufe der Zeit eine grofere genetische Isolation eintreten kann, kann nicht erdrtert werden.

Die nachsthoheren signifikanten Distanzwerte liegen in Clade 4-5, der die Clades 3-12 und 3-
13 (Untergruppen VI, VII und VIII in Abbildung 3.16) miteinander vereint. Es wird ein
rezenter Prozess, eingeschriankter Genfluss mit Isolation durch Distanz, vom internen Clade
3-12 Richtung ,tip’-Clade 3-13 gefolgert (Abb. 3.20). Beide Clades iiberschneiden sich an
drei Standorten (Alexander Island, Adelaide Island und Bariloche). Clade 3-13 hat zusitzlich
zwei Individuen aus Ecuador (H8, H32). Isolationseffekte konnen sich zum einen auf den
ecuadorianische Standort beziehen und zum anderen auf eingeschrinkten Genfluss zwischen
Clade 3-13 und den kontinental antarktischen und nordhemisphérischen Individuen in Clade
3-12 hinweisen. Vor allem eingeschrinkter Genfluss zwischen den kontinental antarktischen
und maritim antarktischen Standorten erscheint plausibel, da die Populationen in
gegeniiberliegenden Teilen der Antarktis mindestens 4000 km voneinander entfernt liegen.
Genetischer Austausch zwischen Patagonien und der Antarktis scheint bedingt stattzufinden,
da sich zwei Haplotypen dieser Regionen liberschneiden. Ob die Clades 3-12 und 3-13 im

Begriff sind sich voneinander zu isolieren ist unklar.

Im Clade 5-2 wird erneut von einer zusammenhidngenden Gebietsausweitung, diesmal von
Clade 4-4 (fertil) in Richtung 4-5 (soredids), ausgegangen. Dies wiirde eine weit
zuriickliegende historische Verbreitung der zumeist fertilen Gruppe in Patagonien mit
Ausweitung in die Antarktis andeuten. Dieser Prozess widerspricht der rezenteren
Fernverbreitung in die Nordhemisphire nicht (Clade 2-24; siehe oben). Abgesehen von dem
Problem der kontinuierlichen Gebietserweiterung iiber mehr als 1000 km siidliches
Polarmeer, welches in der nidchsten Gruppe (B-4.2.3) ausfiihrlich diskutiert wird, ist eine

weitreichende (Wieder)-Besiedlung der Antarktis durch Kryptogamen nach der letzten
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Eiszeit mittlerweile wissenschaftlicher Konsens (siche z. B. GALLOWAY 1991, OVSTEDAL &
LEwis SMITH 2001, KAPPEN 2004). Diese Annahme ist weitgehend durch die groe Anzahl
bipolarer und kosmopolitischer Flechtenarten und —gattungen in der Antarktis, sowie durch
Untersuchungen von Windverbindungen der Siidhemisphire (MuNoz et al. 2004) und
aerobiologische Beprobungen (MARSHALL 1996b) begriindet. Die Frage ist nun, ob die
Vorfahren des Clades 4-4 antarktische Gebiete besiedelt und dort eine hauptsachlich
sorediose Verbreitungsstrategie entwickelt haben konnten? WALKER (1985) gibt bei der
Diskussion der fertilen ,,Ausgangsart™ fiir U. sphacelata U. perpusilla als wahrscheinlichste
Art an. In beiden Clades kommen je zwei Individuen mit Soralen und Apothecien vor (Clade
4-4: H2 und H46, Clade 4-5: H13 und H38), was einen Hinweis auf eine derartige
Entwicklung geben konnte. Die Apothecien dieser Individuen sind sehr &hnlich, zumeist
schwarz-gelblich und mit Strahlen am Apothecienrand (siche Abb. 3.2: h). Soredidse und
fertile Formen der beiden Gruppen kommen am selben Standort in Bariloche vor, scheinen
sich aber dort nicht zu vermischen. Dies kann an den weitgehend unterschiedlichen
Reproduktionsformen liegen. Ob dies ein realistisches Szenario ist, ldsst sich anhand der
vorliegenden Daten nicht weiter belegen. Folgende morphologische Ubereinstimmungen
lassen sich finden: In Clade 4-5 haben fast 50% der Individuen eine lockere Markstruktur,
wie sie ansonsten nur in Clade 4-4 vorkommt, es kommen in beiden Clades selten
Kortexrisse und zumeist braune Basalteile, sowie keine Papillen vor. 6 Individuen aus Clade
4-5 haben, wie 50% des Clades 4-4, eine gestielte Basis. Die durchschnittliche
Zentralachsendicke liegt im Clade 4-4 bei 30.5% und in Clade 4-5 bei 37.5%. Chemisch
gesehen gibt es kaum unterschiede: Dibenzofurane kommen jeweils zu ca. 50% vor.

Die Verteilung der Merkmale reicht nicht aus die Theorie zu bekriftigen oder
abzuschwichen. Zur Aufkldrung des Problems miissen Untersuchungen an weiteren
Standorten und von weiteren Individuen gemacht werden. Die Interpretation der NCA-
Ergebnisse legt eine Auftrennung der beiden Gruppen nicht nahe, da genetischer Austausch

zwischen den beiden Clades nicht ausgeschlossen werden kann.

Da es sich in der U. perpusilla-Gruppe ganz offensichtlich um mehrere Arten handelt, die z.
T. sympatrisch nebeneinander existieren, wird davon abgesehen die NCA-Ergebnisse fiir das

gesamte Kladogramm zu diskutieren, da keine Fragmentierungsereignisse angezeigt werden.

Wie bei U. trachycarpa zeigen auch in der U. perpusilla-Gruppe die fertilen Individuen eine
hohere genetische Variabilitét, z. B. in den Untergruppen I, IV und V. Die Haplotypen aller

soredidsen Gruppen erscheinen ndher verwandt und stérker sternformig um haufig sehr weit
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verbreitete, interne Haplotypen zentriert. Es wird deutlich, dass die vegetative Verbreitung
selbst iiber sehr weite Strecken effizienter zu sein scheint. Soredidse ,,Arten” sind iiber
tausende Kilometer hinweg verbreitet und genetisch sehr &hnlich, wobei die fertilen
Individuen begrenzte Verbreitungsgebiete, gekoppelt mit einer grolen Variabilitit aufweisen.
Dieses Muster trifft nicht auf die U. aurantiaco-atra-Gruppe zu, die im Folgenden
besprochen wird. Fertile Individuen sind hier zwar auch auf kleinere Gebiete begrenzt, aber

insgesamt eher weniger variabel als die Gruppe soredidser Individuen.

B-4.2.3 Die U. aurantiaco-atra-Gruppe

In der U. aurantiaco-atra-Gruppe treten bei der reguldren statistischen Analyse der
Verkniipfung von  Haplotypenverbreitung und  Geographie keine  historischen
Fragmentationsereignisse auf, so dass eine Aufspaltung des Artkomplexes in mehrere Arten
nicht unterstiitzt ist. Erst bei der Modifizierung der hochsten Clade-Ebene (siche Tab. 3.18)
kann man auf Fragmentationsprozesse riickschlieBen. Eine Unterscheidung zwischen internen
und ,tip’ Clades auf dem hochsten Clade-Level der U. aurantiaco-atra-Gruppe zu treffen und
damit Modifizierung 1 (*) oder 2 (**) zu favorisieren ist nicht trivial, da die erstellten
Netzwerke (Abb. 3.18 und 3.19) unterschiedliche Topologien aufzeigen. Im SP-Netzwerk ist
Clade 3-2 der zentrale Clade, von dem auch Clade 3-3 und damit 3-4 abzweigen. Im MJ-
Netzwerk dagegen erscheint die U. acromelana-Gruppe (Clade 3-4) gleichweit entfernt von
Clade 3-1 und Clade 3-2. Die Untergruppe IV (Clade 3-3) hat hier keine enge Verbindung zur
U. acromelana-Gruppe. U. acromelana kann dadurch aber auch nicht automatisch als Wurzel
des U. aurantiaco-atra/ U. antarctica-Komplexes und damit als interner Clade gesehen
werden. Im Gegenteil, erscheinen die beiden Gruppen in einem gemeinsamen MJ-Netzwerk
aller GroBgruppen als gleichwertig von einem individuenfreien Zentrum auszugehen und
auch im kombinierten phylogenetischen Baum handelt es sich um gleichwertige, unterstiitzte
Schwestergruppen. Somit miissen beide Clades als ,tip’-Clades angesehen werden. Spielt
man beide NCA-Modifizierungen durch, kommt man aber zu demselben Ergebnis. Dies wird
im Folgenden ausgefiihrt.

Aus der zweiten Modifizierung (**; 4-1 als interner und 4-2 als dulerer Clade) der NCA wird
der Riickschluss auf ,,Fernbesiedlung mit moglicher anschlieBender Fragmentierung oder
vergangener Fragmentierung mit anschlieBender Gebietsausweitung gezogen®. Bezieht man
bei der ersten Modifizierung (*) TEMPLETONs Schliissel in Frage 12 auf nur einen der beiden
Clades (4-2), wie auch schon in der U. perpusilla-Gruppe erfolgreich durchgefiihrt, kommt

man zum gleichen Schluss ,,Fernbesiedlung oder Fragmentierung®. Dies wiirde bei beiden
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Modifizierungen bedeuten, dass Clade 4-2, bzw. seine Unterclades 3-3 und 3-4
moglicherweise aus Fernbesiedlung mit Fragmentierung oder durch Fragmentierung und
Gebietsausweitung hervorgegangen sind, da fiir 4-2 jeweils signifikant kleine D.- und
signifikant gro3e Dy-Distanzen auftreten (Koaleszenz-Theorie nach TEMPLETON et al. 1995).
Bei Clade 3-4 handelt es sich um U. acromelana, die bisher als eigenstéindige Art gesehen

wurde.

Morphologische und chemische Merkmale unterstiitzen die Gruppe (Tab. 3.21). Es gibt
einige signifikante Merkmale, die den Clade 3-4 innerhalb der 3-Schritt-Clades
(eingeschlossen Clade 3-3) der U. aurantiaco-atra-Gruppe charakterisieren. Es kommen
niemals Apothecien aber immer Sorale vor und diese sind fast ausschlieBlich an Seitenéisten
und Spitzen zu finden. U. acromelana zeigt niemals deutliche Papillen, kontrir zu den
Individuen in den restlichen Clades. Alle U. acromelana-Individuen haben {iberall hiufige
ringformige Kortexrisse, im Gegensatz zu den anderen Individuen, die nur z T.
Wachstumsrisse an Hauptésten aufweisen. Sekundéréste konnen bei U. acromelana zur Basis
hin verschmaélert sein, was auf die restliche U. aurantiaco-atra-Gruppe niemals zutrifft. Das
Wachstum von U. acromelana ist zudem mehr oder weniger monopodial, im Gegensatz zu
den reich und dichotom verzweigten U. aurantiaco-atra und U. antarctica. Die ANOVA
zeigt, dass sich die Achsendicken im Clade 3-4 (Mittelwert 53.7%) signifikant vom Rest der
Gruppe (Mittelwerte zwischen 66.3 und 68.9%) unterscheiden (Tab. 3.22 und Anhang 4). Die
Sekundérstoffe in U. acromelana sind auf Depsidone in der Paarung Salazin- und
Norstictinsdure beschrinkt, die immer vorhanden sind. Norstictinsdure kommt in den anderen
Clades niemals vor, wogegen Quaesitin- und (Fumar)-Protocetrarsdure sowie Dibenzofurane
hiufige Inhaltsstoffe sind. Die chemische Beschaffenheit ist ein wichtiges
Unterscheidungsmerkmal bei dieser Artabgrenzung, weil die meisten morphologischen
Merkmale deutliche Tendenzen zeigen aber nicht 100%ig einer der Gruppen zuzuschreiben
sind. Trotz der uneindeutigen NCA-Ergebnisse werden diese Fakten als deutliche Hinweise
auf eine unabhéngige Abstammungslinie gesehen und der Clade 3-4 damit als eigenstiandige

Art, U. acromelana gewertet.

Auf den niedrigeren Clade-Ebenen gibt es zwei weitere Clades mit signifikanten
Distanzwerten, die Riickschliisse auf rezente Populationsprozesse zulassen. Beide Clades, 4-1
und 3-2, betreffen den U. aurantiaco-atra/ U. antarctica-Komplex. Die Distanzwerte weisen
in beiden Féllen auf eingeschriankten Genfluss bzw. eingeschrinkte Verbreitung mit Isolation
durch Distanz hin. Im Falle von Clade 4-1 erscheint eingeschrinkter Genfluss bzw.

eingeschrinkte Verbreitung zwischen Clade 3-2, mit patagonischen, maritim antarktischen
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und auch zwei Individuen der Falkland und Siid-Orkney-Inseln, und dem rein antarktischen
Clade 3-1 sehr realistisch. Das geographische Zentrum des Clades 3-2 liegt bei 57°S und
damit etwas siidlich von Feuerland, wobei das Zentrum des Clades 3-1 bei 65°S, zwischen
nordlicher und siidlicher maritimer Antarktis liegt. Zwischen diesen beiden Daten liegen ca.
1200 km siidliches Polarmeer, was ein deutliches Verbreitungshindernis darstellt. Einige
Haplotypen, z. B. H21, H23 und H8 vereinen Individuen aus Feuerland und der maritimen
Antarktis. Verbreitung iiber groBle Distanzen und iiber den Ozean muss also bei Usnea
moglich sein und wird durch die Ergebnisse der NCA nahegelegt. MUNOZ et al. (2004)
untersuchten Windsysteme in der Siidhemisphire und kamen zu dem Ergebnis, dass
floristische Ahnlichkeiten der siidhemisphirischen Kontinente und Inseln stark mit
bestehenden Windverbindungen korrelieren. Durch eine aerobiologische Untersuchung in der
maritimen Antarktis belegte MARSHALL (1996b), dass bei bestimmten Wetterlagen eine grof3e
Menge biologischen Materials bestehend aus Pollen und Sporen die 1500 km-Strecke
zwischen Kap Horn und den maritim antarktischen Inseln durch Wind {iberwinden kann.
Diese Wetterlagen treten mit einer Wahrscheinlichkeit von 1,5x/Jahr auf und bieten somit
ausreichend Gelegenheit zum periodischen Auffrischen der maritim antarktischen Genpools
mit siidamerikanischen Sporen. Soredien sind grofere Verbreitungseinheiten als Sporen (bei
Neuropogon zumeist ca. 35-45um <> 6-10um) und werden daher weniger weit getragen
(MARSHALL 1996a). Ob Soredien iiber diese Distanzen via Wind transportiert werden kdnnen
ist nicht nachgewiesen. Starke Winde, die in umgekehrter Richtung von der antarktischen
Halbinsel in Richtung Siidamerika verlaufen und Material transportieren konnten, sind im
Vergleich zu den oben genannten Wetterlagen selten oder fast nicht vorhanden (Dr. P.
KNIPPERTZ, Univ. Mainz, pers. Mitteilung). Dies konnte ein Grund fiir die abweichenden
Haplotypen in Clade 3-1 sein.

Es ist zu vermuten, dass die Individuen in der Antarktis durch die groBe Distanz
unidirektional isoliert sind und sich dort neu entstehende Mutationen ansammeln und
ausbreiten konnen. Die Haplotypen in Clade 3-1 werden ausschlieBlich aus soredidsen
Individuen, in wenigen Féllen mit zusitzlichen Apothecien, zusammengesetzt. MARSHALL
(19964a) konnte zeigen, dass Soredien in der maritimen Antarktis die weitaus effektiveren und
von Temperatur, Feuchtigkeit und Windstirke unabhdngigeren Fortpflanzungseinheiten
darstellen. Ausbreitungsdistanzen von bis zu 50 m durch Wind sind keine Seltenheit. Zudem
ist eine Verbreitung via Ascosporen unter klimatisch schwierigen Bedingungen nachteilig, da
sie von der Verfiigbarkeit und dem unabhingigen Uberleben beider Symbionten abhingt.

Hoherer Umweltstress begiinstigt daher vegetative Fortpflanzungsformen vor sexuellen
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(SMITH 1984). Es ist moglich, dass sich der U. aurantiaco-atra/ U. antarctica-Komplex in
der Antarktis hin zu soredidsen Formen entwickelt hat, die sich effektiver ausbreiten konnen
und vor allem auch in klimatisch extreme Gebiete wie die kontinentale Antarktis vordringen
konnten. Eine mogliche Ausbreitungshilfe innerhalb der Antarktis sind Vogel, die an den
Kiisten in Massen auftreten und selbst abgelegene, eisfreie Gebiete im Inland besiedeln. So
briitet der Schneesturmvogel (Pagodroma nivea) nicht nur an den antarktischen Kiisten,
sondern ist z. T. mehrere hundert Kilometer landeinwirts an freiliegenden Bergriicken zu
finden. BAILEY & JAMES (1979) liefern die Grundlage fiir diese Theorie durch ihre Funde von
Flechtenmaterial an Albatrosfiifien.

Dass die Wiederbesiedlung des antarktischen Kontinents nach der Eiszeit durch oben
erwdhnte Prozesse stattgefunden hat, kann hier nur vermutet werden. Der grofle Anteil
endemischer Arten in kontinental antarktischen Gebieten (44% der vorkommenden Arten)
(OVSTEDAL & LEWIS SMITH 2001) legt allerdings ein zusitzliches Uberdauern der Eiszeit in

abgelegenen, eisfreien Regionen nahe.

Der letzte Clade, den es zu interpretieren gilt, ist der Clade 3-2, der in der NCA keinen
signifikanten Xz-Wert aufwies, aber drei signifikante Distanzwerte zeigte und daher analysiert
wurde. Das Signifikanzmuster konnte als eingeschrankter Genfluss mit Isolation durch
Distanz bzw. eingeschrinkter Verbreitung durch Distanz innerhalb des Clades identifiziert
werden. Dies betrifft Clade 2-5, dessen Individuen allerdings aus den gleichen Populationen
stammen wie die des zentralen Haplotyps H21 (Clade 2-4), mit dem Clade 2-5 in direktem
Kontakt steht. Hier handelt es sich demnach offensichtlich nicht um einen Fall von
geographischer, sondern genetischer Isolation. Die Griinde fiir diese Isolation kénnen nicht
rekonstruiert werden, und da es sich um kein signifikantes Ergebnis handelt, wird von einer

weiteren Diskussion abgesehen.

Die biologische Interpretation der NCA im Falle der Clades 3-1 und 3-2 ist eine
konspezifische Art: U. aurantiaco-atra/ U. antarctica. Die Topologie des MJ-Netzwerkes
legt nahe, dass Clade 3-3 zu dieser konspezifischen Art gehort oder zumindest nicht
begriindet abgegrenzt werden kann. Das Ergebnis wird auch durch morphologische und
chemische Daten widergespiegelt, die zwischen den beiden Clades und auch Clade 3-3 z. T.
signifikant variieren, aber niemals ausschlielich sind. Verschiedene Merkmalsauspragungen
werden in diesem Fall als infraspezifische Variabilitit und Okologische Anpassung an
(klimatisch) unterschiedliche Habitate gewertet. Schon WALKER (1985) hat eine
Konspezifitit der beiden Arten aus morphologischen und chemischen Merkmalen gefolgert.

Apothecien und Sorale kommen in allen drei Gruppen in unterschiedlicher Anzahl vor, wobei
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die meisten fertilen Individuen in Clade 3-2 zu finden sind. Isidiomorphe sind in Clade 3-1
selten, in 3-2 relativ hdufig und 3-3 wieder selten. Papillen und ein zylindrischer bis
verbreiterter Sekundérastansatz kommen in allen drei Gruppen durchgéngig vor. Fibrillen
kommen ca. bei der Hilfte der Individuen im antarktischen Clade vor, sind aber in Clade 3-2
und 3-3 sehr ausgeprigt. Kortexgriibchen kommen nur in Clade 3-3 selten vor, stellen aber
aufgrund statistischer Méngel kein gutes Merkmal dar. Kortexrisse sind insgesamt selten und
zumeist wachstumsbedingt. Die ANOVA zeigt keine signifikanten Unterschiede in der
Zentralachsendicke. Bei den chemischen Inhaltsstoffen gibt es eine charakteristische
Verteilung: im antarktischen Clade sind alle Depsidone eher selten und Dibenzofurane bei
der Hiélfte der Individuen vorhanden, im gemischten Clade 3-2 sind Depsidone bei ca. % der
Individuen vorhanden und Dibenzofurane bei nur 3. Und in Clade 3-3 kommen bei 100% der
Individuen Depsidone vor. Die Verteilung der Merkmale, vor allem der chemischen
Inhaltsstoffe kann als Umweltanpassung an die jeweiligen Bedingungen gedeutet werden.
Allgemein konnte bei der Neuropogon-Gruppe eine Konzentration sekundirstoffbildender
Individuen/ Arten in Patagonien und eine geringe chemische Variabilitdt in der Antarktis
festgestellt werden. Moglicherweise wirken die extremen Umweltbedingungen hemmend auf

die Ausbildung von Sekundirstoffen.

Allgemein fallt bei der Berechnung der Signifikanzwerte fiir die Distanzen der NCA auf, dass
die Relationen zwischen den Distanzwerten, nicht aber ihre absoluten Groflen entscheidend
sind, wodurch Distanzangaben von z. B. 5000 km und mehr signifikant klein erscheinen
konnen. Ein grofles Defizit der NCA ist die daraufhin auftretende Missachtung der
Geographie der Erde. Aus diesem Grund wird z. B. der eher unwahrscheinliche
Materialaustausch iiber den tropischen Giirtel der Erde hinweg oder auch die Uberquerung
von weiten Ozeanstrecken nicht in Frage gestellt und unreflektiert als moglicher
Ausbreitungsweg angenommen.

Es wird deutlich, dass die Nested Clade Analyse bei gut besammelten Populationen, wie der
U aurantiaco-atra-Gruppe, durchaus in der Lage ist Populationsprozesse zu erkennen.
Besonders bei liickenhaften Aufsammlungen, mit wenigen, aber genetisch diversen
Individuen, wie in den beiden anderen Gruppen, fiihrt die Interpretation des Schliissels zu
offensichtlich falschen biologischen Riickschliissen. Eine Mischung aus groflen
geographischen Distanzen und nicht-flichendeckender Besammlung ist daher keine gute
Voraussetzung fiir eine NCA. Zudem sind die Fragen z. T. nicht eindeutig gestellt und es

konnen bei unterschiedlicher Beantwortung, wie bei Frage 12, vollig andere Ergebnisse
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erzielt werden. Man muss auch in Betracht ziehen, dass die NCA in den letzten Jahren mehr
und mehr Kritik auf sich gezogen hat (z. B. KNOWLES & MADDISON 2002, KNOWLES 2003,
PRINTZEN et al. 2003, BOWIE et al. 2004) und der zur Verfiigung stehende Schliissel immer
wieder neu diskutiert und tiberarbeitet wurde (TEMPLETON et al. 1995, TEMPLETON 1998,
TEMPLETON 2004, und die neuste Version). Zukiinftige Versionen werden vielleicht sensibler
mit sehr weit verbreiteten und liickenhaft besammelten Populationen umgehen, z. B. auch
durch rigoroseres Anzeigen von Sammelliicken, und moglicherweise auch Artgrenzen besser
erfassen. Die Ergebnisse konnen allerdings immer als Grundlage fiir Diskussionen iiber
realistischere Populationsereignisse herangezogen werden. Wichtig ist, wie bei jeder
Methode, dass die Ergebnisse kritisch wahrgenommen und hinterfragt werden. In zukiinftigen
Studien konnten die NCA-Ergebnisse durch Vergleichspriifungen und statistische
populationsgenetische Untersuchungen, wie ,Mismatch Distributions’ und ,Neutrality Tests’
zur Berechnung demographischer Prozesse in Populationen, tiberpriift werden. Dies war im

Rahmen dieser Arbeit zeitlich leider nicht moglich.
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4. Schlussfolgerungen

Diese Arbeit stellt die erste kombinierte phylogenetische und phylogeographische
Untersuchung einer nah verwandten Flechtengruppe unter Beriicksichtigung molekularer,
morphologischer und chemischer Daten dar. Im Verlaufe von drei Kapiteln wurde die 15
Arten umfassende Neuropogon-Gruppe analysiert. In Kapitel 2 wurde die phylogenetische
Stellung und Abgrenzung der Gruppe innerhalb der Gattung Usnea untersucht. Anschlieend
folgte eine phylogenetische Artabtrennung unter Berilicksichtigung monophyletischer
Abstammungslinien innerhalb der Neuropogon-Gruppe (Kapitel 3-A). Und zuletzt wurden
historische Populationsprozesse und die daraus resultierende Ableitung von Artgrenzen unter
Zuhilfenahme morphologischer und chemischer Merkmale diskutiert (Kapitel 3-B). Kapitel 4
umfasst eine Zusammenfassung der Ergebnisse, eine Zusammenfiihrung der beiden
Argumentationslinien zur Artabgrenzung und die daraus resultierenden taxonomischen

Konsequenzen fiir die Neuropogon-Gruppe.

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Flechtengattung Usnea ist eine weltweit verbreitete, artenreiche Gruppe mit
morphologisch z. T. sehr variablen Arten, die anhand morphologischer und chemischer Daten
iiber Jahrzehnte hinweg in variierende Untergruppen eingegliedert oder aber in separate
Gattungen abgespalten wurden. Mit dem Einsatz molekularer Daten konnte in den letzten
Jahren eine Monophylie der gesamten Gattung Usnea und die Gliederung in drei
Untergruppen festgestellt werden, die als Untergattungen klassifiziert wurden: Usnea,
Dolichousnea und Eumitria. Die Untergattung Usnea wurde weiterhin in die Sektionen
Neuropogon und Usnea untergliedert (OHMURA 2002, OHMURA & KANDA 2004). ARTICUS
(2004b) zog aus ihren molekularen Untersuchungen der Gattung taxonomische
Konsequenzen und erhob die drei Untergattungen sowie Neuropogon in den Gattungsstatus.
Dabei wurde die neu umgrenzte Gattung Usnea paraphyletisch, da die Gattung Neuropogon
in ihr clusterte. Neuropogon grenzt sich morphologisch vorrangig durch das Vorhandensein
einer schwarzen Thalluspigmentierung und dunkler Apothecienscheiben und zudem durch
die polar-alpine, stidhemisphirische Verbreitung von der Gattung Usnea ab. WALKER (1985)
stellte anhand morphologischer und chemischer Analysen Vermutungen zur systematischen
Gliederung der Neuropogon-Gruppe an und zog daraus taxonomische Schliisse. Seitdem
werden 15 Arten innerhalb der Gruppe akzeptiert, die sich z. T. nur aufgrund ihrer

Reproduktionsmechanismen und der Verbreitung voneinander unterscheiden. Andere Arten
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sind sympatrisch, aber morphologisch und chemisch deutlich voneinander getrennt. Unter
den beschriebenen Arten ist eine bipolare Art, Usnea sphacelata, die in beiden Polarregionen
zitkumpolar vorkommt und zusétzliche Vorkommen in den hohen Anden zeigt. Molekular

wurde die Neuropogon-Gruppe bisher noch nicht sehr intensiv untersucht.

In Kapitel 2 dieser Arbeit wurde die Stellung der Neuropogon-Gruppe innerhalb der Gattung
Usnea und das bestehende Gattungskonzept iliberarbeitet. 50 ITS-DNA-Sequenzen von 12
Neuropogon-Arten wurden neu gewonnen und zusammen mit 74 ITS-Sequenzen von 29
weiteren Usnea-Arten anhand mehrerer phylogenetischer Methoden analysiert. Es konnten
erstmals Arten beriicksichtigt werden, die von WALKER (1985) als Neuropogon s. lat.-Arten
bezeichnet wurden, U. acanthella, U. durietzii und U. patagonica. Diese vegetativ
reproduzierenden Arten zeichnen sich durch eine weniger starke Thalluspigmentierung aus.
Neuropogon erschien in allen phylogenetischen Bdumen als paraphyletisch, gegliedert in 1)
eine Kerngruppe, die innerhalb der Untergattung Usnea als Schwestergruppe zur Sektion
Usnea stand, 2) eine neue Neuropogon-Art aus Peru, Usnea sp. nov. 2, die basal zur Sektion
Usnea war und 3) die Arten U. acanthella und U. durietzii mit unaufgeloster Verwandtschaft
innerhalb der Untergattung Usnea. Die Neuropogon s. lat.-Art U. patagonica und auch eine
Gruppe von geographisch abweichenden Neuropogon-Individuen aus Neuseeland waren
basaler Teil der Kerngruppe. Eine Monophylie Neuropogons konnte durch einen
Hypothesentest abgelehnt werden. Die Thalluspigmentierung stellte sich als ungeeignetes
Merkmal zur Charakterisierung einer monophyletischen Neuropogon-Gruppe heraus. Es
handelt sich hier wahrscheinlich um eine Umweltanpassung an extreme klimatische
Bedingungen. Auch das Merkmal ,,dunkle Apothecienscheiben® war innerhalb der Gruppe
nicht konstant, wie durch den Fund einer Neuropogon-Art mit gelben Apothecien, Usnea sp.
nov. 1, gezeigt werden konnte, die in die Kerngruppe fiel. Dementsprechend wurde eine
Synonymisierung Neuropogons mit Usnea vorgeschlagen und die Gattung Usnea (inkl. der
Untergattungen Usnea, Dolichousnea und Eumitria) wieder in ihrem traditionellen Rahmen
anerkannt. In diesem, auf die Umgrenzung der Neuropogon-Gruppe zielenden Teil der
Arbeit, konnte trotz des eingeschrinkten Taxonsamplings bereits gezeigt werden, dass die
Neuropogon-Kerngruppe aus sehr nah verwandten Arten besteht, die z. T. nicht voneinander
abgegrenzt werden konnten. So bildeten z. B. vier U. aurantiaco-atra und finf U. antarctica-
Individuen einen unterstiitzten Clade, aber die Verwandtschaft untercinander war unklar.

Weitere Arten waren paraphyletisch und standen basal zu anderen Arten.

In Kapitel 3-A dieser Arbeit wurde die molekulare Untersuchung daher innerhalb der

Neuropogon-Gruppe ausgeweitet und die Anzahl der Proben und der untersuchten Gene
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deutlich erhoht. Phylogenetische Analysen von drei Genen (ITS, IGS und RPB1), mit bis zu
400 Individuen pro Gen, wurden unabhingig voneinander durchgefiihrt, um das
Auflosungsvermogen eines jeden Gens zu untersuchen und die Datensitze, mit dem Ziel der
Kombinierbarkeit, auf ihre Kongruenz zu iiberpriifen. Die Analysen der Datensdtze zeigten
weitgehend kongruente Topologien. In allen Topologien konnte dhnlich wie in Kapitel 2 eine
Untergliederung in eine nah verwandte Kerngruppe und davon abgetrennte, meist eindeutig
monophyletische Arten, die als AuBBengruppe zusammengefasst wurden, festgestellt werden.
Zu dieser AuBBengruppe gehorten die Arten U. acanthella, U. durietzii, Usnea sp. nov. 2, U.
patagonica und eine neuseeldndische Gruppe, bestehend aus den Arten U. ciliata und U.
subcapillaris. Sowohl im ITS- als auch im IGS-Phylogramm wurde deutlich, dass die
morphologische Zuordnung von Proben zu bestimmten Arten, besonders auffillig bei U.
sphacelata, hiufig nicht mit den Aussagen der molekularen Analysen {ibereinstimmten.
Vermeintliche Arten bildeten mehrere, unabhéngige, z. T. monophyletische und weit
voneinander entfernte Gruppen aus. Die Analyse des proteincodierenden Gens RPB1 zeigte
eine geringere Auflosung und neben den AuBengruppen-Arten wurde nur eine zusétzliche
Gruppe unterstiitzt. Der Unterschied in der Auflosung wurde durch eine nicht abgeschlossene
Auftrennung der Abstammungslinien (,lineage sorting’) der nah verwandten Arten im RPB1-
Gen erklart. In proteincodierenden Genen ist die Evolutionsrate im Allgemeinen niedriger als
in nicht-codierenden Spacerbereichen wie der IGS und ITS.

Vor der Kombination der drei Genfragmente wurden alle inkongruenten und unvollsténdig
sequenzierten Individuen aus den Datensidtzen entfernt. Schlieflich konnten je drei
Genfragmente von 308 Individuen miteinander kombiniert werden. Dieser Datensatz war die
Grundlage fiir alle weiteren Untersuchungen (auch fiir Kapitel 3-B). In Kapitel 3-A wurde er
einer Bayes’schen, Neighbor-joining (NJ) und Maximum-Parsimony (MP) Analyse
unterzogen. Die kombinierten Analysen brachten die bestaufgelosten Topologien hervor, die
sich weitgehend entsprachen. Eine Aufteilung in die bereits erwidhnte Aullengruppe und drei
weitere nah verwandte, groBBere Gruppen konnte erneut gezeigt werden. Innerhalb dieser drei
Gruppen bildeten verschiedene soredidse Taxa mit je einer der drei in Siidamerika
vorkommenden, fertilen Arten, U. trachycarpa, U. perpusilla und U. aurantiaco-atra, nah
verwandte Artkomplexe. Die U. trachycarpa-Gruppe umfasste neben der fertilen Art, die sich
in zwei unabhingige Clades aufspaltete, auch einen U. subantarctica-Clade und eine U.
sphacelata-Gruppe mit allen arktischen Proben, Proben aus Ecuador und Patagonien. Die U.
perpusilla-Gruppe gliederte sich in fiinf monophyletische und einen paraphyletischen Clade:

auch hier kam eine sorediose bipolare U. sphacelata-Gruppe, mit allen antarktischen, nord-



Schlussfolgerungen 201

amerikanischen und weiteren ecuadorianischen und patagonischen Proben vor, weiterhin drei
fertile U. perpusilla-Clades, basal dazu ein Clade mit Individuen mit gelben Apothecien und
eine weitere soredidse Gruppe. Die U. aurantiaco-atra-Gruppe enthielt neben gemischt
auftretenden U. aurantiaco-atra- und U. antarctica-Proben auch U. acromelana-Individuen,
beide Gruppen in gut unterstiitzten, monophyletischen Clades. Mit Hilfe der WP-Methode
(WIENS & PENKROT 2002) wurden die einzelnen phylogenetischen Gruppen in einem
kombinierten Bayes’schen Baum, unter Beriicksichtigung der Unterstiitzungswerte der MP-
und NJ-Analysen, bewertet. Diese Ergebnisse werden in Verbindung mit den Ergebnissen der

phylogeographischen Untersuchung im néchsten Unterkapitel (4.2) zusammengefasst.

In Kapitel 3-B wurde der Gesamtdatensatz in die drei nah verwandten Gruppen U.
trachycarpa, U. perpusilla und U. aurantiaco-atra unterteilt und diese jeweils unabhingig
voneinander in statistischen ,Parsimony’- sowie Median-joining Netzwerken dargestellt und
analysiert. Netzwerke berilicksichtigen die, innerhalb von Arten und zwischen nah
verwandten Arten vorkommenden, retikuldren Populationsstrukturen und liefern eine
angemessenere Form der Darstellung. Jedes vorkommende Allel eines Datensatzes wurde in
Form eines Haplotypen-Kreises mit seinen Verbindungen zu anderen Haplotypen dargestellt.
Die genetische Haplotyp- und Nukleotiddiversitit zeigte zwischen den nordhemisphérischen
und stidhemisphérischen Populationen in der U. trachycarpa- und U. perpusilla-Gruppe
deutliche Unterschiede. Wéhrend die Diversitétswerte in der Nordhemisphére extrem gering
waren, was auf sehr einheitliche, fast klonartige Populationen und Proben hinweist, waren
diese in Patagonien und den maritim antarktischen Inseln sehr hoch.

Fiir jede der Gruppen wurde eine Nested Clade Analyse (NCA, TEMPLETON et al. 1987,
1995) durchgefiihrt, um historische und demographische, also rezente, Populationsprozesse
auf der intra—interspezifischen Schnittstelle innerhalb und zwischen Arten aufzudecken. Die
NCA machte jeweils relativ deutlich, wie nah verwandt die Neuropogon-Arten miteinander
sind und wie relativ rezent demnach die Aufspaltungen in isolierte Arten sein miissen. Da
viele Arten bzw. Abstammungslinien im gesamten Verbreitungsgebiet, vor allem in
Stidamerika und der maritimen Antarktis, sympatrisch nebeneinander vorkommen, konnten
aus den berechneten Distanzwerten der NCA nur wenige zuriickliegende Fragmentations-
ereignisse von Populationen abgeleitet werden. Diese sind fiir eine sichere Artabgrenzung
nach TEMPLETON (2001) allerdings notwendig. Kritisch wurde die relative Bewertung von
geographischen Distanzen bei der NCA-Analyse diskutiert. Im Falle der bipolaren Arten

waren die Distanzen absolut gesehen sehr grof3, aber erschienen trotzdem signifikant klein.



Schlussfolgerungen 202

Mogliche historische oder rezente Populationsprozesse, die der heutigen Verbreitung von

Arten zugrunde liegen, werden in Abschnitt 4.2 angesprochen.

Als weitere Datensétze in diesem mehrdimensionalen Ansatz wurden morphologische und
chemische Merkmalszusténde der Individuen erhoben und ihre Verteilung in den Netzwerken
durch Kontingenztafeltests und ANOVAs iiberpriift. Signifikante Verteilungen auf den
verschiedenen Clade-Ebenen konnten entschliisselt werden und dienten in den meisten Fillen
erfolgreich zur Unterstiitzung der Artabgrenzungen und phylogeographischen Aussagen

(siche Abschnitt 4.2).

4.2 Artabgrenzung aufgrund der WP-Methode, NCA und phiinotypischer
Merkmale

Die WP-Methode (WIENS & PENKROT 2002) basiert auf dem phylogenetischen Artkonzept
und beriicksichtigt bei der Abgrenzung von Arten monophyletische, gut unterstiitzte
Abstammungslinien, sowie z. T auch paraphyletische Gruppierungen, zwischen denen
Genfluss zu verzeichnen ist. Die Nested Clade Analyse (NCA) deutet nach TEMPLETON
(2001) nur bei Fragmentationsereignissen auf eigenstidndige Arten hin. Morphologische und
chemische Merkmale konnen durch Nutzung von Kontingenztafeltests bzw. ANOVAs zur
Ablehnung der Nullhypothese der Austauschbarkeit von Merkmalen nach TEMPLETON (1994,

2001) und damit zur Unterstiitzung von Artgrenzen dienen.

Eindeutig grenzten sich durch die WP-Methode die sehr gut unterstiitzten, monophyletischen
Arten der AuBengruppe, U. acanthella, Usnea sp. nov. 2, U. patagonica sowie die Gruppe
neuseeldndischer Individuen ab. U. durietzii, eine weitere Art der Aulengruppe, konnte in der
kombinierten Analyse nicht beriicksichtigt werden, wird aber anhand der Einzelgen-Analysen
als eigenstindige und abgegrenzte Art gesehen. Alle genannten Arten wurden sowohl durch
die morphologischen als auch chemischen Untersuchungen unterstiitzt. Der neuseeldndische
Artkomplex setzt sich aus den zwei nah verwandten, gut unterstiitzten, monophyletischen
Arten U. ciliata und U. subcapillaris znsammen, enthilt allerdings auch Individuen, die nicht
eindeutig zugeordnet werden konnten. Bis auf Weiteres werden die beiden genannten Arten

akzeptiert, es besteht aber weiterer Untersuchungsbedarf.

Die nun folgenden Arten wurden anhand der WP-Methode und NCA-Analyse bzw.
morphologisch und chemisch untersucht. Eine Zusammenfithrung der grundlegenden
Strukturen der beiden Analysen, phylogenetischer Baum und Netzwerk, liefert Abbildung.
4.1. Hierauf beziehen sich auch die Clade-Angaben im folgenden Text.
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31
3-2
a) U. aurantiaco-atra-Gruppe — . b) U. perpusilla-Gruppe
i 211 35

<+«—3-3

c) U. trachycarpa-Gruppe

Abb. 4.1: Plot der wichtigsten NCA-Clades auf den kombinierten B/MCMC-Baum der WP-
Analyse. Der Baum ist entsprechend der Abbildung 3.9 (Kapitel 3-A) in die einzelnen
Gruppen unterteilt. Zwei markierte Individuen (*) finden sich im SP-Netzwerk in anderen,

nachfolgend angegebenen Clades.
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U. trachycarpa (Abb. 4.1: ¢, 3-2, 3-3, 3-4) stellt in der phylogenetischen Untersuchung (WP)
eine in mehrere Gruppen unterteilte, paraphyletische Art dar, die neben fertilen auch
sorediose ~ Morphotypen  enthdlt. Die NCA  lieferte keinen Hinweis auf
Fragmentierungsereignisse und Morphologie sowie chemische Inhaltsstoffe konnten
aufgrund statistischer Probleme (zu geringe Individuenzahlen) in den Kontingenztafeltests
nicht beriicksichtigt werden. Moglicherweise liegen hier kryptische Arten vor, die nur durch

weitere Untersuchungen bestitigt werden konnen.

U. subantarctia (c, 3-1) ist in der phylogenetischen Untersuchung eine gut unterstiitzte,
monophyletische Art, steht allerdings innerhalb der polyphyletischen U. trachycarpa. Eine
derartige Topologie wiirde man bei peripatrischer Artbildung erwarten (KLIMAN et al. 2000).
Die NCA gibt Hinweise auf eine zusammenhingende Art U. trachycarpa, die U.
subantarctica einschlieft. Da es sich um eine sehr junge und z. T. sympatrisch mit U.
trachycarpa vorkommende Art handelt, ist sie von der NCA nicht als Art erkannt worden.
Morphologie und Chemie allerdings konnten U. subantarctica als eigenstindige Art
abtrennen. Hier wird U. subantarctica aufgrund der morphologischen und chemischen

Homogenitdt und der wahrscheinlichen peripatrischen Artbildung als Art anerkannt.

U. sphacelata 1-Individuen innerhalb der U. trachycarpa-Gruppe (c, 3-5) bilden im zugrunde
liegenden Baum der WP-Analyse einen deutlich abgegrenzten, gut unterstiitzten Ast. Die
NCA-Analyse war aufgrund von Problemen mit den groen geographischen Distanzen, der
hohen Individuenzahl und der Homogenitit dieser bipolaren Art nicht eindeutig.
Morphologie und Chemie dieser Art waren charakteristisch. Als Erkldrung der bipolaren
Verbreitung wird rezente Fernverbreitung, moglicherweise durch Vogel, angenommen, da die
Proben der arktischen Regionen molekular fast klonartig {bereinstimmen. In der
Gesamtanalyse wurden keine antarktischen Proben aus dieser Abstammungslinie untersucht.
In den Einzelgen-Analysen (IGS und ITS) wiesen aber drei Proben auf ein begrenztes
Vorkommen auch auf Alexander Island hin. Die meisten antarktischen Proben sind den Arten
U. lambii (U. sphacelata 2), U. trachycarpa oder U. subantarctica zuzuschreiben. Der Name

U. sphacelata wird fiir diese bipolare Gruppe in Anspruch genommen

Usnea sp. nov. 1 (b, 3-7) ist trotz sympatrischen Vorkommens mit weiteren fertilen U.
perpusilla-Arten eine monophyletische, gut unterstiitze Art innerhalb dieser Gruppe. Ein
Fragmentationsereignis zur Entstehung dieser Gruppe wurde von der NCA als mogliche
Option angegeben, war aber nicht signifikant. Morphologisch ist die Art durch gelbe

Apothecien charakterisiert und wird hier als neue Art anerkannt und beschrieben.
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Usnea sp. nov. 3 (b, 4-3 ohne 3-7; in der Arbeit bisher als Usnea sp. 1 bezeichnet) war in der
WP-Methode eine eindeutig abgetrennte, basale Abstammungslinie innerhalb der U.
perpusilla-Gruppe. Die Abgrenzung der Schwestergruppe Usnea sp. nov. 1 (b, 3-7) durch ein
Fragmentationsereignis in der NCA legt eine isolierte Entwicklung auch fiir Usnea sp. nov. 3
nahe, die fast vollstaindig an anderen Standorten vorkommt (El Chalten und Ecuador). Die
Art grenzt sich morphologisch auch von der anderen soredidsen Gruppe (b, 4-5) ab und
Individuen enthalten bisweilen eine unidentifizierte chemische Substanz, in einer ansonsten
inhaltsstoffarmen U. perpusilla-Gruppe. Usnea sp. nov. 3 wird daher in Abschnitt 4.3 als

neue Art beschrieben.

Die fertile Art U. perpusilla wurde in der WP-Analyse in zwei monophyletische, gut
unterstiitzte Aste (b, 4-1, 4-2) und eine paraphyletische Gruppe (4-4) aufgespalten. Clade 4-1
wurde eindeutig als monophyletische, basale Abstammungslinie unterstiitzt, da die
Individuen an einem unabhéngigen Standort (Feuerland) vorkommen und Genfluss mit den
anderen fertilen Gruppen somit ausgeschlossen werden konnte. Die NCA legte ein
Fragmentationsereignis fiir diese Gruppe nahe und Morphologie und Chemie unterstiitzten
diese signifikant als eigenstindige Art. Es handelt sich um die von LAMB (1948)
beschriebene Unterart Neuropogon rohmederi f. ushuaiensis, die hier zu Usnea ushuaiensis
umkombiniert wird (siche Abschnitt 4.3). Die Individuen der beiden anderen Clades (4-2, 4-
4) kommen sympatrisch in Bariloche vor und zeigen geringe morphologische, aber keine
chemischen Unterschiede. Es handelt sich wahrscheinlich um kryptische Arten. Die NCA
legte als historisches Populationsereignis fiir Clade 4-4 und den soredidsen Clade 4-5 (siche
Abb. 4.1) eine zusammenhingende Gebietsausweitung zugrunde, die von Patagonien in
Richtung Antarktis stattgefunden haben soll. Diese Gebietsausweitung deutet auf eine
Wiederbesiedlung des antarktischen Kontinents nach der letzten Eiszeit hin. Es gibt fertile
Individuen mit Soralen nur in den Clades 4-4 und 4-5, wodurch eine enge Verwandtschaft
unterstrichen wird. Eine Weiterentwicklung in getrennte Linien (fertil — soredids) muss
anschlieend erfolgt sein. Mogliche Hybridindividuen mit Apothecien und Soralen, wie
Individuum 192-21, kommen vor.

LAMB (1939, 1948) beschrieb aus dem U. perpusilla-Artkomplex zwei sehr dhnliche Arten
Neuropogon perpusillus und N. rohmederi, die von WALKER (1985) synonymisiert wurden.
Ob es sich bei den getrennten Clades (4-2 und 4-4) um diese beiden Arten handelt, muss
anhand des Typusmaterials nachtriglich entschieden werden. U. perpusilla wird daher bis auf
weiteres als polyphyletische Art behandelt und nur Usnea ushuaiensis als umkombinierte Art

angegeben.
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U. sphacelata 2, der sorediose Clade 4-5 in der U. perpusilla-Gruppe, war in der WP-Analyse
monophyletisch und miBig unterstiitzt. Aufgrund der gleichen chemischen Konstitution
wertete WALKER (1985) ,,U. sphacelata* und U. perpusilla vorsichtig als Artenpaar, also als
sorediose und fertile Art mit sehr enger Verwandtschaft. Sie verwies auf fehlende
,Ubergangsindividuen“ mit Soralen und Apothecien, die hier gefunden wurden.
Riickschliisse aus der NCA geben einen Hinweis auf Fernverbreitung in die Nordhemisphire
(USA), die am wahrscheinlichsten durch Vogelzug zu erkldren ist. Morphologisch trennt sich
U. sphacelata 2 eindeutig von der weiteren soredidsen Abstammungslinie innerhalb der
Gruppe (Clade 4-3) ab. U. sphacelata 2 wurde als Neuropogon lambii von IMSHAUG (1954)
aus den USA beschrieben. Der Name wird hier umkombiniert (Abschnitt 4.3). Einige
morphologische Merkmale trennen diese Art von der ebenfalls bipolaren U. sphacelata, mit

der sie Jahrzehnte fiir artgleich gehalten wurde (siehe hierzu Tab. 4.1)

Tab. 4.1: Ubersicht (iber die wichtigsten morphologischen und chemischen Merkmale der beiden

bipolar verbreiteten Arten U. sphacelata und U. lambii.

Merkmal Usnea sphacelata Usnea lambii

Verbreitung zirkumpolar arktisch, Sidamerika, USA, Sudamerika, zirkumpolar
Neuseeland, maritime antarktische antarktisch
Inseln (?) (Mongolei?)

Apothecien nicht bekannt sehr selten, dann wie bei U. perpusilla:

schwarz bis schwarz-gelblich

Sorale punktférmig, meist konvex, variabler; haufig mit deutlichem Rand
ineinander Gbergehen; sehr haufig und konkav, den Ast umgreifend; an
auch an Hauptasten Seitenasten

Isidiomorphe z. T. schwarze, selten helle z. T. schwarze Isidiomorphe in Soralen

Thallusoberflache
Papillen

Isidiomorphe in Soralen

immer strukturiert

fast immer vorhanden; hell oder
pigmentiert; fein bis grob

haufig glatt

sehr vereinzelt, niemals den Thallus
bedeckend

Fibrillen meist vorhanden, unauffallig z. T. vorhanden, unauffallig

Kortexgribchen Vertiefungen meist vorhanden, Vertiefungen nur z. T. vorhanden,
unauffallig unauffallig

Kortexrisse sehr selten an Hauptasten z. T. an Haupt- und Seitendsten

Sekundarastansatz | zylindrisch zylindrisch, selten verbreitert

Pigmentierung zumeist schwarz geringelt, niemals je nach Standort an Spitzen haufig
durchgangig schwarz durchgangig schwarz

Thallusbasis wuchernd; braun, seltener hell wuchernd, selten gestielt; orange-

braun, selten schwarz
Mark dicht, sehr selten locker locker bis dicht

Zentralstrang

36% - 44% - 60%

25% - 37% - 53%

Chemie z. T. Dibenzofurane (Strepsilinsdure)  z. T. Dibenzofurane (Strepsilinsaure)

U. acromelana (a, 3-4) ist nach der WP-Analyse eine gut unterstiitzte, monophyletische Art,

die als Schwestergruppe zu U. aurantiaco-atra/ U. antarctica steht. Laut NCA-Analyse ist
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ein Fragmentationsereignis eine wahrscheinliche Erkldrung fiir die Entstehung dieser Art. Die
morphologischen und chemischen Daten unterstiitzen eine Artabtrennung signifikant. U.
acromelana aus Stidamerika wird daher als eigenstindige Art angesehen. Erste Hinweise
deuten an, dass neuseeldndische Individuen dieser Art nicht mit den siidamerikanischen
Individuen verwandt sind. Das Typusmaterial stammt aber aus Neuseeland. Die

Untersuchung neuseelédndischer Proben muss daher ausgeweitet werden.

U. aurantiaco-atra und U. antarctica (a, 3-1, 3-2 und 3-3) bilden nach der WP-Methode eine
typische konspezifische Art mit soredidsem und sexuellem Reproduktionsweg, die hier als U.
aurantiaco-atra bezeichnet wird (siche Abschnitt 4.3). Aus den signifikanten Distanzwerten
der NCA konnte auf eingeschrinkten Genfluss mit Isolation durch Distanz zwischen
Patagonien und der Antarktis geschlossen werden. Auch morphologische und chemische
Daten unterstiitzen eine z. T. isolierte Entwicklung in der Antarktis. Die Merkmale kdnnten
allerdings auch standortbedingt ausgeprigt sein. Clade 3-3 konnte morphologisch und
chemisch nicht signifikant von den anderen Clades unterschieden werden und wird als

patagonischer Morphotyp zur Art U. aurantiaco-atra gezihlt.

In Tabelle 4.2 werden die taxonomischen Verdnderungen in der Neuropogon-Gruppe und die
Aufspaltungen in neue Arten bzw. die unverdnderten Namen zusammengefasst. Die

entsprechenden Kriterien, die zur Entscheidung beigetragen haben, werden genannt.

Tab. 4.2: Zusammenfassung der von WALKER (1985) anerkannten Arten und der neuen bzw.
unveranderten Arten, sowie der Kriterien (Methoden), durch die sie unterstutzt werden. Provisorische
Arten sind durch ein Fragezeichen gekennzeichnet. Fettgedruckt sind alle neuen bzw. neu
kombinierten Arten. In Klammern stehen hinter den neuen Arten z. T. die wahrend der Analyse
genutzten Arthamen.

Neuropogon-Art

(nach WALKER 1985) Neue bzw. unveranderte Arten Kriterien

U. acanthella U. acanthella WP, Morphologie, Chemie

U. acromelana ? (Hinweis auf zwei

U. acromelana unterschiedliche Arten in NZ und S-Amerika)

WP, NCA, Morphologie, Chemie

U. antarctica und

U. aurantiaco-atra

U. aurantiaco-atra (artgleich)

WP, NCA, Morphologie, Chemie

U. ciliata

U. ciliata ?

WP, Morphologie, Chemie

(U. durietzii)

U. durietzii

MP-, NJ-, Bayes’sche Analyse,
Morphologie

U. patagonica

U. patagonica

WP, Morphologie, Chemie

U. perpusilla

U. ushuaiensis
Usnea sp. nov. 1
U. perpusilla ? (kryptische Arten?)

WP, NCA, Morphologie, Chemie
WP, NCA, Morphologie
(WP), Morphologie, Chemie

U. sphacelata

U. sphacelata (U. sphacelata 1)
U. lambii (U. sphacelata 2)
Usnea sp. nov. 3 (= Usnea sp. 1)

WP, (NCA), Morphologie
WP, (NCA), Morphologie
WP, Morphologie, Chemie

U. subantarctica

U. subantarctica

(WP), Morphologie, Chemie

U. subcapillaris

U. subcapillaris ? (artgleich mit U.
pseudocapillaris? Zu wenig Daten)

WP, Chemie

U. trachycarpa

U. trachycarpa ? (kryptische Arten ?)

NCA, Morphologie

Usnea sp. nov 2

WP, Morphologie, Chemie
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Drei Arten sind neu fiir Usnea. Sie wurden durch die WP-Methode, Morphologie und z. T.
durch die NCA und Chemie unterstiitzt. Vier Arten, U. acanthella, U. durietzii, U.
patagonica und U. subantarctica wurden unverdndert als Arten anerkannt. Zwei der
traditionellen Arten, U. perpusilla und U. sphacelata wurden hier als Artkomplexe
interpretiert und konnten anhand der WP-Kriterien und/oder NCA-Schlussfolgerungen und
mit der Unterstiitzung morphologischer Daten in mindestens sechs Arten aufgetrennt werden.
Zwei Arten, U. aurantiaco-atra und U. antarctica sind konspezifisch aufgrund der WP-
Methode, NCA, Morphologie und Chemie. Und fiinf Arten, U. acromelana, U. ciliata, U.
perpusilla, U. subcapillaris und U. trachycarpa sind provisorische Arten, die entweder mit
Typusmaterial verglichen oder anhand weiterer Proben und geographischer Aufsammlungen

untersucht werden miissen.

4.3 Taxonomische Konsequenzen

Im Folgenden werden die anerkannten Arten aufgelistet und nomenklatorische Anderungen
vorgeschlagen. Zudem werden chemische, morphologische oder die Verbreitung betreffende

Zusatzinformationen bzw. Anderungen der Beschreibungen nach WALKER (1985) geliefert.

1. Usnea acanthella (LAMB) F.J. WALKER
Bull. Br. Mus. nat. Hist. (Bot.) 13: 47 (1985).

Chemie: z. T. Echinocarpinséure (TLC)

2. Usnea acromelana STIRTON
Trans. Proc. N.Z. Inst. 30: 388 (1898). Typus: Neuseeland, Selwyn Gorge, Mai 1894, T. W. N. Beckett

L11 (BM!).

Hinweis: Molekulare Untersuchungen geben einen ersten Hinweis auf zwei verschiedene
Arten in Neuseeland und Siidamerika. Weitere Untersuchungen sind notwendig.
Morphologisch und chemisch wurden nur siidamerikanische Proben untersucht. Die
folgenden Angaben beziehen sich auf diese Proben.

Morphologie: Sorale bzw. Soredien zumeist sehr stark dunkel pigmentiert; nur an Seitendsten
und Spitzen. Pigmentierte Isidiomorphe fast immer vorhanden (siche Abb. 3.1: j). Keine
Apothecien!

Chemie: immer Norstictin- und Salazinséure (TLC).
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3. Usnea aurantiaco-atra (JACQ.) BORY
Mém. Soc. Linn. Paris 4: 596 (1826). Typus: Chile, Magellan Stral3e, 1767, Commerson (PC!).
Synonym: Usnea antarctica DU RIETZ, Sv. bot. Tidskr. 20: 93 (1926).

Morphologie: Soredidose Formen meist mit vielen, aus Papillen entwickelten, variablen
Soralen: ausgegraben flach mit Rand bis konvex und wuchernd; unpigmentierte oder
pigmentierte Soredien. Pigmentierte Isidiomorphe in siidamerikanischen Proben hdufig (siehe
Abb. 3.2: j). Apothecien selten mit gelblich-brdunlichen Scheiben; hdufig mit Apothecien-
strahlen (siche Abb. 3.2: b).

Chemie: haufige Chemotypen: (1) Salazin-, (Quaesitin-), (Fumar-)Protocetrarsdure; (2)
(Fumar-)Protocetrarsdure; (3) Strepsilinsdure und Derivate (begleitend oder ausschlieBlich);
(4) (Proto-)Neuropologinsdure (TLC).

Verbreitung: Antarktis und stidliches Stidamerika, vgl. U. antarctica und U. aurantiaco-atra-

Verbreitung bei WALKER (1985).

4. Usnea ciliata (NYL.) DU RIETZ
Sv. bot. Tidskr. 20: 91 (1926).

Hinweis: Es gibt Hinweise aus molekularen Untersuchungen auf soredidse Formen in

Neuseeland. Ndhere Untersuchungen sind notwendig.

5. Usnea durietzii MOTYKA
Lich. Gen. Usn. Stud. Monogr. 2: 503 (1937).

6. Usnea lambii (IMSHAUG) comb.nov. ined.

Neuropogon lambii IMSHAUG, Rhodora 56: 154 (1954). Typus: USA, Washington, Mt. Rainier
National Park, Yakima Park, 1830m, 19. August 1942, P. F. Scholander (FH!)

Morphologie: Thallusbasis wuchernd oder abgesetzt, meist briunlich oberhalb der
Haftscheibe. Grad der Pigmentierung variabel und standortabhéngig; Hauptiste meist hell,
aber in Richtung Spitzen immer mehr oder weniger schwarz gestreift bis tief schwarz
pigmentiert. Thallusoberflédche glatt, hdufig mit dezenten Kortexgriibchen (siche Abb. 4.2: b,
d). Kortexrisse z. T. vorhanden, nicht pigmentiert. Soralformen variabel: konkav,
astumgreifend, mit deutlichem Rand bis konvex-kugelig; Sorale oft pigmentiert (siche Abb.
4.2: b). Markschicht z. T. dicht, nicht immer locker. Apothecien U. perpusilla-dhnlich,
schwarz-gelblich, nur sehr selten vorhanden.

Chemie: Strepsilinsdure und Derivate hidufig vorhanden, eine Probe mit Psoromséure (TLC).
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Verbreitung: Bipolar; Cascade Mountains, USA (verschiedene Lokalititen); hohe Anden in
Ecuador, Vulkan Chimborazo; hohe Anden in Patagonien: Rio Negro (Bariloche), Santa Cruz
(E1 Chalten) nahe Lago Viedma; Tierra del Fuego (Glaciar Matrial); Antarktische Halbinsel:
Adelaide und Alexander Island; Casey Station (Australische Antarktis); Victoria Land
(Nunatak, 80° Siid).

7. Usnea patagonica F.J. WALKER

Bull. Br. Mus. nat. Hist. (Bot.) 13: 47 (1985). Typus: Argentinien, Santa Cruz, Lago Argentino,
Crodillera Cristales, 2000 m, 26.Dezember 1958, P. W. James 31 (BM!).

Morphologie: Sekundéréste zur Basis hin immer verschmaélert. Thallusoberfliche an Primér-
und Sekundéristen haufig ringformig aufgebrochen (sieche Abb. 3.1: ¢)

Chemie: sehr haufig Neotricon, Neuropologinsdure und Norperstictinsdure in Kombination
(HPLC).

Verbreitung: Siidamerika; haufige Art in der Cordillera Blanca, Huascaran Nationalpark,

4800 m Peru; weitere Aufsammlung aus Ecuador, Vulkan Chimborazo, 4600 m.

8. Usnea perpusilla (LAMB) F.J. WALKER

Bull. Br. Mus. nat. Hist. (Bot.) 13: 47 (1985). — Neuropogon perpusillus LAMB, J. Linn. Soc. (Bot.) 52:
234 (1939). Typus: Chile, Pico de Plique, Antuco, Poeppig PI. Chil. lll, 278(56) (BM!). - Neuropogon
rohmederi Lamb, Lilloa 14: 158 (1948). Typus: Argentinien, Chubut, Lago Futalaufquen, 1800-2000m,
1945, G. Rohmeder (LIL 2275) (BM!).

Hinweis: U. perpusilla spaltet sich molekular in drei verschiedene Gruppen auf, von der eine
als Neuropogon f. ushuaiensis LAMB identifiziert werden konnte. Ob die beiden anderen
Gruppen den von LAMB (1939, 1948) beschriebenen Neuropogon perpusillus und
Neuropogon rohmederi zugeordnet werden konnen, muss anhand des Typusmaterials
nachtréglich liberpriift werden. Bis dahin miissen die beiden Gruppen unter der von WALKER

(1985) als variabler definierten U. perpusilla gefasst werden (siehe Abb. 3.2: a, h)

9. Usnea sphacelata R. BRr.
Chloris melvilliana : 49 (1823 [1821]). Typus: Kanada, Melville Island, Mr James Ross 114 (BM!).

Morphologie: Thallusbasis immer wuchernd, mehr oder weniger brdunlich pigmentiert.
Fibrillen sind sehr hiufig vorhanden. Aste sind immer mehr oder weniger geringelt, aber
niemals vollstindig schwarz pigmentiert (siche Abb. 4.2: f). Thallusoberfliche niemals glatt,
fast immer unpigmentierte oder pigmentierte, meist feine Papillen aufweisend. Markschicht

meist dicht. Zentralachse meist zwischen 40% und 55% des Thallusdurchmessers. Sorale
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hiufig auch an Hauptisten, punktformig, meist konvex, ineinander {ibergehen. Pigmentierte
Isidiomorphe z. T. vorhanden.

Chemie: z. T. Dibenzofurane in Form von Strepsilinséure und ihren Derivaten (HPLC).
Verbreitung: Bipolar: zirkumpolar arktisch, Stidamerika; wahrscheinlich selten in Patagonien,
Neuseeland und den maritim antarktischen Inseln; Vorkommen in der Mongolei sind

wahrscheinlich.

10. Usnea subantarctica F.J. WALKER
Bull. Br. Mus. nat. Hist. (Bot.) 13: 47 (1985). Typus: Antarktische Halbinsel, Marguerite Bay,

Horseshoe Island, Falliéres Coast, 7,5 m, 23 Februar 1965, R. E. Longton 1275 (AAS!).
Morphologie: z. T. sehr heller Thallus mit wenig Pigmentierung. Kortex ungewdhnlich hart
und krustig und die Kortexschnittfliche ungewdhnlich glanzend (siche Abb. 3.2: g). Papillen
nicht immer pigmentiert. Soredien hdufig dunkel pigmentiert mit auffillig hellem Rand.
Isidiomorphe bei 50% der Individuen vorhanden. Farbe der Apothecien, wenn vorhanden,
gelb bis orange.

Chemie: fast immer Norstictinsdure oder keine Inhaltsstoffe; selten zusitzlich Salazinsdure

bzw. Dibenzofurane (Strepsilinsdure) (TLC).

11. Usnea subcapillaris (D. GALLOWAY) F.J. WALKER
Bull. Br. Mus. nat. Hist. (Bot) 13: 47 (1985).

Hinweis: Es gibt Hinweise aus molekularen Untersuchungen auf eng verwandte soredidse
Formen in Neuseeland, die mdglicherweise U. pseudocapillaris zuzuordnen sind. Nihere
Untersuchungen der beiden Arten sind notwendig. (siche Abb. 3.1: d)

Chemie: Dibenzofurane in Form von Strepsilinsdure konnen auftreten (TLC).

12. Usnea trachycarpa (STIRTON) MULL. ARG.
Nuovo G. bot. ital. 21: 37 (1889). Typus: Kerguelen’'s Land, (January 1875), Challenger Exped. 6

(BM!).

Hinweis: U. trachycarpa ist wahrscheinlich in zwei oder mehrere kryptische Arten
untergliedert. Ndhere Untersuchungen sind erforderlich, um dies zu bestétigen.

Morphologie: Der gesamte Thallus antarktischer Individuen kann sehr stark pigmentiert und
matt sein (Abb. 4.2: a). Ansonsten hdufig auch unpigmentierte oder gemischte Papillen, die
grob sein konnen. Individuen mit punktférmig bis stark konvexen, auf die Seitendste
beschriankten Soralen, (dann aber ohne Apothecien) kommen in der Antarktis, aber auch in

Patagonien vor (siche Abb. 4.2: a). Die Apothecienscheibe ist z. T. gelblich anstatt braun.
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Chemie: z. T. Quaesitinsdure gemeinsam mit Norstictinsdure; Protocetrarsdure kommt nicht
vor; Neotricon und Neuropologinsiure alleinig oder mit Salazinsdure; z. T. Dibenzofuran
(Strepsilinsédure) als zusdtzliche Substanz (TLC und HPLC).

Verbreitung: Vorkommen auch in Ecuador und der Antarktis: Marguerite Bay und Alexander

Island.

13. Usnea ushuaiensis (LAMB) comb. et stat. nov. ined.

Neuropogon rohmederi f. ushuaiensis LAMB, Lilloa 14: 160 (1948). Typus: Argentinien, Tierra del
Fuego, Sierra Alvear, Sudhang, oberhalb Las Cotorras, ca. 20 km ONO von Ushuaia, 900-1000m, 7.
Februar 1940, R. Santesson 640c (S!)

Morphologie: Thallusbasis leicht gestielt oder wuchernd; zumeist mit orange-brauner
Farbung der Basalteile. Markschicht dicht. Zentralachsendurchmesser 30-45% des
Thallusdurchmessers. Sehr feine, pigmentierte, aber auch unpigmentierte Papillen (siche
Abb. 4.2: e). Fibrillen durchgingig vorhanden, hiufig an Seitenésten.

Chemie: z. T. Psoromsdure und/oder Dibenzofurane (Strepsilinsdure) vorhanden (TLC).

14. Usnea sp. nov. 1 sp. nov. ined.

Typus: Argentinien, Rio Negro, Bariloche, Cerro Catedral, Skigebiet, ca. 2000 m alt., exponierter Fels,
19. Dezember 2003, N. Wirtz und M. I. Messuti, PA-25b (F!).

Morphologie: Thallus ca. 5-7 cm, von einer wuchernden, zumeist braunlichen Haftscheibe
entspringend; aufrecht strauchig wachsend, subdichotom bis reich verzweigt (Abb. 3.1: g).
,Gestauchte® Morphotypen mit dicken, gekriimmten, pigmentierten Seitenédsten vorhanden
(wie in U. perpusilla). Thallusoberfliche griinlich, ungewohnlich glatt und glinzend mit
wenig auffilligen Kortexgriibchen; Hauptiste hell, Seitendste zu den Spitzen hin deutlich
schwarz gebdndert (Abb. 3.1: 1). Kortexrisse z. T. auch an Nebendsten vorhanden. Keine
Papillen. Selten Fibrillen. Markschicht dicht. Zentralachse dick, durchschnittlich 53% (34%-
71%). Sorale nicht bekannt. Pigmentierte Isidiomorphe bei einem Individuum ohne
Apothecien. Apothecien héufig, untergipfelstindig, selten endstindig, z. T. in Reihen;
napfartig bis flach ausgebreitet, z. T. mit Rand und wenigen Strahlen; hellgelb bis bréunlich
bzw. schwarz gefleckt oder schattiert (siche Abb. 2.9: C und 3.1: g, 1).

Chemie: selten Dibenzofurane in Form von Strepsilinsdure (TLC).

Verbreitung: nur an einem Standort gesammelt: Argentinien, Bariloche, Cerro Catedral.

15. Usnea sp. nov. 2 sp. nov. ined..

Typus: Peru, Ancash, Nationalpark Huascaran, Quebrada Ulta, an N exponiertem Hang der Nevado
Ulta, 4800m alt., 6. November 2004, N. Wirtz, H.T. Lumbsch und A. Ramirez, HTL 19320b (F!).
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Morphologie: Thallus ca. 2-4 cm hoch, von einer abgesetzten bis verldngerten oder
wuchernden, schwarzen bis schwarz-brdunlichen Haftscheibe und Thallusbasis entspringend
(siche Abb. 2.10). Monopodial wachsend mit wenigen Verzweigungen; Hauptdste sich zu den
Spitzen hin zunehmend verjiingend und zunehmend pigmentiert, aber nicht gebéndert, z. T.
fleckig (sieche Abb. 2.10). Kortex dick und hart. Thallusoberfliche glatt oder leicht
strukturiert, eher matt, mit deutlichen Kortexrissen an Haupt- und Seitendsten, die den Blick
auf die weiBle Markschicht freigeben (sieche Abb. 4.2: c). Sekundirastansatz undeutlich
verschmilert. Kaum Papillen vorhanden. Z. T. Fibrillen und Kortexgriibchen vorhanden.
Markschicht dicht bis kompakt. Zentralachse diinn, ca. 30-40% des Thallusdurchmessers
einnehmend. Unpigmentierte, lange Isidiomorphe vorhanden, die z. T. nach oben hin leicht
pigmentiert sind und nach Abbruch an Hauptédsten helle Narben bilden (Ab. 4.2: c). Sorale
mit Soredien nicht vorhanden. Apothecien nicht bekannt.

Chemie: immer Protocetrar- und Fumarprotocetrarsdure vorhanden, seltener zusammen mit
dem Depsid Atranorin (TLC)

Verbreitung: nur an einem Standort gesammelt: Peru, Huascaran Nationalpark (s. o.).

16. Usnea sp. nov. 3 sp. nov. ined.

Typus: Argentinien, Santa Cruz, ca. 30km N von El Chalten, N des Nationalparks ,los Glaciares®,
Cerro Creston, oberhalb der Laguna del Desierto, unterhalb des Glaciar Huemul, auf Seitenmoréne,
ca. 800 m alt, 9. Dezember 2003, N. Wirtz und M. I. Messuti, PA-1 (F!).

Morphologie: Thallus ca. 4-5 cm hoch, von einer wuchernden, zumeist hellen bis brdunlich
gefdarbten Thallusbasis ausgehend. Aufrecht wachsend, mehr oder weniger dichotom
verzweigt mit vielen abstehenden Fibrillen. Sekundiréste mit schwarzer Bénderung bis hin zu
den Spitzen. Thallusoberfliche strukturiert, seltener glatt; vereinzelt durch Papillen, meist
durch Kortexgriibchen (z. T. ausgeprédgt) und durch Fibrillen. Kortexrisse an den Hauptésten
vorhanden. Markschicht dicht; Zentralachse durchschnittlich 47% des Thallusdurchmessers
einnehmend (35-60%). Punktférmige, meist gewdlbte, ineinander {ibergehende Sorale;
zumeist an den Nebendsten und aus abgebrochenen Fibrillen entspringend. Schwarz
pigmentierte Isidiomorphe immer in Soralen vorhanden. Apothecien nicht bekannt.

Chemie: Dibenzofurane (Strepsilinsdure) in manchen Proben und ein unidentifizierter
Inhaltsstoff (nur in dieser Art vorkommend) z. T. vorhanden (TLC).

Verbreitung: Siidamerika: Ecuador, Chimborazo; Rio Negro, Bariloche; Santa Cruz, El

Chalten. Wahrscheinlich in den siidamerikanischen Anden verbreitet.
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Abb. 4.2: (a) U. trachycarpa, (b) U. lambii, (c) Usnea sp. nov. 2 , (d) U. lambii, (e) U.
ushuaiensis, (f) U. sphacelata.
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Anhang 1: Auflistung aller untersuchten Proben, die in die Eingen-Analysen der Phylogenie gestutzten Artabgrenzung eingeflossen sind. Die Proben sind nach
den ihnen zugeschriebenen Artnamen, bzw. aufgrund von Affinitadten bestimmten Arten zugeordnet. Fur alle Proben sind Probennummer, Standort, Sammler,
Herbarakronym, Sammelnummer und die jeweils gewonnenen DNA-Sequenzen aufgefihrt. AAS= British Antarctic Survey, BG= University Bergen, C=
University of Copenhagen, F= The Field Museum, FH= Harvard University, OTA= University of Otago, WIS= University of Wisconsin.

Art/ Probennummer Standortangaben Sammler Herbar, Sammelnummer DNA-Sequenzen
IGS ITS RPB1
U. acanthella

168-1 Ecuador, P.N. Llanganates, 3200m Z. Palice 20/03/2003 X X X
169-1 Ecuador, Carchi, Volc. Chiles, 4135m Z. Palice 06/03/2003 X X X
169-2 Ecuador, Carchi, Volc. Chiles, 4135m Z. Palice 06/03/2003 X X X
169-3 Ecuador, Carchi, Volc. Chiles, 4135m Z. Palice 06/03/2003 X X X
169-4 Ecuador, Carchi, Volc. Chiles, 4135m Z. Palice 06/03/2003 X X

169-5 Ecuador, Carchi, Volc. Chiles, 4135m Z. Palice 06/03/2003 X X

171-1 Ecuador, Carchi, Volc. Chiles, 4250-4300m Z. Palice 06/03/2003 X

171-2 Ecuador, Carchi, Volc. Chiles, 4250-4300m Z. Palice 06/03/2003 X X X
171-3 Ecuador, Carchi, Volc. Chiles, 4250-4300m Z. Palice 06/03/2003 X X X
171-4 Ecuador, Carchi, Volc. Chiles, 4250-4300m Z. Palice 06/03/2003 X X X
171-5 Ecuador, Carchi, Volc. Chiles, 4250-4300m Z. Palice 06/03/2003 X X X
268-1 Peru, Cusco, Challabamba, PN Manu, 3500m A. Ramirez 04/09/2004 F, Ramirez 1770 X X X
269-1 Peru, Cusco, Challabamba, PN Manu, 3600m A. Ramirez 03/09/2004 F, Ramirez 1757 X X X
289-1 Peru, Ancash, PNH, Quebrada Ulta, 4800m N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A. Ramirez 11/2004 F, HTL 19320e X X X
289-2 Peru, Ancash, PNH, Quebrada Ulta, 4800m N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A. Ramirez 11/2004 F, HTL 19320e X X X
U. acromelana

175-2 Tierra del Fuego, Glacier Martial H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19003a X X X
175-3 Tierra del Fuego, Glacier Martial H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19003a X X X
175-4 Tierra del Fuego, Glacier Martial H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19003a X X X
175-5 Tierra del Fuego, Glacier Martial H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19003a X X X
175-8 Tierra del Fuego, Glacier Martial H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19003a X

184-1 Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-20 X X X
184-2 Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-20 X X X
184-3 Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-20 X X X
184-5 Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-20 X X X
184-10 Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-20 X X

188-1 Argentinien, Santa Cruz, El Chalten, 800m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-1 X X X
188-12 Argentinien, Santa Cruz, El Chalten, 800m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-1 X X X
188-13 Argentinien, Santa Cruz, El Chalten, 800m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-1 X

188-15 Argentinien, Santa Cruz, El Chalten, 800m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-1 X X X
228-2 Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m N. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003 F, PA-12d X

280-1 Neuseeland, Otago, Pisa Range, 1700m A. Knight 04/2003 OTA 57994 X X
U. cf. acromelana

200-4 Argentinien, Santa Cruz, El Chalten, 800m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-1 X X X
2711 Neuseeland, MTierra Benger, Black Treks' Creek, 1125m D.J. Galloway 02/1997 OTA 57501 X X

284-1 Neuseeland, Otago, Lammerlaw Range D.J. Galloway 02/1998 OTA 57499 X



U. antarctica

x
x

X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X XX

X X X X X X X X X X X X X X X X XX XXX

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X

X X X X X X X X X X X X

x

72 Antarktis, Marguerite Bay, Terra Firma S. Ott 01/2001 F

113-1 Antarktis, King George Island, Admiralty Bay, 70m J. Gloser 1/2001 F, Exsic. Vezda 461
113-2 Antarktis, King George Island, Admiralty Bay, 70m J. Gloser 1/2001 F, Exsic. Vezda 461
136-1 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Reinia Sofia, 100m H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19013b
136-2 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Reinia Sofia, 100m H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19013b
136-3 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Reinia Sofia, 100m H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19013b
137-2 Antarktis, Livingston Island, Lago Escondido, 100m H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19026j
137-3 Antarktis, Livingston Island, Lago Escondido, 100m H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19026j
138-1 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Johnsons Dock H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19039a
138-2 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Johnsons Dock H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19039a
138-3 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Johnsons Dock H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19039a
138-4 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Johnsons Dock H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19039a
138-5 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Johnsons Dock H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19039a
138-6 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Johnsons Dock H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19039a
139-1 Antarktis, Livingston Island, nahe Sealer Hill, 10m H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19029c
139-2 Antarktis, Livingston Island, nahe Sealer Hill, 10m H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19029c
139-3 Antarktis, Livingston Island, nahe Sealer Hill, 10m H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19029c
139-5 Antarktis, Livingston Island, nahe Sealer Hill, 10m H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19029c
139-6 Antarktis, Livingston Island, nahe Sealer Hill, 10m H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19029c
140-1 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Caleta Argentina H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19038a
140-2 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Caleta Argentina H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19038a
140-5 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Caleta Argentina H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19038a
140-8 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Caleta Argentina H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19038a
142-2 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Sallies Rocks H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19015b
142-3 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Sallies Rocks H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19015b
142-4 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Sallies Rocks H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19015b
142-5 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Sallies Rocks H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19015b
142-6 Antarktis, Livingston Island, South Bay, Sallies Rocks H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19015b
144-1 Antarktis, Deception Island B. Schroeter 02/2002 F

144-4 Antarktis, Deception Island B. Schroeter 02/2002 F

144-5 Antarktis, Deception Island B. Schroeter 02/2002 F

148-1 Tierra del Fuego, Lapataia Bay H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19001b
148-2 Tierra del Fuego, Lapataia Bay H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19001b
148-3 Tierra del Fuego, Lapataia Bay H.T. Lumbsch 2002 F, HTL 19001b
194-1 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21b
194-2 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21b
194-3 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21b
194-4 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21b
194-5 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21b
194-6 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21b
194-7 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21b
194-8 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21b
194-9 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21b
194-10 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21b

U. cf. antarctica

96-4 Antarktis, Marguerite Bay, Adelaide Isl., Rothera Point, 25m R.I.L. Smith 1998 AAS 11482
97-5 Antarktis, Marguerite Bay, Adelaide Isl., Rothera beach, 5m R.I.L. Smith 1998 AAS 98-261



97-6

137-1
183-1
183-2
183-3
236-1
270-1
281-3
285-2

U. aurantiaco-atra

U. cf. aurantiaco-atra

92-1
95-1
95-3

Antarktis, Marguerite Bay, Adelaide Isl., Rothera beach, 5m
Antarktis, Livingston Island, Lago Escondido, 100m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m

Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Neuseeland, Pisa Range, Locharburn Reserve, 920m
Neuseeland, Otago, Pisa Range, 1700m

Neuseeland, Otago, Old Man Range

Antarktis, Livingston Island

Antarktis, Livingston Island, South Bay, Caleta Argentina
Antarktis, Livingston Island, South Bay, Caleta Argentina
Antarktis, King George Island

Antarktis, Livingston Island, Byers Peninsula, Cerro Negro
Antarktis, Marguerite Bay, Leonie Island, 15-30m
Antarktis, King George Island, Admiralty Bay, 70m
Antarktis, Livingston Island, Punta Hannah, 150m
Antarktis, Livingston Island, Punta Hannah, 150m
Antarktis, Livingston Island, Punta Hannah, 150m
Antarktis, Livingston Island, Lago Escondido, 100m
Antarktis, Livingston Island, Lago Escondido, 100m
Antarktis, Livingston Island, Lago Escondido, 100m
Antarktis, Livingston Island, Lago Escondido, 100m
Antarktis, Livingston Island, Lago Escondido, 100m
Antarktis, Livingston Island, Sealer Hill, 10m

Antarktis, Livingston Island, Sealer Hill, 10m

Antarktis, Livingston Island, South Bay, Reina Sofia, 200m
Antarktis, Livingston Island, South Bay, Reina Sofia, 200m
Antarktis, Livingston Island, South Bay, Reina Sofia, 200m
Antarktis, Livingston Island, South Bay, Reina Sofia, 200m
Antarktis, Livingston Island, Smellie Point

Antarktis, Livingston Island, Sealer Hill

Antarktis, Livingston Island, South Bay, Punta Hannah
Antarktis, Livingston Island, South Bay, Sallies Rocks
Antarktis, Livingston Island, South Bay, Sallies Rocks
Antarktis, Deception Island

Antarktis, Deception Island

Antarktis, Deception Island

Antarktis, Deception Island

Antarktis, Deception Island

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 690m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 690m

Antarktis, Signy Island, Poal Harbour, 120m
Antarktis, Deception Island, Entrance Point, 200m
Antarktis, Deception Island, Entrance Point, 200m

R.I.L. Smith 1998
H.T. Lumbsch 2002

. Knight 02/2003
. Knight 04/2003
. Spencer 11/2004
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B. Schroeter 2000
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
2002

H.T. Lumbsch 2002
R.I.L. Smith 1995

K. Laska 1/2000

H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002

. Schroeter 02/2002
. Schroeter 02/2002
. Schroeter 02/2002
. Schroeter 02/2002
. Schroeter 02/2002

R.I.L. Smith 2000
R.I.L. Smith 2002
R.I.L. Smith 2002

Wirtz & M.l. Messuti 12/2003
Wirtz & M.l. Messuti 12/2003
Wirtz & M.l. Messuti 12/2003
Wirtz & M.l. Messuti 12/2003

Wirtz & M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003

AAS 98-261
F, HTL 19026j
F, PA-20

F, PA-20

F, PA-20

F, PA-12
OTA 58822
OTA 57994
OTA 58829

, HTL 19038b
, HTL 19038b

mMm T

F, HTL 19032a
AAS 9077
AAS

F, HTL 19045b
F, HTL 19045b
F, HTL 19045b
F, HTL 19026a
F, HTL 19026a
F, HTL 19026a
F, HTL 19026a
F, HTL 19026a
F, HTL 19030b
F, HTL 19030b
F, HTL 19012b
F, HTL 19012b
F, HTL 19012b
F, HTL 19012b
F, HTL 19018a
F, HTL 19029a
F, HTL 19045b
F, HTL 19015a
F, HTL 19015a

AAS 10883
AAS 11482
AAS 11482

X X X X X X X X X

XX XX XXX XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

X X

X X X X X X X X X

x

X X X X X X X X X X X X

X X

X X X X X X

x
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X X X X X X X X X X X X

X X



97-1
107
108-1
108-2
111-1
112-2
120-3
121-4
124-4
124-5
181-1
199-5
199-11
235-1
235-2
235-11
235-12
240-1
240-2

U. ciliata
275-1
276-1
278-1
287-1

U. cf. ciliata
277-1

U. durietzii
290-1

290-2
290-11

U. patagonica
191-1
191-2
191-3
191-4

U. perpusilla
179-1

179-3

179-4

179-7

192-20
192-21

208-1

208-2

Antarktis, Marguerite Bay, Adelaide Island, Rothera beach, 5m
Falkland Inseln, Port Stanley

Antarktis, Marguerite Bay, Leonie Island, below Skua Highway
Antarktis, Marguerite Bay, Leonie Island, below Skua Highway
Antarktis, Marguerite Bay, Leonie Island, South of Apple Hut
Antarktis, King George Island, Admiralty Bay, 70m

Antarktis, Livingston Island, Punta Hannah, 150m

Antarktis, Livingston Island, Lago Escondido, 100m

Antarktis, Livingston Island, South Bay, Reina Sofia, 200m
Antarktis, Livingston Island, South Bay, Reina Sofia, 200m
Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m

Tierra del Fuego, Paso Garibaldi, 342m

Tierra del Fuego, Paso Garibaldi, 342m

Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Neuseeland, Otago, Mt. Benger, 700-1000m
Neuseeland, Otago, Remarkables

Neuseeland, Cone Peak, Otekaieke River, 800-1200m
Neuseeland, Otago, Old Man Range

Neuseeland, Otago, Lammerlaw, Deep Stream, 600m

Peru, Ancash, PNH, Huarapasca, 4820m
Peru, Ancash, PNH, Huarapasca, 4820m
Peru, Ancash, PNH, Huarapasca, 4820m

Argentinien, Santa Cruz, El Calafate, 215m
Argentinien, Santa Cruz, El Calafate, 215m
Argentinien, Santa Cruz, El Calafate, 215m
Argentinien, Santa Cruz, El Calafate, 215m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m
Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m
Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m
Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1900m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1900m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1850m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1850m

R.L.L. Smith 1998

P.

Crittenden 2001

Mairi 14/02/2001
Mairi 14/02/2001
Mairi 14/02/2001

K.

Laska 1/2000

H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
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A
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. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003

Hammer 01/2000
Marky 04/1999
Knight 10/1996

K.Spencer 11/2004

D.J. Galloway 02/1998

Z2ZZ
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22222222

. Wirtz, H.T. Lumbsch & A. Ramirez 11/2004
. Wirtz, H.T. Lumbsch & A. Ramirez 11/2004
. Wirtz, H.T. Lumbsch & A. Ramirez 11/2004

. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003

. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.1. Messuti 12/2003
. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003

AAS 98-261

F, HTL 19045b
F, HTL 19026a
F, HTL 19012b
F, HTL 19012b
F, PA-20

F, PA-11a

F, PA-11a

F, PA-12a

F, PA-12a

F, PA-12a

F, PA-12a

F, PA-12

F, PA-12

OTA 58543
OTA 49924
OTA 53657
OTA 58829

OTA 53138

F, HTL 19364
F, HTL 19364
F, HTL 19364

F, PA-2
F, PA-2
F, PA-2
F, PA-2

F, PA-20
F, PA-20
F, PA-20
F, PA-20
F, PA-25a
F, PA-25a
F, PA-24
F, PA-24

X X X X X X X X X X X X X X X X

x

X X

X X X X

X X X X

X X

X X X

x X X X X X X X X X X X X

X X

X X X X

X X X X X X X X

X X X

X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X

x

X X X X

X X X X X X X X



208-19
208-20
218-1
218-2
218-3
227-1
227-3
227-4
227-7
258-1
258-2

U. aff. perpusilla
193-1
193-2
193-3
193-4
193-5
193-12
193-13
210-1
210-2
221-1
221-2
221-3b
221-3c
222-1
222-2
222-10

U. sphacelata

Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1850m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1850m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 690m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 690m

Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1900m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1900m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1900m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1900m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1900m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1900m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1900m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1850m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 1850m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m

Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4900m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4900m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4900m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4900m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4900m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4900m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4900m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4900m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 5220m
Ecuador, Chimborazo, NP Sangay, 4450m
Ecuador, Chimborazo, NP Sangay, 4450m
Ecuador, Chimborazo, NP Sangay, 4450m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 5050m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 5050m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 5050m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 5050m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 5050m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 5050m
Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 5050m
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Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.

Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.
Wirtz & M.I.

. Wirtz & M.1.

Wirtz & M.I.

Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003

Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003

F, PA-24
F, PA-24
F, PA-26a
F, PA-26a
F, PA-26a
F, PA-26
F, PA-26
F, PA-26
F, PA-26
F, PA-19
F, PA-19

F, PA-25b
F, PA-25b
F, PA-25b
F, PA-25b
F, PA-25b
F, PA-25b
F, PA-25b
F, PA-24
F, PA-24
F, PA-26
F, PA-26
F, PA-26
F, PA-26
F, PA-26
F, PA-26
F, PA-26

. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
ulisek & Stancik 2000
. Palice 1999

. Palice 1999

. Palice 1999

. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000
. Palice & Soldan 2000

Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.
Herb.

Palice 4291
Palice 4291
Palice 4291
Palice 4291
Palice 4291
Palice 4291
Palice 4291
Palice 4291
Palice 4299
Palice 3438
Palice 3438
Palice 3438
Palice 4501
Palice 4501
Palice 4501
Palice 4501
Palice 4501
Palice 4501
Palice 4501

x

X X X X X X X X X
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X X X X X X X X X X X X
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Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4600m

Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4600m

Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4600m

Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4600m

Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4600m

Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4600m

Ecuador, Chimborazo, Vulkan, 4600m

Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, Upper Terrace
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, Upper Terrace
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, Upper Terrace
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, Upper Terrace
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, Upper Terrace
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, Upper Terrace
Antarktis, Alexander Island, Mariner Hill, 635m
Antarktis, Alexander Island, Coal Nunatak, 100m
Antarktis, Alexander Island, Coal Nunatak, 100m
Antarktis, Alexander Island, Mount Wasilewski, 1616m
Antarktis, Marguerite Bay, Adelaide Isl., Reptile Ridge, 175m
Spitsbergen, Svalbard, Mt Heimdalkampen, 240 m
Spitsbergen, Svalbard, Mt Heimdalkampen, 240 m
Spitsbergen, Svalbard, Mt Heimdalkampen, 240 m
Spitsbergen, Svalbard, Mt Heimdalkampen, 320 m
Spitsbergen, Svalbard, Mt Heimdalkampen, 320 m
Spitsbergen, Svalbard, Mt Heimdalkampen, 320 m
Spitsbergen, Svalbard, Mt Heimdalkampen, 320 m
Spitsbergen, Svalbard, Ringhorndalen, 330-340 m
Spitsbergen, Svalbard, Ringhorndalen, 330-340 m
Spitsbergen, Svalbard

Spitsbergen, Svalbard

Spitsbergen, Svalbard

Spitsbergen, Svalbard

Island, Central Highlands, Nedribotnar, 740m

Island, Eyjafjardarsyla, Kerling Mts., 800m

Island, Eyjafjardarsyla, Kerling Mts., 800m

Island, Skagafjardarsyla, Pverdrag pass, 680m

Island, Skagafjardarsyla, Pverdrag pass, 680m

Island, INo, Skagafjardarsysla, ca. 600m

Island, INo, Skagafjardarsysla, ca. 600m

Island, INo, Skagafjardarsysla, ca. 600m

Island, INo, Skagafjardarsysla, ca. 600m

Island, Eyjafjardarsysla, Oxnadalur Tal, 460m
Antarktis, Marguerite Bay, Leonie Island

Antarktis, Marguerite Bay, Leonie Island

Antarktis, Marguerite Bay, Lagoon Island
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. Palice 1999
. Palice 1999
. Palice 1999
. Palice 1999
. Palice 1999
. Palice 1999
. Palice 1999

S.0tt 01/2001
S.0tt 01/2001
S.0tt 01/2001
S.0tt 01/2001
S.0tt 01/2001
S.0tt 01/2001
R.L.L. Smith 1997
R.LL. Smith 1997
R.L.L. Smith 1997
R.L.L. Smith 1997
R.I.L. Smith 1998

AdAAA A4+

. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002

Printzen 2002
Printzen 2002
Printzen 2002
Printzen 2002

. Heidmarsson 08/2002

. Arinbjarnarson 09/2002
. Arinbjarnarson 09/2002
. Heidmarsson 2002

Heidmarsson 2002
Heidmarsson 2002
Heidmarsson 2002
Heidmarsson 2002
Heidmarsson 2002
Heidmarsson 2002
Ott 2001
Ott 2001
Ott 1999

Antarktis, Victoria Land, Nunatak, 80°S
Antarktis, Victoria Land, Nunatak, 80°S
Antarktis, Victoria Land, Nunatak, 80°S
Antarktis, Victoria Land, Nunatak, 80°S
Antarktis, Victoria Land, Nunatak, 80°S
Antarktis, Victoria Land, Nunatak, 80°S

Sancho & A. Green 01/2003
Sancho & A. Green 01/2003
. Sancho & A. Green 01/2003
. Sancho & A. Green 01/2003
. Sancho & A. Green 01/2003
. Sancho & A. Green 01/2003
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Herb. Palice 2614
Herb. Palice 2614
Herb. Palice 2614
Herb. Palice 2614
Herb. Palice 2614
Herb. Palice 2614
Herb. Palice 2614

mm

mMmm T

AAS 10409

AAS 10445

AAS 10445

AAS 10567

AAS 10637

BG 31236

BG 31236

BG 31236

BG 31237a

BG 31237a

BG 31237a

BG 31237a

BG 31279

BG 31279

Herb. Printzen 6982
Herb. Printzen 6982
Herb. Printzen 7002
Herb. Printzen 7120

F, Heidmarsson 29380
F

F

F, Heidmarsson 28913
F, Heidmarsson 28913
F, Heidmarsson 28914
F, Heidmarsson 28914
F, Heidmarsson 28914
F, Heidmarsson 28914
F, Heidmarsson 28916
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174-1
174-2
174-4
174-5
178-1
178-2
229-1
230-1
230-2
230-3
231-1
232-1
232-2
232-3
233-1
233-2
233-3
243-1
243-2
243-3
243-4
2441
244-2
244-3
244-5
244-6
245-1
245-2
245-3
245-4
245-6
249-1
249-2
250-1
250-2
250-3
250-4
251-1
251-2
251-3
251-4
291-1

U. cf. sphacelata
200-1
203-1
203-2
203-3
203-6
203-9

Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, 120m
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, 120m
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, 120m
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, 120m
Antarktis, Wilkes Land, Casey Station, 300m

Antarktis, Wilkes Land, Casey Station, 300m

Antarktis, Marguerite Bay, Adelaide Island, Reptile Ridge
Antarktis, Marguerite Bay, Adelaide Island, Rothera Point
Antarktis, Marguerite Bay, Adelaide Island, Rothera Point
Antarktis, Marguerite Bay, Adelaide Island, Rothera Point
Antarktis, Marguerite Bay, Lagoon Island Hills
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis Ridge
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis Ridge
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis Ridge
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis Terrace
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis Terrace
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis Terrace
Gronland, Disko, Skarvefjeld, 840m

Gronland, Disko, Skarvefjeld, 840m

Gronland, Disko, Skarvefjeld, 840m

Gronland, Disko, Skarvefjeld, 840m

Kanada, Melville Island, 20m

Kanada, Melville Island, 20m

Kanada, Melville Island, 20m

Kanada, Melville Island, 20m

Kanada, Melville Island, 20m

Gronland, NW, Thule, Air Base

Gronland, NW, Thule, Air Base

Gronland, NW, Thule, Air Base

Gronland, NW, Thule, Air Base

Gronland, NW, Thule, Air Base

Mexiko, Mt. Orizaba, Citlaltepetl, 14800 ft.

Mexiko, Mt. Orizaba, Citlaltepetl, 14800 ft.

USA, Oregon, Mt. Hood NF, 2075m

USA, Oregon, Mt. Hood NF, 2075m

USA, Oregon, Mt. Hood NF, 2075m

USA, Oregon, Mt. Hood NF, 2075m

USA, Washington, Mt. Adams, 2105m

USA, Washington, Mt. Adams, 2105m

USA, Washington, Mt. Adams, 2105m

USA, Washington, Mt. Adams, 2105m

Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, Upper Terrace
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203-11
203-13
203-14

Usnea sp.
180-1
185-1
185-2
185-4
185-5
189-1
189-2
189-3
195-1
198-1
198-2
201-1
201-2
204-1
204-2
204-4
205-1
205-3
206-1
207-1
209-1
209-2
209-3
2111
211-2
2121
213-1
215-1
215-2
216-1
216-2
219-1
219-2
219-5
220-1
220-2
220-3
220-4
221-3a
221-3d
223-1
223-2
224-1
225-1
225-2

Argentinien, Santa Cruz, El Chalten, 800m
Argentinien, Santa Cruz, El Chalten, 800m
Argentinien, Santa Cruz, El Chalten, 800m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m
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226-1
226-4
226-6
227-2
237-1
237-2
238-1
239-1
241-1
253-1
253-2
263-1
266-1
266-2
266-3
267-1
267-2
267-3
2721
282-1
288-1
288-2
288-3
288-4
292-1
295-1

U. subcapillaris
283-1
283-2
286-1

U. trachycarpa
163-2
165-1
173-1
173-2
173-3
173-4
182-1
182-2
182-3
186-1
186-2
186-3
186-8
186-9
190-1
190-2

Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Argentinien, Rio Negro, Cerro Catedral, 2200m
Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 578m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 578m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 690m

Peru, Ancash, Nevado Pastoruri, 4820m

Peru, Ancash, Nevado Pastoruri, 4820m

Peru, Ancash, Nevado Pastoruri, 4820m

Peru, Ancash, PNH, Quebrada Ulta, 4800m
Peru, Ancash, PNH, Quebrada Ulta, 4800m
Peru, Ancash, PNH, Quebrada Ulta, 4800m
Neuseeland, Mt. Benger, Black Treks' Creek, 1125m
Neuseeland, Otago, Pisa Range, 1700m

Peru, Ancash, Quebrada Ulta, 4800m

Peru, Ancash, Quebrada Ulta, 4800m

Peru, Ancash, Quebrada Ulta, 4800m

Peru, Ancash, Quebrada Ulta, 4800m
Antarktis, Alexander Island, Mars Oasis, Upper Terrace
USA, Mt. Adams, Gifford Pinchot N.F., 7700ft

Neuseeland, Otago, Old Man Range, 1570m
Neuseeland, Otago, Old Man Range, 1570m
Neuseeland, Old Man Range

Marguerite Bay, Adelaide Island, Reptile Ridge
Antarktis, Marguerite Bay, Lagoon Island
Tierra del Fuego, P.N., Lapataia Bay

Tierra del Fuego, P.N., Lapataia Bay

Tierra del Fuego, P.N., Lapataia Bay

Tierra del Fuego, P.N., Lapataia Bay

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m

Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 710m
Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m
Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m
Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m
Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m
Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m
Argentinien, Santa Cruz, El Chalten, 800m
Argentinien, Santa Cruz, El Chalten, 800m
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D.J. Galloway 02/1997
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. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
.Ott 01/2001

Riley 08/1995

D.J. Galloway 02/1999
D.J. Galloway 02/1999
Spencer 11/2004
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F, HTL 19364i
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F, HTL 19320f
F, HTL 19320f
F, HTL 19320f
OTA 57502
OTA 57994
HTL 19320b
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HTL 19320b
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Randle Ranger Herb.
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190-3 Argentinien, Santa Cruz, El Chalten, 800m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-1 X X X
196-1 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21a X X X
196-2 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21a X X X
196-3 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21a X X X
196-5 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21a X X X
196-6 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21a X X X
197-1 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21a X X X
197-2 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21a X X

197-3 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21a X X X
197-5 Argentinien, Santa Cruz, Monte Aymond, 200m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-21a X X X
234-1 Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m N. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003 F, PA-12b X X X
234-2 Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m N. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003 F, PA-12b X X X
264-1 Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 690m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-19 X X X
264-3 Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 690m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-19 X X

U. cf. trachycarpa

164-1 Antarktis, Marguerite Bay, Lagoon Island, Strand S. Ott 2001 F X X X
164-3 Antarktis, Marguerite Bay, Lagoon Island, Strand S. Ott 2001 F X X

234-3 Tierra del Fuego, Lapataia Bay, 55m N. Wirtz & M.l. Messuti 12/2003 F, PA-12b X X X
265-1 Tierra del Fuego, Glaciar Martial, 690m N. Wirtz & M.I. Messuti 12/2003 F, PA-19 X X X
N 421 399 3N 350




Anhang 2: Auflistung der 308 untersuchten Proben des kombinierten Datensatz. Mit * sind die
Individuen gekennzeichnet, die in die drei Gruppen U. trachycarpa, U. perpusilla und U. aurantiaco-
atra fallen und in die Netzwerkanalysen eingegangen sind. Die Proben sind nach diesen Gruppen und
den Arten innerhalb der Gruppen geordnet bzw. als AulRengruppe gekennzeichnet. Fir alle Proben
sind die Probennummern, Populationen mit Abkiirzung, geographischen Koordinaten, Sammler und
Datum angegeben. AR= Argentinien, AN= Antarktis, NZ= Neuseeland, TdF= Tierra del Fuego.

Art/Proben-

nummer

Standortangaben der Populationen

U. aurantiaco-atra-Gruppe

U. acromelana

237-2¢

175-2*
175-3
175-4

175-5*

184-2*

184-3*

184-5*

253-1*

253-2¢

188-1*
188-12*
188-15*

TdF, Lapataia Bay

TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial

AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten

U. aurantiaco-atra/ U. antarctica

72"

108-1*
111-1*

96-4*
97-6*
97-1*

144-1*

121-3*
121-4*
123-1*
125-8*
128-2*
137-1*
137-2*
137-3*
139-1*
139-2*
139-5*
139-6*

120-3*
120-4*
120-5*
133-6*

124-1*
124-4*
124-5*
135-1*
135-4*
136-1*
136-2*
136-3*
138-1*
138-2*

AN, Terra Firma

AN, Leonie Island
AN, Leonie Island

AN, Adelaide Island, Rothera
AN, Adelaide Island, Rothera
AN, Adelaide Island, Rothera

AN, Deception Island
AN, Deception Island
AN, Deception Island
AN, Deception Island
AN, Deception Island
AN, Deception Island
AN, Deception Island
AN, Deception Island

AN, Livingston Island, Byers Peninsula
AN, Livingston Island, Byers Peninsula
AN, Livingston Island, Byers Peninsula
AN, Livingston Island, Byers Peninsula
AN, Livingston Island, Byers Peninsula
AN, Livingston Island, Byers Peninsula
AN, Livingston Island, Byers Peninsula
AN, Livingston Island, Byers Peninsula
AN, Livingston Island, Byers Peninsula
AN, Livingston Island, Byers Peninsula
AN, Livingston Island, Byers Peninsula
AN, Livingston Island, Byers Peninsula

AN, Livingston Island, Punta Hannah
AN, Livingston Island, Punta Hannah
AN, Livingston Island, Punta Hannah
AN, Livingston Island, Punta Hannah

AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay

Kirzel

TFLP

TFGM
TFGM
TFGM
TFGM
TFGM
TFGM
TFGM
TFGM
TFGM

SCEL
SCEL
SCEL

MTEF

MLEO
MLEO

MARO
MARO
MARO

SDEC
SDEC
SDEC
SDEC
SDEC
SDEC
SDEC
SDEC

SLBP
SLBP
SLBP
SLBP
SLBP
SLBP
SLBP
SLBP
SLBP
SLBP
SLBP
SLBP

SLPH
SLPH
SLPH
SLPH

SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB

Breitengrad

54°50’S

54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S

49°02'S
49°02'S
49°02'S

68°42'S

67°36’S
67°36’S

67°34’S
67°34’'S
67°34’S

62°59’'S
62°59’'S
62°59’'S
62°59’'S
62°59'S
62°59’'S
62°59’'S
62°59'S

62°40’'S
62°40’'S
62°40’'S
62°40’'S
62°40’'S
62°40’'S
62°40’'S
62°40’'S
62°40’'S
62°40’'S
62°40’'S
62°40’'S

62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S

62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39’'S

Langengrad

68°26'W

68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W

72°55'W
72°55'W
72°55'W

67°32'W

68°21W
68°21W

68°08'W
68°08'W
68°08'W

60°41°'W
60°41°'W
60°41°'W
60°41°'W
60°41'W
60°41°'W
60°41°'W
60°41°'W

61°05'W
61°05'W
61°05'W
61°05'W
61°05'W
61°05'W
61°05'W
61°05'W
61°05'W
61°05'W
61°05'W
61°05'W

60°32'W
60°32'W
60°32'W
60°32'W

60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W

Sammler/ Datum
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. Schroeter 02/2002
. Schroeter 02/2002
R.I.L. Smith 2002

R.I.L. Smith 2002

oowwww

H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002

H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002

H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002



Art/Proben-

nummer
138-3*
138-4*
138-5*
138-6*
140-1*
140-2*
142-2*
142-3*
142-4*
142-5*
142-6*

112-1*
112-2*
113-2*

92-1*

107*

148-1*
148-2*
148-3*
234-3¢
235-1*
235-2¢
236-1*
238-1*
239-1*
240-1*
240-2¢
241-1*

181-1*
181-4*
183-1*
183-2*
256-11*
256-14*

199-11*
199-5*

194-1*
194-2*
194-3*
194-4*
194-5*
194-6*
194-7*
194-10*

189-1*
200-4*
206-1*
207-1*

Standortangaben der Populationen

AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay
AN, Livingston Island, South Bay

AN, King George Island
AN, King George Island
AN, King George Island

Sud-Orkney Inseln, Signy Island
Falkland Inseln, Port Stanley

TdF, Lapataia Bay
TdF, Lapataia Bay
TdF, Lapataia Bay
TdF, Lapataia Bay
TdF, Lapataia Bay
TdF, Lapataia Bay
TdF, Lapataia Bay
TdF, Lapataia Bay
TdF, Lapataia Bay
TdF, Lapataia Bay
TdF, Lapataia Bay
TdF, Lapataia Bay

TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial

TdF, Paso Garibaldi
TdF, Paso Garibaldi

AR, Santa Cruz, Monte Aymond
AR, Santa Cruz, Monte Aymond
AR, Santa Cruz, Monte Aymond
AR, Santa Cruz, Monte Aymond
AR, Santa Cruz, Monte Aymond
AR, Santa Cruz, Monte Aymond
AR, Santa Cruz, Monte Aymond
AR, Santa Cruz, Monte Aymond

AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten

U. perpusilla-Gruppe

U. perpusilla
235-11*

179-1*
179-3*
179-4*
179-7*
180-1*
258-1*
258-2¢
263-1*

192-21*
208-1*
208-2¢

TdF, Lapataia Bay

TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial
TdF, Glaciar Martial

AR, Rio Negro, Bariloche, C. Catedral
AR, Rio Negro, Bariloche, C. Catedral
AR, Rio Negro, Bariloche, C. Catedral

Kirzel

SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB
SLSB

SSKG
SSKG
SSKG

SIGY

FALK

TFLP
TFLP
TFLP
TFLP
TFLP
TFLP
TFLP
TFLP
TFLP
TFLP
TFLP
TFLP

TFGM
TFGM
TFGM
TFGM
TFGM
TFGM

TFPG
TFPG

SCMA
SCMA
SCMA
SCMA
SCMA
SCMA
SCMA
SCMA

SCEL
SCEL
SCEL
SCEL

TFLP

TFGM
TFGM
TFGM
TFGM
TFGM
TFGM
TFGM
TFGM

RNBA
RNBA
RNBA

Breitengrad

62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39’'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S
62°39'S

62°14’S
62°14’S
62°14’S

60°43’'S
51°45'S

54°50’S
54°50’S
54°50’S
54°50’S
54°50’S
54°50’S
54°50’S
54°50’S
54°50’S
54°50’'S
54°50’S
54°50’S

54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S

54°41’S
54°41’S

52°07’S
52°07’S
52°07’S
52°07’S
52°07’S
52°07’S
52°07’S
52°07’S

49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S

54°50’S

54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
54°47°S
41°16’S
41°16’S
41°16’S

Langengrad

60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W
60°23'W

58°38'W
58°38'W
58°38'W

45°38'W
57°56’'W

68°26'W
68°26'W
68°26'W
68°26'W
68°26'W
68°26'W
68°26'W
68°26'W
68°26'W
68°26'W
68°26'W
68°26'W

68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W

67°50'W
67°50'W

69°31'W
69°31'W
69°31'W
69°31'W
69°31'W
69°31'W
69°31'W
69°31'W

72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W

68°26'W

68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W
71°20W
71°20W
71°20W

Sammler/ Datum

. Lumbsch 2002
. Lumbsch 2002
. Lumbsch 2002
. Lumbsch 2002
. Lumbsch 2002
. Lumbsch 2002
. Lumbsch 2002
. Lumbsch 2002
. Lumbsch 2002
. Lumbsch 2002
. Lumbsch 2002

K. Laska 01/2000
K. Laska 01/2000
J. Gloser 01/2001
R.I.L. Smith 2000

P. Crittenden 2001

zzzz ZzZZzZzZZZZZ ZZ ZZZZZZ ZZZZZZZZZIIZ

zzz zzzzzzZZ Z

Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.

Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.

Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.

Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.

Wirtz, M.I.

. Wirtz, M.l
. Wirtz, M.l
. Wirtz, M.l

. Wirtz, M.l

. Wirtz, M.l

Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.

. Wirtz, M.l
. Wirtz, M.l
. Wirtz, M.I.

.T. Lumbsch 2002
.T. Lumbsch 2002
.T. Lumbsch 2002

Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003

Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003

Messuti 12/2003
Messuti 12/2003

Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003

Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003

Messuti 12/2003

Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003

Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003



Art/Proben-
nummer

208-19*
218-1*
218-2¢
218-3¢
221-1*
221-2¢

221-3b*

221-3c*

222-10*
222-2*
227-1*

227-3
227-4
227-7*

Usnea sp. 1
189-2*
190-3*
201-1*
201-2*
204-1*
204-2¢
204-4*
205-3*

209-1*
209-3*

AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.

AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten
AR, Santa Cruz, El Chalten

41*
46
47*
66”

AR, Rio Negro, Bariloche, C.

Ecuador, Chimborazo
Ecuador, Chimborazo
Ecuador, Chimborazo
Ecuador, Chimborazo

U. sphacelata 2

166-2*
166-3*
167-1*
167-2*
167-6*

178-1*
178-2*

103-2*
232-1*
232-2¢
232-3¢
2921

229-1*

230-1*
230-2¢
230-3*

211-2¢
212-1*
2151
215-2¢
216-1*
219-1*
219-2¢
221-3a*
221-3d*
223-1*
224-1*
227-2

42
60”

250-2¢
250-3*

AN, Victoria Land, Nunatak
AN, Victoria Land, Nunatak
AN, Victoria Land, Nunatak
AN, Victoria Land, Nunatak
AN, Victoria Land, Nunatak

AN, Casey Station
AN, Casey Station

Standortangaben der Populationen

Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral

AR, Rio Negro, Bariloche, C. Catedral

Catedral

AN, Alexander Island, Mars Oasis
AN, Alexander Island, Mars Oasis
AN, Alexander Island, Mars Oasis
AN, Alexander Island, Mars Oasis
AN, Alexander Island, Mars Oasis

AN, Adelaide Island, Reptile Ridge

AN, Adelaide Island, Rothera
AN, Adelaide Island, Rothera
AN, Adelaide Island, Rothera

AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.

Ecuador, Chimborazo
Ecuador, Chimborazo

USA, Oregon, Mt. Hood
USA, Oregon, Mt. Hood

Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral

Kirzel

RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA

SCEL
SCEL
SCEL
SCEL
SCEL
SCEL
SCEL
SCEL

RNBA
RNBA

ECUA
ECUA
ECUA
ECUA

AROS
AROS
AROS
AROS
AROS

ACSY
ACSY

ALEX
ALEX
ALEX
ALEX
ALEX

MARR

MARO
MARO
MARO

RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA

ECUA
ECUA

NORG
NORG

Breitengrad

41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S

49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S

41°16’S
41°16’S

01°20’S
01°20’S
01°20’S
01°20’S

66°17°S
66°17°S

71°52’S
71°52’S
71°52’S
71°52’S
71°52’S

67°36’S

67°34’'S
67°34’S
67°34’S

41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S

01°20°S
01°20°S
45°22'N
45°22'N

Langengrad

71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W

72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W

71°20W
71°20W

75°05°'W
75°05’'W
75°05’'W
75°05°'W

166°46’'E
166°46’'E
166°46’'E
166°46’'E
166°46’'E

110°32°E
110°32’E

68°15'W
68°15'W
68°15'W
68°15'W
68°15'W

68°20'W

68°08'W
68°08'W
68°08'W

71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W

75°05’'W
75°05’'W
121°41'W
121°41'W

Sammler/ Datum

zzzzzzzZzZzZZZZZ

zz zzzzzZzZzZ

Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003

Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003

Wirtz, M.I. Messuti 12/2003

Wirtz, M.I. Messuti 12/2003

Palice, Soldan 2000
Palice, Soldan 2000
Palice, Soldan 2000
Palice 1999

NNNN

. Sancho, A. Green 01/2003
. Sancho, A. Green 01/2003
. Sancho, A. Green 01/2003
. Sancho, A. Green 01/2003
. Sancho, A. Green 01/2003

rrrrr

Crittenden 1995
Crittenden 1995

T

R.I.L. Smith 1997
F. Seymour

F. Seymour

F. Seymour
S.0tt 01/2001

F. Seymour
Seymour

Seymour
Seymour

mmm

Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003

zzzzzzzZzZzZZZ

Palice, Soldan 2000
Palice, Soldan 2000

NN

B. McCune 07/1994
B. McCune 07/1994



Art/Proben-

nummer
251-2*
251-3*
251-4*

Standortangaben der Populationen

USA, Washington, Mt. Adams
USA, Washington, Mt. Adams
USA, Washington, Mt. Adams

Usnea sp. nov. 1

193-2*

193-4
193-5*
193-12*
193-13*
210-1*
210-2¢
213-1*

AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.

AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.

U. trachycarpa-Gruppe

U. sphacelata 1

189-3

220-3¢
220-4¢
2251
225-2¢
226-1*
226-6*

52
53"
54*
56*
50*

244-1*
244-2¢
244-3¢
244-5¢

149-1*
150-1*
150-2*
153-2*
152-4*
152-5*
152-6*
151-1*
151-2*

243-1*
243-2¢
243-3¢

2451
245-2¢
245-3¢
245-4*

114-2*
115-5*
115-8*
115-11*
116-1*
116-2*
17-1*
117-2*
118-1*
119-1

AR, Santa Cruz, El Chalten

AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.

AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.
AR, Rio Negro, Bariloche, C.

Ecuador, Chimborazo
Ecuador, Chimborazo
Ecuador, Chimborazo
Ecuador, Chimborazo
Ecuador, Chimborazo

Kanada, Melville Island
Kanada, Melville Island
Kanada, Melville Island
Kanada, Melville Island

Island, Zentrales Hochland
Island, Zentrales Hochland
Island, Zentrales Hochland
Island, Zentrales Hochland
Island, Zentrales Hochland
Island, Zentrales Hochland
Island, Zentrales Hochland
Island, Zentrales Hochland
Island, Zentrales Hochland

Gronland, Disko
Gronland, Disko
Gronland, Disko

Gronland, Thule
Gronland, Thule
Gronland, Thule
Gronland, Thule

Spitzbergen, Svalbard
Spitzbergen, Svalbard
Spitzbergen, Svalbard
Spitzbergen, Svalbard
Spitzbergen, Svalbard
Spitzbergen, Svalbard
Spitzbergen, Svalbard
Spitzbergen, Svalbard

Spitzbergen, Svalbard
Spitzbergen, Svalbard

U. subantarctica
AN, Alexander Island, Mars Oasis
AN, Alexander Island, Mars Oasis
AN, Alexander Island, Mars Oasis
AN, Alexander Island, Mars Oasis

73"
78
233-1*
2911~

165-2*

AN, Lagoon Island

Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral

Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral
Catedral

Kirzel

NWAS
NWAS
NWAS

RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA

SCEL

RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA
RNBA

ECUA
ECUA
ECUA
ECUA
ECUA

KAMV
KAMV
KAMV
KAMV

ISLA
ISLA
ISLA
ISLA
ISLA
ISLA
ISLA
ISLA
ISLA

GRDK
GRDK
GRDK

GRTH
GRTH
GRTH
GRTH

SPIZ
SPIZ
SPIZ
SPIZ
SPIZ
SPIZ
SPIZ
SPIZ
SPIZ
SPIZ

ALEX
ALEX
ALEX
ALEX

MLAG

Breitengrad

46°12'N
46°12'N
46°12'N

41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S

49°02'S

41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S
41°16’S

01°20’S
01°20’S
01°20’S
01°20’S
01°20’S

75°19'N
75°19'N
75°19'N
75°19'N

64°45'N
64°45'N
64°45'N
64°45'N
64°45'N
64°45'N
64°45'N
64°45'N
64°45'N

69°16'N
69°16'N
69°16'N

76°31'N
76°31'N
76°31'N
76°31'N

79°17'N
79°17'N
79°17'N
79°17'N
79°17'N
79°17'N
79°17'N
79°17'N
79°17'N
79°17'N

71°52’S
71°52’S
71°52’S
71°52’S

67°36’S

Langengrad

121°29'W
121°29'W
121°29'W

71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W

72°55'W

71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W
71°20W

75°05’'W
75°05’'W
75°05°'W
75°05’'W
75°05’'W

114°43'W
114°43'W
114°43'W
114°43'W

18°15'W
18°15'W
18°15'W
18°15'W
18°15'W
18°15'W
18°15'W
18°15'W
18°15'W

53°35'W
53°35'W
53°35'W

68°24'W
68°24'W
68°24'W
68°24'W

16°04’E
16°04’E
16°04’E
16°04’E
16°04’E
16°04’E
16°04’E
16°04’E
16°04’E
16°04’E

68°15'W
68°15'W
68°15'W
68°15'W

68°16°'W

Sammler/ Datum

B. McCune 08/1999
B. McCune 08/1999
B. McCune 08/1999

. Wirtz, M.l
. Wirtz, M.l
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.
Wirtz, M.I.

Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003
Messuti 12/2003

zzzzzzzz

. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003

. Wirtz, M.l

. Wirtz, M.l
Wirtz, M.I.

Messuti 12/2003

Messuti 12/2003
Messuti 12/2003

zzzzzz 2z

Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
Wirtz, M.I. Messuti 12/2003

. Palice 1999
. Palice 1999
. Palice 1999
. Palice, Soldan 2000
Kulisek, Stancik 2000

NNNN

G.W. Scotter 07/1992
G.W. Scotter 07/1992
G.W. Scotter 07/1992
G.W. Scotter 07/1992
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. Heidmarsson 08/2002
. Arinbjarnarson 9/2002
. Arinbjarnarson 9/2002
. Heidmarsson 2002
. Heidmarsson 2002
. Heidmarsson 2002
. Heidmarsson 2002
. Heidmarsson 2002
. Heidmarsson 2002

A.V. Larsen 07/1996
A.V. Larsen 07/1996
A.V. Larsen 07/1996
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. Alstrup 08/1992
. Alstrup 08/1992
. Alstrup 08/1992
. Alstrup 08/1992

. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Tensberg 07/2002
. Printzen 2002

. Printzen 2002

C. Printzen 2002
C. Printzen 2002

S.0tt 01/2001
S.0tt 01/2001
F. Seymour

S.0tt 01/2001

S. Ott 1999



Art/Proben-

Standortangaben der Populationen

nummer
234-2 TdF, Lapataia Bay
264-1* TdF, Glaciar Martial
265-1* TdF, Glaciar Martial
182-2* TdF, Glaciar Martial
190-2* AR, Santa Cruz, El Chalten
200-1* AR, Santa Cruz, El Chalten
203-1* AR, Santa Cruz, El Chalten
203-11* AR, Santa Cruz, El Chalten
203-13* AR, Santa Cruz, El Chalten
203-14* AR, Santa Cruz, El Chalten
203-2* AR, Santa Cruz, El Chalten
203-3* AR, Santa Cruz, El Chalten
203-6* AR, Santa Cruz, El Chalten
203-9* AR, Santa Cruz, El Chalten
205-1* AR, Santa Cruz, El Chalten
U. trachycarpa 1
102-1* AN, Alexander Island, Mars Oasis
233-2* AN, Alexander Island, Mars Oasis
233-3* AN, Alexander Island, Mars Oasis
174-5* AN, Alexander Island, Mars Oasis
162-2* AN, Leonie Island
164-1* AN, Lagoon Island
234-1* TdF, Lapataia Bay
237-1* TdF, Lapataia Bay
173-1* TdF, Lapataia Bay
173-3* TdF, Lapataia Bay
186-3* AR, Santa Cruz, Monte Aymond
186-9* AR, Santa Cruz, Monte Aymond
196-3* AR, Santa Cruz, Monte Aymond
197-1* AR, Santa Cruz, Monte Aymond
197-3* AR, Santa Cruz, Monte Aymond
190-1* AR, Santa Cruz, El Chalten
226-4* AR, Rio Negro, Bariloche, C. Catedral
57 Ecuador, Chimborazo
U. trachycarpa 2
173-2¢ TdF, Lapataia Bay
182-1* TdF, Glaciar Martial
182-3* TdF, Glaciar Martial
186-2* AR, Santa Cruz, Monte Aymond
186-8* AR, Santa Cruz, Monte Aymond
196-2* AR, Santa Cruz, Monte Aymond
AuBengruppen
U. acanthella
268-1 Peru, Cusco, Challabamba
269-1 Peru, Cusco, Challabamba
289-1 Peru, Ancash, P. N. Huascaran
289-2 Peru, Ancash, P. N. Huascaran
168-1 Ecuador, Tungurahua, Llangamates
169-1 Ecuador, Carchi, Volcano Chiles
169-2 Ecuador, Carchi, Volcano Chiles
169-3 Ecuador, Carchi, Volcano Chiles
171-2 Ecuador, Carchi, Volcano Chiles
171-3 Ecuador, Carchi, Volcano Chiles

Kirzel

TFLP

TFGM
TFGM
TFGM

SCEL
SCEL
SCEL
SCEL
SCEL
SCEL
SCEL
SCEL
SCEL
SCEL
SCEL

ALEX
ALEX
ALEX
ALEX

MLEO
MLAG
TFLP
TFLP
TFLP
TFLP
SCMA
SCMA
SCMA
SCMA
SCMA
SCEL
RNBA

ECUA

TFLP

TFGM
TFGM

SCMA
SCMA
SCMA

PCUS
PCUS

PAHU

PAHU

ECTU

ECCA
ECCA
ECCA
ECCA
ECCA

Breitengrad

54°50’S

54°47°S
54°47°S
54°47°S

49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S
49°02'S

71°52’S
71°52’S
71°52’S
71°52’S
67°36’S
67°36’S
54°50’S
54°50’S
54°50’S
54°50’S
52°07’S
52°07’S
52°07’S
52°07’S
52°07’S
49°02'S
41°16’S

01°20’S

54°50’S
54°47°S
54°47°S
52°07°S
52°07°S
52°07°S

13°11°S
13°11°S
09°20’S

09°20’S

01°15’S

00°48'N
00°48'N
00°48'N
00°48'N
00°48'N

Langengrad

68°26'W

68°24'W
68°24'W
68°24'W

72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W
72°55'W

68°15'W
68°15'W
68°15'W
68°15'W
68°21W
68°16°'W
68°26'W
68°26'W
68°26'W
68°26'W
69°31'W
69°31'W
69°31'W
69°31'W
69°31'W
72°55'W
71°20W

75°05’'W

68°26'W
68°24'W
68°24'W
69°31'W
69°31'W
69°31'W

71°37T'W
71°37T'W
77°20W

77°20W

78°30'W

77°56'W
77°56'W
77°56'W
77°56'W
77°56'W

Sammler/ Datum

. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003

. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003

. Wirtz/ M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz/ M.l.Messuti 12/2003
. Wirtz/ M.l.Messuti 12/2003
. Wirtz/ M.l.Messuti 12/2003
. Wirtz/ M.l.Messuti 12/2003
. Wirtz/ M.l.Messuti 12/2003
. Wirtz/ M.l.Messuti 12/2003
. Wirtz/ M.l.Messuti 12/2003
. Wirtz/ M.l.Messuti 12/2003
. Wirtz/ M.l.Messuti 12/2003
. Wirtz/ M.l.Messuti 12/2003
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R.I.L. Smith 1997
F. Seymour

F. Seymour

S. Ott 12/1998

S. Ott 2001
S. Ott 2001

N. Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
N. Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
H.T. Lumbsch 2002
H.T. Lumbsch 2002

. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003

. Wirtz, M.l.Messuti 12/2003
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. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003

N

. Palice, Soldan 2000

H.T. Lumbsch 2002

N. Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
N. Wirtz, M.I. Messuti 12/2003

N. Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
N. Wirtz, M.I. Messuti 12/2003
N. Wirtz, M.I. Messuti 12/2003

A. Ramirez 09/04
A. Ramirez 09/04

N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004
N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004

Z. Palice 03/2003

Z. Palice 03/2003
Z. Palice 03/2003
Z. Palice 03/2003
Z. Palice 03/2003
Z. Palice 03/2003



Art/Proben-

nummer
171-4
171-5

Standortangaben der Populationen

Ecuador, Carchi, Volcano Chiles
Ecuador, Carchi, Volcano Chiles

U. patagonica

191-1
191-2
191-3
191-4
195-1
266-1
266-2
266-3
290-11
62

63
67

AR, Santa Cruz, El Calafate
AR, Santa Cruz, El Calafate
AR, Santa Cruz, El Calafate
AR, Santa Cruz, El Calafate

AR, Santa Cruz, Monte Aymond
Peru, Ancash, P. N. Huascaran
Peru, Ancash, P. N. Huascaran
Peru, Ancash, P. N. Huascaran
Peru, Ancash, P. N. Huascaran
Ecuador, Chimborazo

Ecuador, Chimborazo
Ecuador, Chimborazo

Usnea sp. nov 2

267-1

267-2

267-3

288-1

288-2

288-3

288-4

Peru, Ancash, P. N. Huascaran
Peru, Ancash, P. N. Huascaran
Peru, Ancash, P. N. Huascaran
Peru, Ancash, P. N. Huascaran
Peru, Ancash, P. N. Huascaran
Peru, Ancash, P. N. Huascaran

Peru, Ancash, P. N. Huascaran

Usnea aus NZ

276-1

281-3
282-1

283-1
285-2
286-1
287-1

NZ, Otago, Remarkables

NZ, Otago, Pisa Range
NZ, Otago, Pisa Range

NZ, Otago, Old Man Range
NZ, Otago, Old Man Range
NZ, Otago, Old Man Range
NZ, Otago, Old Man Range

Kirzel

ECCA
ECCA

SCCF
SCCF
SCCF
SCCF
SCMA
PAHU
PAHU
PAHU
PAHU
ECUA
ECUA
ECUA
PAHU
PAHU
PAHU
PAHU
PAHU
PAHU

PAHU

Breitengrad

00°48'N
00°48'N

50°28'S
50°28’'S
50°28'S
50°28’'S
52°07’S
09°20’S
09°20’S
09°20’S
09°20’S
01°20’S
01°20’S
01°20’S
09°20’S
09°20’S
09°20’S
09°20’S
09°20’S
09°20’S

09°20’S

Langengrad
77°56'W
77°56'W

72°4T'W
72°4T'W
72°4T'W
72°4T'W
69°31'W
77°20W
77°20W
77°20W
77°20W
75°05’'W
75°05°'W
75°05’'W
77°20W
77°20W
77°20W
77°20W
77°20W
77°20W

77°20W

Sammler/ Datum

zZ ZZzZzZ

. Palice 03/2003
. Palice 03/2003

. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003
. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003

. Wirtz, M.l. Messuti 12/2003

N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004
N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004
N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004
N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004

Z. Palice 1999
Z. Palice 1999
Z. Palice 1999

N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004
N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004
N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004
N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004
N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004
N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004
N. Wirtz, H.T. Lumbsch & A.
Ramirez 11/2004

A. Marky 04/1999

A. Knight 04/2003
A. Knight 04/2003

D.J. Galloway 02/1999
K. Spencer 11/2004
K. Spencer 11/2004
K. Spencer 11/2004



Anhang 3: Tabelle der kodierten morphologischen und chemischen Merkmale der untersuchten Individuen. Aufschliisselung siehe Tabelle 3.5

Anteil der Achsendicke am Gesamtdurchmesser.

zu den morphologischen und Tabelle 3.12 zu den chemischen Daten. %-Angabe

Chemische Merkmale

Morphologische Merkmale
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ANHANG 4

ANOVA-Ergebnisse

U. trachycarpa-Gruppe (3-Schritt-Clades)

(Clade 3-3 wurde wegen zu geringer Individuenzahl ausgelassen)

The results of a ANOVA statistical test
Source of Sum of d.f. Mean F

Variation  Squares Squares
between  2697. 3 899.1 14.25
error 4795. 76  63.10

total 7493. 79

The probability of this result, assuming the null hypothesis, is 0.000%**

Group 3-1: Number of items= 20

18.0 24.0 25.0 25.0 25.0 27.0 27.0 27.0 28.0 29.0 30.0 30.0 30.0 31.0 32.0 32.0 36.0 39.0
41.0 45.0

Mean = 30.1

95% confidence interval for Mean: 26.51 thru 33.59

Standard Deviation = 6.32

Hi=45.0 Low = 18.0

Median = 29.5

Average Absolute Deviation from Median = 4.55

Group 3-2: Number of items= 15

17.020.0 24.0 32.0 32.0 34.0 34.0 36.0 37.0 38.0 39.0 41.0 41.0 49.0 50.0
Mean = 34.9

95% confidence interval for Mean: 30.85 thru 39.02

Standard Deviation = 9.31

Hi=50.0 Low=17.0

Median = 36.0

Average Absolute Deviation from Median = 6.80

Group 3-4: Number of items= 5

28.032.037.0 41.0 46.0

Mean = 36.8

95% confidence interval for Mean: 29.72 thru 43.88
Standard Deviation = 7.12

Hi=46.0 Low = 28.0

Median = 37.0

Average Absolute Deviation from Median = 5.40

Group 3-5: Number of items= 40

27.031.0 35.0 35.0 36.0 36.0 36.0 37.0 38.0 38.0 38.0 39.0 39.0 39.0 39.0 40.0 40.0 40.0
40.0 41.0 42.0 42.0 43.0 43.0 44.0 45.0 46.0 49.0 50.0 50.0 50.0 51.0 52.0 52.0 52.0 54.0
55.0 60.0 60.0 63.0



Mean = 43.7

95% confidence interval for Mean: 41.17 thru 46.18
Standard Deviation = 8.20

Hi=63.0 Low =27.0

Median = 41.5

Average Absolute Deviation from Median = 6.47

U. perpusilla-Gruppe (4-Schritt-Clades)

The results of a ANOVA statistical test
Source of Sum of d.f. Mean F
Variation = Squares Squares

between  2456. 4 613.9 7.927
error 5576. 72 77.44
total 8031. 76

The probability of this result, assuming the null hypothesis, is 0.000

Group 4-1: Number of items= 8

30.0 32.0 33.0 38.0 41.0 42.0 47.0 53.0

Mean = 39.5

95% confidence interval for Mean: 33.30 thru 45.70
Standard Deviation = 7.91

Hi=53.0 Low = 30.0

Median = 39.5

Average Absolute Deviation from Median = 6.25

Group 4-2: Number of items= 8

26.0 31.0 33.0 36.0 37.0 38.0 46.0 47.0

Mean = 36.8

95% confidence interval for Mean: 30.55 thru 42.95
Standard Deviation = 7.13

Hi=47.0 Low = 26.0

Median = 36.5

Average Absolute Deviation from Median = 5.25

Group 4-3: Number of items= 20

32.0 33.0 34.0 43.0 44.0 44.0 45.0 46.0 48.0 51.0 51.0 52.0 53.0 53.0 54.0 55.0 55.0 60.0
62.0 71.0

Mean =49.3

95% confidence interval for Mean: 45.38 thru 53.22

Standard Deviation = 9.73

Hi=71.0 Low = 32.0

Median = 51.0

Average Absolute Deviation from Median = 7.30

Group 4-4: Number of items= 6
24.026.0 30.0 31.0 34.0 45.0



Mean = 31.7

95% confidence interval for Mean: 24.50 thru 38.83
Standard Deviation = 7.45

Hi=45.0 Low =24.0

Median = 30.5

Average Absolute Deviation from Median = 5.00

Group 4-5: Number of items= 35

21.025.0 25.0 26.0 28.0 29.0 29.0 30.0 32.0 32.0 33.0 33.0 33.0 33.0 35.0 35.0 36.0 37.0
38.038.039.0 39.0 39.0 40.0 41.0 41.0 43.0 45.0 45.0 46.0 47.0 50.0 53.0 57.0 58.0
Mean = 37.5

95% confidence interval for Mean: 34.49 thru 40.42

Standard Deviation = 8.92

Hi=58.0 Low =21.0

Median = 37.0

Average Absolute Deviation from Median = 6.97

U. aurantiaco-atra-Gruppe (3-Schritt-Clades)

The results of a ANOVA statistical test
Source of Sum of d.f. Mean F

Variation = Squares Squares
between  1916. 3 6388 7.790
error 7626. 93 82.00

total 9542. 96

The probability of this result, assuming the null hypothesis, is 0.000%**

Group 3-1: Number of items= 33

53.0 53.0 55.0 57.0 58.0 60.0 62.0 63.0 63.0 63.0 63.0 64.0 66.0 66.0 69.0 69.0 70.0 71.0
71.0 71.0 71.0 73.0 73.0 74.0 75.0 75.0 75.0 76.0 77.0 78.0 79.0 82.0 85.0

Mean = 68.5

95% confidence interval for Mean: 65.35 thru 71.62

Standard Deviation = 8.26

Hi=85.0 Low = 53.0

Median = 70.0

Average Absolute Deviation from Median = 6.73

Group 3-2: Number of items= 46

41.0 44.049.0 51.0 51.0 52.0 56.0 56.0 56.0 58.0 59.0 59.0 60.0 62.0 62.0 62.0 62.0 63.0
65.0 66.0 66.0 67.0 67.0 68.0 69.0 70.0 70.0 70.0 70.0 71.0 72.0 72.0 72.0 72.0 73.0 73.0
73.0 76.0 77.0 78.0 78.0 80.0 82.0 82.0 82.0 84.0

Mean = 66.3

95% confidence interval for Mean: 63.61 thru 68.91

Standard Deviation = 10.3

Hi=84.0 Low =41.0

Median = 67.5

Average Absolute Deviation from Median = 8.26



Group 3-3: Number of items= 7

56.0 65.0 67.0 69.0 70.0 77.0 78.0

Mean = 68.9

95% confidence interval for Mean: 62.06 thru 75.65
Standard Deviation = 7.47

Hi=78.0 Low = 56.0

Median = 69.0

Average Absolute Deviation from Median = 5.29

Group 3-4: Number of items= 11

46.0 48.0 49.0 51.0 51.0 52.0 55.0 56.0 60.0 60.0 63.0
Mean = 53.7

95% confidence interval for Mean: 48.31 thru 59.15
Standard Deviation = 5.52

Hi = 63.0 Low = 46.0

Median = 52.0

Average Absolute Deviation from Median = 4.45





