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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Inselartige Okosysteme, wie z.B. Inselberge, reprisentieren einen auBergewdhnlichen
Lebensraum. Aufgrund ihrer besonderen Entstehungsgeschichte bilden sie mitunter sehr alte
Landschaftselemente. Ihre extremen edaphischen und mikroklimatischen Bedingungen
fordern Pflanzenarten mit einzigartigen  Anpassungsstrategien, wie z.B. der
Austrocknungstoleranz. Aufgrund einer gewissen geografischen Isolation dieser terrestrischen
"Insel"-Systeme sind sie besonders geeignet, um die Auswirkungen von evolutionidren
Einfliissen auf Artbildungsprozesse zu untersuchen. Obwohl Inselberge in den Tropen
weitverbreitet vorkommen, finden sich dennoch regionale Unterschiede bezogen auf ihren
Artenreichtum und der Anzahl der endemischen Pflanzen. Nur wenige Pflanzenarten besitzen
fiir diesen Lebensraum die erforderlichen Eigenschaften und konnen erfolgreich in diesen
inselberg-spezifischen Habitaten wachsen. So zeichnen sich diese Lebensrdaume auch durch
das Vorhandensein typischer Pflanzengemeinschaften aus, z.B. mattenbildende Monokotyle.
Die monokotyle Familie der Velloziaceae ist dabei ein wichtiges floristisches Element auf
Inselbergen oder anderen Felsformationen in Siidamerika, Afrika und Madagaskar. Dabei
erwies sich die auf Madagaskar endemische austrocknungstolerante Xerophyta dasylirioides
mit ihrem omniprisenten Vorkommen als geeignetes Modell, um die genetische
Populationsstruktur und den Einfluss der Inselberge als mogliche Fortpflanzungsbarrieren fiir
Arten eingehender zu untersuchen. Insgesamt zeigte sich, dass die paldotropischen Inselberge
mitunter eine starke Differenzierung zwischen verschiedenen Regionen Afrikas (West, Ost
und Siid), Madagaskars und Indien aufweisen. Die Ergebnisse der populationsgenetischen
Untersuchungen von X. dasylirioides mittels Mikrosatelliten deuten zudem auf einen geringen
Genfluss zwischen den Inselbergpopulationen hin, selbst wenn sie geografisch nahe
beieinander liegen. Es zeigte sich auBerdem, dass der iiberwiegende Anteil der genetischen
Diversitiat (> 60%) innerhalb und nur etwa 37% der Gesamtvariation auf Unterschiede
zwischen den Populationen zuriickgefilhrt werden kann. Die gefundenen distinkten
Genotypen und die hohe genetische Diversitit innerhalb der Populationen, womdglich mit
einer lokalen Anpassung an den jeweiligen Inselbergstandort, konnten eine denkbare
Erkldrung fiir die morphologische Vielfalt innerhalb der Xerophyta-Art und fiir die regionalen
beobachteten Unterschiede sein. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern einen ersten Einblick in
die Populationsstruktur von X. dasylirioides und in die Auswirkungen eines inselartigen
Vorkommens auch von anderen austrocknungstoleranten Inselbergarten. Zudem bieten die
gewonnen Erkenntnisse mogliche Ansatzpunkte fiir weiterfithrende Untersuchungen und zur

Entwicklung von Strategien zum Schutz und Erhalt dieser auBergewthnlichen Arten.
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Abstract

Abstract

Island-like ecosystems, such as inselbergs, represent an exceptional habitat. Due to their
unique evolutionary history, they sometimes form very ancient landscape elements. Their
extreme edaphic and microclimatic conditions support plant species with unique adaptation
strategies, such as desiccation tolerance. Due to the pronounced geographical isolation of
these terrestrial "island" systems, they are particularly suitable for understanding the effects of
evolutionary factors on speciation processes. Although inselbergs are widespread in the
tropics, there are regional differences in their species richness and the number of endemic
plants. Only relatively few plant species possess the necessary adaptations to cope with the
specific environmental conditions on inselbergs. Typically unique plant communities, e.g. mat
formed by monocots, occur. The monocotyledonous Velloziaceae is an essential floral
element on inselbergs or other rock formations in South America, Africa and Madagascar. In
this context, the desiccation-tolerant Xerophyta dasylirioides, endemic to Madagascar, with its
omnipresent occurrence, proved to be a suitable model to investigate the genetic population
structure and the influence of inselbergs as possible reproductive barriers for species in detail.
Overall, it was shown that palaeotropical inselbergs sometimes show a strong floristic
differentiation between various African (West, East and South), Madagascar and India. The
results of the population genetic studies of X. dasylirioides using microsatellites indicate low
degree of gene flow between inselberg populations, even if they are geographically close to
each other. Moreover, it was found that the majority of genetic diversity (> 60%) within and
only about 37% of total variation can be attributed to differences between populations. The
distinct genotypes and the high genetic diversity within populations could indicate local
adaptations to individual inselbergs, which could explain the considerable morphological
diversity within Xerophyta species. The results of this work provide a first insight into the
population structure of X. dasylirioides and the effects of an island-like occurrence of possibly
other desiccation-tolerant inselberg species too. In addition, the knowledge gained offers
possible starting points for further studies and developing strategies for protecting and

conserving these unique habitats and their species.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Madagaskar und Inselberge

Die Naturgeschichte Madagaskars bietet tiefe Einblicke in Schliisselkonzepte der
biologischen Evolution, z.B. in die Dynamik von Okosystemen, Vikarianz- und
Radiationsereignisse oder aber auch in die Widerstandsfihigkeit der biologischen Vielfalt
(Ganzhorn et al., 2001). Trotz der geografischen Nihe zu Afrika unterscheidet sich die
Artenvielfalt Madagaskars sehr stark von der Afrikas. Madagaskar ist durch ein breites
Spektrum von Klima- und Vegetationszonen gekennzeichnet, die von der Dornenstrauch-
Halbwiiste im Siiden, iiber ein zentralgelegenes Hochplateau, bis zum feuchten
Tropenregenwald im Osten reichen (Goodman et al.,, 2005). Der Grad des
Pflanzenendemismus den man hier vorfindet, hidngt mit hoher Wahrscheinlichkeit mit dem
Alter dieser Insel zusammen. Denn diese war bis zur Kreidezeit (~60 Mio. Jahre) Teil des
Superkontinents Gondwana. Nach der tektonischen Trennung konnte sich auf Madagaskar
eine einzigartige Pflanzen- und Tierwelt entwickeln (Buerki et al., 2013). Allein die
zahlreichen morphologischen Variationen der Pflanzenarten in Verbindung mit der geringen
genetischen Divergenz scheint eine Signatur der Diversifizierungsprozesse zu sein, die auf
Madagaskar und vielen anderen Inseln wie Hawaii (Gillespsie, 2015) stattfanden. Diese
natiirlichen isolierten Lebensrdume, wie sie von ozeanischen Inseln gebildet werden, spielten
auch schon eine wesentliche Rolle in Darwins Verstidndnis zu der Entstehung neuer Arten. In
seinen Schriften hob er die Isolation solcher Lebensrdume als giinstige Voraussetzung fiir
Artbildungsprozesse hervor (Darwin, 1860; Mayr, 1963). Seit diesen ersten
wissenschaftlichen Untersuchungen zur Inselbiologie ist bekannt, dass Inseln sehr interessante
Phinomene hervorbringen konnen, wie untypische Untergruppen oOkologischer und/oder
taxonomischer Gruppierungen (Emerson, 2002; Patifio et al., 2017). Robert H. MacArthur
und Edward O. Wilson argumentierten 1967 in ihrer 'Theorie zur Inselbiogeografie', dass
Inselsysteme ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Prozessen bilden, die neue Arten
ermoOglichen und denen, die das Aussterben von Arten verursachen. Grundsitzlich gilt: Je
groBer eine Insel, desto mehr neue Arten konnen sich auf ihr entwickeln. Gleichzeitig ist aber
auch die Vielfalt der vorherrschenden Lebensrdume entscheidend (MacArthur et al., 1967).
Der Grad der geografischen Isolation spielt dabei eine wesentliche Rolle und fiihrt dazu, dass
sich diese Lebensrdume ebenso ©Okologisch von ihrer Umgebung unterscheiden. Da die

beeinflussenden Umweltparameter iiberschaubarer bzw. kalkulierbarer sind, gelten "Insel"-
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Systeme als attraktive Gebiete fiir die Untersuchung evolutionidrer Prozesse (Antonelli et al.,

2018).

Der franzosische Botaniker und Mediziner Philibert Commercon beschrieb 1771
Madagaskar als ,,Schatzinsel der Natur* und als ,,Gelobtes Land fiir Naturforscher*. Durch die
lange Isolation und spite Besiedlung durch den Menschen, konnte sich auf Madagaskar eine
einzigartige Pflanzenwelt entwickeln, die sich nicht nur deutlich von anderen geografischen
Regionen unterscheidet, sondern mitunter auch nur hier zu finden ist. Mehr als 80% aller
Pflanzenarten (Goodman et al., 2005; Buerki et al., 2013) sind nur auf Madagaskar heimisch.
Als viertgroBBte Inseln der Welt ist Madagaskar aufgrund seines unvergleichlichen
Artenreichtums und seinem hohen Grad an Endemismus, in Verbindung mit dem durch den
Menschen verursachten Artensterben zu einem der wichtigsten Hotspots der biologischen
Vielfalt auf globaler Ebene geworden (Vences et al., 2009; Mittermeier et al., 2017;
Ralimanana et al., 2022). Angesichts dieser einzigartigen Artenvielfalt nicht nur von Flora,
sondern ebenso von Fauna, wurde Madagaskar auch der Status eines Megadiversititszentrum
zugesprochen. Nur zwolf Regionen weltweit haben bislang diesen Status erreicht. Sie
beinhalten mehr als zwei Drittel der weltweit lebenden Arten (Myers et al., 2000).
Madagaskar, aber auch einige andere globale Hotspots der Biodiversitit zeichnen sich zudem
dadurch aus, dass sie als alte, klimatisch gepufferte, infertile Landschaften charakterisiert
sind, den sogenannten OCBILs ("old, climatically buffered, infertile landscapes"; Hopper et
al., 2021). Damit sind Landschaften gemeint, die trotz langsamer Oberfldchenerosion seit
Millionen von Jahren in ihrer generellen Form bestehen. Dabei wurden diese Landschaften
durch ihre Nédhe zu den Ozeanen iiber dhnlich lange Zeitraume klimatisch konstant gehalten
(Hopper et al., 2021). Die OCBIL-Theorie gibt zugleich auch mogliche Erkldrungen zu den
Anpassungsstrategien von Arten alter Abstammungslinien an die vorherrschenden edaphisch-
klimatischen Bedingungen und deren geringere Ausbreitungsfahigkeit. Letzteres scheint eine
gemeinsame Strategie von OCBIL Pflanzenarten zu sein. Allerdings fordert das
gleichermaBlen die Divergenz lokaler Populationen und trigt zur Entstehung, mitunter lokalen,
Endemiten bei (Campos et al., 2021).

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf einen besonderen Lebensraum auf
Madagaskar, den Inselbergen (Abb. 1.1). Aufgrund ihrer Entstehung durch intensive, aber
auch langsame Verwitterungsprozesse, bilden Inselberge sehr alte Landschaftselemente. Es
bedarf anndhernd 2-6 Mio. Jahre, um eine Ebene um 100 m abzusenken. Ein 3-400 m hoher
Inselberg, kann also 10-20 Mio. Jahre alt sein (Bremer et al., 2000). Daher handelt es sich bei

Inselbergen groftenteils um sehr alte kuppelformige monolithische Gesteinsaufschliisse oder

| 2
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—gruppen aus priakambrischem Gestein wie Granit oder Gneis (Abb. 1.1 A-C; Porembski,
2007). In Madagaskar kommen Inselberge vor allem auf dem zentralgelegenen Hochplateau
vor und sind fiir ihre auBergewohnlich reichen, felsenliebenden Artengemeinschaften
trockenheitsangepasster Pflanzen bekannt (Porembski et al., 2000; Rabarimanarivo et. al.
2019). Die fiir das zentrale Hochplateau typischen Granit-Inselberge werden im Nordwesten
und Stidwesten Madagaskars durch Kalk- oder Sandsteinfelsformationen abgeldst (Porembski
et al., 2000). Inselberge werden auch als 'terrestrische Habitatinseln' bezeichnet. Diese
terrestrischen "Insel"-Systeme sind vergleichbar mit ihren ozeanischen Gegenstiicken
(MacArthur et al., 1967). In beiden Fillen besteht ein gewisser Grad an geografischer
Isolation, sodass genetische und phinotypische Anpassungen der Vegetation an die prigenden
Bedingungen leicht beobachtet werden konnen (Emerson, 2002). Inselberge sind oft von
offenen, sonnenexponierten Felshingen dominiert. Diese machen iiblicherweise den groften
Teil ihrer Oberfliache aus (Liittge, 2008). Die Lebensbedingungen auf ihnen sind extrem
harsch und unterscheiden sich deutlich von denen in ihrer Umgebung. Daher bilden
Inselberge u.a. bioklimatische "Inseln" (Burke, 2003). Die hohe Sonneneinstrahlung auf den
offenen Felsoberflichen fithrt zu hohen Temperaturen und damit zu einer hohen
Verdunstungsrate. Der Mangel an Substrat auf Inselbergen sorgt zusitzlich dafiir, dass
Niederschldge groBtenteils am nackten Felsen runterflieBen, ohne gespeichert werden zu
konnen (Liittge, 2008). Das bedingt mitunter eine geringe Wasserverfiigbarkeit fiir Pflanzen
in diesem Lebensraum.

Die Auswirkungen der physikalischen Prozesse (z.B. Oberflachenerosion) auf diesen
terrestrischen Inseln sind allerdings unter verschiedenen klimatischen Bedingungen
unterschiedlich. Das ermoglicht die Existenz verschiedener Mikrohabitate (z.B. nackte
Felsoberflidchen, saisonale Felstiimpel, erdgefiillte Senken oder Felsspalten; Porembski, 2007)
mit unterschiedlichen Lebensgemeinschaften, von denen viele nur auf Inselbergen
vorkommen (Porembski et al., 2000). Vielfach lassen sich auf Inselbergen regionale
Unterschiede in Bezug auf deren Artenreichtum und den Grad des Endemismus feststellen.
Das Auftreten einer einzigartigen Vegetation (Porembski, 2007) auf diesen sehr alten und
isolierten Landschaftselementen wird vor allem durch die extremen edaphischen und
mikroklimatischen Bedingungen gefordert. Verschiedene phylogeografische Untersuchungen
von Inselbergarten, so z.B. von Eucalyptus caesia (Myrtaceae; Byrne et al., 2008),
verschiedenen Bromeliaceae-Arten aus den Gattungen Pitcairnia (Sarthou et al., 2001;
Palma-Silva et al., 2011) oder Alcantarea (Barbara et al., 2009), sowie von Orchideen-Arten

aus der Gattung Epidendrum (Pinheiro et al., 2016), haben bereits erste Einblicke in die
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evolutiondren Prozesse gegeben, die zur Diversifizierung von Arten gefiihrt haben konnten.
Hierbei zeigte sich eine ausgeprigte phylogeografische Struktur und eine groBe genetische
Diversitidt. Aus diesem Grund konnen Inselberge als Zentren fiir Artbildungsprozesse
betrachtet werden, auf denen zahlreiche Lokalendemiten vorkommen (Pinheiro et al., 2016).

Aufgrund ihrer mitunter schwierigen Zugénglichkeit und/oder auch traditionellen
Bedeutung als Stitten ritueller Handlungen (u.a. Begribnisse) waren Inselberge lange vor
anthropogenen Einfliissen geschiitzt. Gegenwirtig machen sich verstirkt negative
menschliche Einfliisse (u.a. Bergbau) bemerkbar (Porembski et al., 2016).

Nur relativ wenige, oft spezialisierte Pflanzenarten besiedeln diese Extremstandorte.
Besonders charakteristisch sind mattenbildende Monokotyle, die mit ihren Wurzeln direkt auf
den Felshingen fixiert sind (Porembski et al., 2000). Auf diese Weise konnen dichte
teppichartige Matten (Abb. 1.1 D-F), sowohl auf flachen als auch auf nahezu senkrechten
Héngen entstehen (Porembski et al., 1998). Diese Matten erleichtern wiederum anderen
Pflanzenarten (z.B. Crassulaceae, Cactaceae) die Ansiedlung auf einem Inselberg. Je nach
geografischer Lage, kann die floristische Zusammensetzung dieser Matten variieren
(Porembski et al., 2000; Porembski, 2007). Auf den Inselbergen Madagaskars sind vor allem
Vertreter der Cyperaceae und Velloziaceae prominent (Porembski et al., 2000,
Rabarimanarivo et al., 2019). Aus der Vielzahl der mattenbildenden Vertreter, fallen die
Velloziaceae mit einer anderen besonderen Anpassungsstrategie auf. Nahezu alle
Velloziaceae-Arten scheinen austrocknungstolerant zu sein (Gaff et al., 2013). Diese Pflanzen
sind mutmalBlich in der Lage zahlreiche Zyklen von Austrocknung und Rehydration zu
iberstehen, ohne dabei ihre Lebensfihigkeit zu verlieren. Dabei tolerieren sie einen Verlust
des relativen Wassergehalts der Laubblitter von 80-95% (Oliver et al., 2000). Diese
sogenannte vegetative Austrocknungstoleranz (Poikilohydrie) hat sich bei den Angiospermen
mehrfach unabhingig entwickelt und tritt in unterschiedlichen Familien auf (Oliver et al.,
2000; Tebele et al., 2021). Da man diese Anpassungsstrategie ebenso bei Samen und Pollen
finden kann (Liittge et al., 2011), ist es weniger eine seltene als mehr eine basale Strategie der
Landpflanzen um Wassermangel zu iberdauern. Bei den Angiospermen tritt
Austrocknungstoleranz innerhalb der Eudikotylen bei Cactaceae, Gesneriaceae, Lamiaceae,
Linderniaceae, Myrothamnaceae und Scrophulariaceae auf (Marks et al., 2021). Unter den
Monokotylen kommt Austrocknungstoleranz bei Boryaceae, Cyperaceae, Poaceae und
Velloziaceae vor (Marks et al., 2021). Die Velloziaceae beinhalten die grofite Anzahl an

austrocknungstoleranten Arten.
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Abbildung 1.1: Madagassische Inselberge. A-C: typische Granit- und Gneis-Inselberge. D-F: Matten-
Gesellschaft mit Xerophyta. Bilder A-D von S. Porembski, E-F von J. Rexroth.
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1.2 Die Familie der Baumchenlilien (Velloziaceae)

Mit bislang ca. 250 bekannten Arten zidhlen die Velloziaceae (Bdumchenlilien) zu der
morphologisch vielfiltigen Ordnung der Pandanales (Ibisch et al., 2001; Mello-Silva, 2005;
Gragas Sajo et al.,, 2010). Allein schon das disjunkte Verbreitungsmusters macht diese
monokotyle Familie, neben vielen anderen Besonderheiten, zu einer ausgesprochen
interessanten Pflanzenfamilie. Denn mit einem Vorkommen in China, Afrika, Madagaskar,
der Arabischen Halbinsel bis in die Neotropis erstreckt sich das Verbreitungsgebiet der fiinf
anerkannten Gattungen iiber ehemalige Gondwanabruchstiicke (Abb. 1.2). Die meisten
Velloziaceae-Arten kommen in den tropischen Regionen Siidamerikas vor. Dort sind sie mit
den drei Gattungen Vellozia Vand. (~120 Arten), Barbacenia Vand. (~100 Arten) und
Barbaceniopsis L.B.Sm. (4 Arten) vertreten. Die Gattungen Vellozia und Barbacenia
kommen dabei hauptsichlich in Brasilien, aber auch bis Venezuela und Panama vor. Die
Gattung Barbaceniopsis ist eher in der Andenregion vertreten. Mit gerade einmal ~34 Arten
weist die vierte und einzige afrikanische Gattung Xerophyta Juss. dabei aber das grofite
Verbreitungsgebiet von allen Velloziaceae-Gattungen auf (Mello-Silva et al., 2011).
Acanthochlamys bracteata ist bislang die einzige bekannte Art der fiinften Gattung
Acanthochlamys P.C. Kao. Dieser eher zwergwiichsige Vertreter kommt in den Hochlagen im
Siidwesten Chinas vor, wo diese Art in Tibet und Sichuan heimisch ist (Bao-Chun, 2017).
Diese Gattung bildet das Schwestertaxon zu den anderen Velloziaceae (Abb. 1.2). Obwohl
diese Gattung frither auch in die monotypische Familie Acanthochlamydaceae eingeordnet
wurde (Deeba et al., 2017), deuten genetische Daten und gemeinsame morphologische
Merkmale darauf hin, dass Acanthochlamys zu den Velloziaceae gehort (Mello-Silva et al.,
2011; Behnke et al., 2013). Erst Mello-Silva et al. reduzierten 2011 die urspriinglich zehn fiir
diese Pflanzenfamilie beschriebenen Gattungen auf die heutigen fiinf. Schon auf
Gattungsebene erweist sich eine eindeutige taxonomische Einordnung als herausfordernd.
Aufgrund ihrer groBen morphologischen Variabilitit, aber auch der floralen Ahnlichkeiten die
man innerhalb der Familie, der Gattungen und mitunter auch innerhalb der Arten finden kann,
wurde eine Pflanzenfamilie daher selten phylogenetisch unterschiedlicher interpretiert als die
Velloziaceae. So gibt es z.B. innerhalb der neotropischen Gattung Vellozia einige Arten die
taxonomisch gut abgrenzbar sind und nur wenige morphologische Variationen aufweisen.
Andere Vellozia-Arten hingegen weisen hoch polymorphe Populationsstrukturen mit

zahlreichen morphologischen und anatomischen Variationen auf, so z.B. V. hirsuta. Man geht
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zwar mittlerweile davon aus, dass es sich dabei um eine Art handelt, allerdings mit etwa 14

morpho-anatomischen Variationen (Barbosa et al., 2012).
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Abbildung 1.2: Karte der Verbreitung der Velloziaceae, die die phylogenetischen Beziehungen der
fiinf anerkannten Gattungen der Velloziaceae zeigt (Mello-Silva et al., 2011).

Aufgrund ihrer lilienartigen Bliiten werden diese iiberwiegend krautigen oder
strauchartigen, mehrjdhrigen GefiBBpflanzen auch Bdumchenlilien genannt. Die SproBachse ist
von trockenen, d&lteren, iibereinander gelagerten Blattscheiden und Adventivwurzeln
umgeben. Der Hauptanteil des Stammumfangs geht auf die Adventivwurzeln zuriick, die ein
Velamen radicum aufweisen (Porembski et al., 1995). Dieses begiinstigt eine effizientere
Wasseraufnahme. Das Uberlagern von alten Blattscheiden kann mitunter zu einem erhéhten
Umfang der Sprossachse fiihren. Dieser so gebildet Stamm kann dann das Auftreten kleiner
baumartige Vertreter ermoglichen. Innerhalb der Velloziaceae finden sich Vertreter mit einer
Hohe von wenigen Zentimetern bis zu mehreren Metern (Porembski et al., 2000; Byng, 2014),
z.B. V. auriculata mit ca. 4 m (Fiorini et al., 2019). Die wechselstindigen, linglichen, meist

eher spieBformigen Blitter zeigen eine fiir Monokotyle typische parallele Blattnervatur und
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konnen eine weiche oder borstige Behaarung und/oder driisige Auswiichse aufweisen
(Martins et al., 2016; Péli et al., 2018). Die Blitter sind vorwiegend in endstdndigen Rosetten
angeordnet. Die iliberwiegend einzelnstehenden Bliiten der Velloziaceae weisen ebenfalls
typische Merkmale einer Monokotylen Bliite auf, d.h. sie sind dreizihlig und haben ein
petaloides Perianth mit sechs in zwei Kreisen angeordneten Tepalen (Gragas Sajo et al.,
2010). Damit die Velloziaceae-Arten in ihrem extremen Lebensraum blithen konnen, ist der
richtige Bliith-Zeitpunkt von groBer Bedeutung. Dafiir bedarf es neben einer ausreichend
langen Feuchteperiode, auch kiihlere Temperaturen sowie einer hohen Lichtintensitit, die sich
dann begiinstigend auf die Blithinduktion auswirken (Myers et al., 2010). Da diese
Bedingungen oft nur bei saisonalen Ubergangen vorkommen, ist die Bliitenzeit oft nur von
kurzer Dauer. Dafiir ist die Bliitenpracht umso auffilliger. Das Spektrum der Bliitenfarben
reicht von blau, lila, weil, gelb, orange, rot, violett bis zu griin (Dahlgren et al., 1985). Die
Bliitenfarbe  scheint aber bei einigen Velloziaceae-Arten kein zuverldssiges
Bestimmungsmerkmal zu sein, denn z.B. fiir Vellozia epidendroides wurden allein drei
Farbvarianten beschrieben (Ibisch et al., 2001). Obwohl der Bliitenbau im Wesentlichen dem
typischen monokotyledonen Muster folgt, zeigt sich dennoch ebenso eine betrédchtliche
Variation, womoglich in Anpassung an entsprechende Bestduber. Die meisten Velloziaceae
scheinen selbst-inkompatibel zu sein. Die neotropischen Vertreter werden sowohl von Bienen,
als auch Kolibris und Motten bestdubt (Sazima et al., 1989; Oliveira et al., 1991; Jacobi et al.,
2006; Franceschinelli et al., 2006). Ohnehin scheint bei Inselberg-Arten mit ~75% die
prominenteste Bestdubungsart die Entomophilie zu sein (Porembski et al., 2000). Obwohl fiir
die paldotropischen Vertreter der Velloziaceae bislang nicht viel dazu bekannt ist, kann man
dennoch davon ausgehen, dass auch hier Insekten die wichtigsten Bestdauber sind. Die Friichte
der Velloziaceae konnen in nur wenigen Tagen reifen und bilden dann Kapseln (Abb. 1.3),
mit apikalen Poren fiir jedes der drei Karpelle. Die Kapseln konnen ebenfalls in Form und
GroBe variieren und ihre Oberfliche kann glatt oder mit borstenlosen oder driisigen
Auswiichsen (Abb. 1.3 B) bedeckt und auch klebrig sein (Kubitzki, 1998; Martins et al.,
2016). Innerhalb einer Woche beginnen die Kapseln bereits zu trocknen und sich
unregelmiBig oder mit Scheitelspalten zu 6ffnen (Dahlgren et al., 1985). Diese enthalten dann
zahlreiche kleine Samen. Diese werden hauptsédchlich durch den Wind und die Schwerkraft
verbreitet (Ibisch et al., 2001). Sie konnen aber ebenso sekundidr durch den
Regenwasserabfluss entlang der Inselberge (personliche Beobachtung) oder durch Stiirme

(z.B. Zyklone) verdriftet werden.
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Abbildung 1.3: Frucht von Xerophyta spec. (A-D). B: Kapsel noch geschlossen mit sichtbaren
driisigen Auswiichsen. C: trockene getffnete Kapsel. D: trockene Kapsel mit Samen. Bilder A-C von
J. Rexroth, D von S. Porembski.

Auch bei den Samen der Velloziaceae gibt es nicht nur eine Formenvielfalt, sondern
genauso ein Spektrum an Samenschalenfunktionalititen. Auf der Suche nach mdglichen
morpho-anatomischen Merkmalen, die sich gleichermaBlen fiir eine phylogenetische
Einordnung eignen, entdeckten Sousa-Baena et al. (2014), dass in der Samenschale basaler
Vertreter dieser Familie meistens Tegmen-Schichten und bei jiingeren Vertretern eher Testa-
Schichten zu beobachten sind. Im evolutiondren Zusammenhang interpretierten die Autoren
diesen Unterschied, also das Vorhandensein einer Tegmen-Schicht bei den basalen Vertretern
so, dass es sehr wahrscheinlich auf eine mechanische Schutzfunktion zuriickzufithren ist
(Sousa-Baena et al., 2014), denn diese Tegmen-Schichten enthalten phenolische Substanzen.
Phenolische Harze kommen bei verschiedenen Arten der Velloziaceae auch auf Blittern,
Bliiten, oder Friichten in oberfldachlichen Harzdriisen vor (Sadala-Castilho et al., 2016). Dort
schiitzen sie die Pflanze vor hoher Sonneneinstrahlung, Wasserverlust und Herbivoren. Da die
Velloziaceae mitunter an ihren Standorten Feuern ausgesetzt sind, dienen u.a. Terpenharze
dazu die Pflanzen vor Feuer zu schiitzen (Martins et al., 2016; Sadala-Castilho et al., 2016).
Die brennbaren Terpenharze und die abgestorbenen Blattscheiden verstirken so die
Entflammbarkeit der Pflanzen (Martins et al., 2016) und verhindern so einen letalen
Temperaturanstieg im Inneren der Pflanze. Auflerdem fungiert das Harz speziell an der Bliite
auch als Belohnung fiir potenzielle Bestduber (z.B. Bienen), die beim Sammeln des
Bliitenharzes so gleichzeitig den Pollen indirekt mitsammeln (Sadala-Castilho et al., 2016).

Velloziaceae kommen bevorzugt auf azonalen Standorten in den Tropen vor, d.h. auf

armen Sandbdden oder Felsformationen aus Quarzit oder Sandstein, vor allem aber auf
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Inselbergen (Silveira et al., 2016). Einen grofen Einfluss auf ihr Vorkommen scheint dabei
ein zu mindestens saisonal trockenes Klima mit hohen Tagestemperaturen zu haben. Denn die
Arten innerhalb dieser Pflanzenfamilie sind alle an trockene Bedingungen und spezielle
Substrate angepasst (Behnke et al., 2013). Allerdings konnte innerhalb der Velloziaceae
beobachtet werden, dass bei den einzeln Gattungen bzw. Arten unterschiedliche Grade von
Vermeidung einer vollstdndigen Austrocknung bis hin zur Austrocknungstoleranz moglich
sind (Alcantara et al., 2015, 2018). Die Fihigkeit zur Austrocknungstoleranz erméglicht es
diesen Pflanzen, wihrend einer periodischen Austrocknung zu iiberleben. Die Anzahl der
Zyklen scheint dabei unbegrenzt zu sein (Farrant, 2007). Wenn diese Pflanzen austrocknen,
stopp das Wachstum und der Stoffwechsel verlangsamt sich, bis er fast zum Stillstand kommt.
Die Pflanzen befinden sich dann in einem Zustand der Anabiose (Farrant, 2007). Daher
weisen die meisten Velloziaceae-Arten auch ein langsames Wachstums auf (Teodoro et al.,
2021). Am Beispiel von Xerophyta equisetoides, die eine Hohe von 2,6 m erreichen kann,
bedeutet das fiir das Alter dieser Arten, dass ein solches Exemplar ungefdhr 200 Jahre alt sein
kann (Gaff et al., 2013). Die neotropischen Vertreter zeigen allerdings mitunter nur eine
saisonal bedingte Trockenheitsresistenz oder Austrocknungstoleranz (Aidar et al., 2010).
Besonders die Velloziaceae-Arten in der brasilianischen Campos Rupestre Region scheinen
meistens nicht austrocknungstolerant, dafiir aber extrem trockenheitsresistent zu sein
(Alcantara et al., 2015). Dies konnte ebenso eine mogliche Erklarung fiir die dort so vielfiltig
vorkommenden Velloziaceae-Arten sein. Dieses Spektrum an Okologischen Strategien
beziiglich der Wasserverfiigbarkeit im jeweiligen Lebensraum, ist als Schliisselmerkmal fiir
Pflanzen generell in dieser Region bezeichnend (Alcantara et al., 2018). Es handelt sich dabei
um eine feueranfillige Strauchsavannenvegetation und Felsformationen auf Quarzit oder
Sandsteinen (Silveira et al., 2016), mit hohen Tagestemperaturen und saisonalen
Niederschldgen (Oliveira et al., 2016). Die Vertreter der paldotropischen Gattung Xerophyta,
sind  Alcantara et al. (2015) zufolge alle austrocknungstolerant,  d.h.

Wiederauferstehungspflanzen (Gaff, 1977; Porembski et al., 2000).
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1.3 Die Gattung Xerophyta

Die Gattung Xerophyta wurde von Antoine Laurent de Jussieu 1789 beschrieben
(altgriechisch xerds ,trocken* und phyton ,,Pflanze). Allerdings wurde diese Gattung von
Jussieu zundchst in die Familie der Bromeliaceae eingeordnet (Behnke et al., 2000). Das ist
darauf zuriickzufiihren, dass die einzige afrikanische Gattung innerhalb dieser Familie sich
hauptsédchlich durch kleine bis groBere Straucher (Abb. 1.4 A-C) mit wechselstindigen
spieBformigen Blittern auszeichnet, die mitunter einen rosettendhnlichen Habitus aufweisen
und Bromeliaceae daher dhnlich sehen konnen. In dieser Gattung kommen aber auch kleine
baumartige Vertreter (Abb. 1.4 G) vor. So kann z.B. Xerophyta equisetoides mitunter 2,6 m
grof} werden (Gaff et al., 2013).

Da die meisten Vertreter dieser Gattung typische Elemente auf den madagassischen
Inselbergen sind (Mello-Silva et al., 2011), weist ihre Blattanatomie typische xeromorphe
Merkmale auf. So sind die meisten Blitter sowohl adaxial als auch abaxial auf ihrer
Oberflidche gefurcht (Péli et al., 2018), was ein Zusammenfalten der Blitter wihrend einer
Trockenphase vereinfacht. Die Blitter konnen auBerdem ausdauernd sein (Abb. 1.4 D).
Anhand der Blattanatomie lassen sich die paldotropischen Velloziaceae-Arten zwar in
mehrere Gruppen einteilen (z.B. Barbacenia-, Vellozia-, Xerophyta- und Plicata-Typ), aber
diese sind nicht sehr einheitlich (Behnke et al., 2013). In der Studie von Behnke et al. (2013)
ergaben blattanatomische Untersuchungen im Wesentlichen zwei Hauptgruppen. Eine enthielt
alle Arten mit dem sogenannten Barbacenia-Blattanatomietyp und die andere Gruppe enthielt
alle Arten die nicht diesem Anatomietyp entsprachen. Hierbei konnten die untersuchten
afrikanischen und madagassischen Arten aber nicht klar der einen oder anderen Gruppe
zugeordnet werden. Hinzukommt das die Blattanatomietypen mitunter in einigen Arten auch
Sonderformen oder Intermediate aufwiesen, wie z.B. der madagassische Vellozia-Typ, der bei
den meisten madagassischen Arten zu beobachten war. In Kombination mit dem von Behnke
et al. (2013) zusitzlich analysierten rbcL-Sequenzen von 44 Xerophyta-Arten, konnte
ebenfalls keine eindeutige Zuordnung von Blattanatomietyp, Art und Vorkommen generiert

werden.
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Abbildung 1.4: Morphologie von Xerophyta. A: Habitus mit Frucht. B: Habitus mit Bliite. C: Habitus
im trockenen Zustand. D: Blattanordnung. E: Blatt mit seitlicher borstiger Behaarung. F: Blatt mit
weicher Behaarung iiberall. G: baumartiger Habitus (Hohe ~1,70 m). Bilder A-C von S. Porembski, D-
G von J. Rexroth.

Diese Schwierigkeit einer eindeutigen Zuordnung spiegelt sich gleichermaflen in
unterschiedlichen Angaben zu der Zahl der Arten innerhalb dieser Gattung wieder. So lassen
sich dazu in unterschiedlichen Quellen verschiedene Angaben finden. In den online
Datenbanken "The World Flora Online' sind 80 Arten, bei 'Kew — plants of the world online'
sind es 57 Arten, bei "Tropicos' sind 142 Arten und ihre moglichen Variationen (z.B.
X. retinervis var. equisetoides) gelistet. Mello-Silva et al. (2011) zédhlten 34 Arten zu der
Gattung Xerophyta. Behnke et al. (2013) beschrieben etwa 70 Arten. Ein Abgleich mit den
online Datenbanken zeigt, dass ungefihr 40 dieser 70 beschriebenen Xerophyta-Arten derzeit
akzeptierte Arten sind. Diese beinhaltet ~30 afrikanische und ~10 madagassische Arten

(Kew Science, 2022). Die Bliitenfarbe ist in dieser Gattung kein zuverldssiges
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Bestimmungsmerkmal, denn bei der Mehrheit der Xerophyta-Arten ist sie weil3, blau oder
lila/malve, seltener auch gelb. Die meisten Arten scheinen eher lokale Endemiten zu sein
(Behnke et al.,, 2013), aber es gibt ebenso einige weitverbreitete Arten, z.B.
Xerophyta dasylirioides (Abb. 1.5) auf dem Hochland Madagaskars.

Diese Art wurde erstmals 1875 von dem britischen Botaniker John Gilbert Baker
beschrieben und kommt fast omniprdsent auf den Inselbergen auf dem zentralgelegenem
Hochplateau vor. Moglichweise spielen Bienen als Bestduber dabei eine wesentliche Rolle
(personliche Beobachtung, Abb. 1.5 D). AuBlerdem wurden allein fiir diese Art acht
Variantionen beschrieben, z.B. X. dasylirioides var. tulearensis, X. dasylirioides var.
pectinata, X. dasylirioides var. andringitrensis, X. dasylirioides var. brevifolia. Vier von
diesen Artvarianten gehoren zu den zehn akzeptierten madagassischen Arten (Behnke et al.,
2013). Das Artepitheton dieser Art leitet sich von den griechischen Worten dasys ,.rau,
struppig® und leirion fiir ,Lilie* ab und wurde vermutlich wegen der langen, xeromorphen
Blitter und der liliendhnlichen Bliite gewéhlt.

Als austrocknungstoleranter Inselberg-Endemit, der in verschiedenen Klimazonen und
unterschiedlichen Isolationsgraden, und mit variierenden Populationsgréen vorkommt,

eignet sich diese Art daher als Modell fiir populationsgenetische Fragestellungen.

Abbildung 1.5: Bliiten von Xerophyta dasylirioides von verschiedenen Wuchsorten in Madagaskar
(A-E). Bilder von S. Porembski.
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1.4 Populationsgenetische Studien von Inselbergarten

Die Populationsgenetik erlaubt es, auf Basis molekularer Daten Einblicke in die genetische
Diversitit, Differenzierung und Strukturierung von Populationen zu gewinnen. Damit sind
auch Aussagen iiber die Stirke des Genflusses zwischen geografisch isolierten Lebensriumen
moglich. Geografisch isolierte Populationen koénnen unterschiedlichen klimatischen,
edaphischen und biotischen Faktoren ausgesetzt sein, was eine genetische Differenzierung im
Laufe der Zeit wahrscheinlich macht. Dabei konnen selbst geringfiigige genetische
Anpassungen einer bestehenden genetischen Variation eine schnelle Bildung von Okotypen
ermoglichen. Daher ist eine der maBgeblichen GroBen fiir populationsgenetischen Studien die
Verteilung der Allele, und somit der genetischen Variation, innerhalb und zwischen den
betrachteten Populationen.

In einer kiirzlich durchgefiihrten Studie iiber die brasilianische Gattung Barbacenia
verglichen Cabral et al. (2021) morphologische und anatomische Merkmale. Es wurden
zusitzlich auch phylogenetische Daten ausgewertet. Diese Daten basierten auf
phylogenetischen Markern wie plastidiren Spacer-Sequenzen (z.B. atpB-rbcL) und
kerncodierenden Spacer-Sequenzen (z.B. ITS). Die untersuchten 51 Barbacenia-Arten lieBen
sich in zwei Gruppen einteilen, von denen die einen viele Arten aus einem kleinen Gebiet und
die andere nur eine Art aus einem groeren Gebiet umfasste. Die Autoren kamen zu dem
Schluss dass unterschiedliche okologische Bedingungen eine entscheidende Rolle bei der
Diversifizierung und letztendlich bei der Entstehung der bemerkenswerten Vielfalt innerhalb
der Gattung Barbacenia spielen. Mit einer d@hnlichen Annahme wurden zehn Populationen
von Vellozia compacta von Lousada et al. (2013) untersucht. In dieser Studie wurde die
genetische Variabilitdt mit ISSR ("inter-simple sequence repeat") Markern untersucht. Es
konnte jedoch kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der erheblichen genetischen Vielfalt
von V. compacta und ihrem fragmentiertem Areal, d.h. Eisenlateritkrusten einerseits und
Quarzit andererseits, nachgewiesen werden. Lousada et al. (2011) kamen in einer fritheren
Studie zu Vellozia gigantea und neun untersuchten Populationen zu einer #hnlichen
Schlussfolgerung. Die Ergebnisse beider Studien legen nahe, dass der Genfluss durch Pollen
begrenzt ist. Ahnliches wurde ebenso in der Studie von Fiorini et al. (2019) gefunden, in der
elf Populationen (129 Individuen) von Vellozia auriculata ebenfalls mit ISSR-Marker
analysiert wurden. Die Autoren kamen hier zu dem Schluss, dass bei V. auriculata der
zygotische Genfluss selbst auf kurzen Distanzen begrenzt ist. Im Gegensatz dazu ist der
gametische Genfluss hiufiger, wenn auch durch die Entfernungen und ungeeignete

Umweltbedingungen ebenfalls begrenzt. Es scheint daher wahrscheinlich, dass bei
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ausreichend langer geografischer und genetischer Isolation die genetische Differenzierung in
einer Gruppe von Populationen gemeinsamen Ursprungs zunichst durch die Bildung eines
Okotyps und spiter durch eine allmihliche Evolution bis zur Artbildung fortschreiten kann
(Sikkink et al., 2016). Hinzukommt, dass das Ausmall und die Richtung genetischer
Verianderungen davon abhingen, in welchem Umfang isolierte Populationen vom Genfluss
abgeschnitten sind.

In anderen Studien zur Populationsgenetik von endemischen Pflanzenarten auf Inselbergen
in der Neotropis wurden hauptsichlich Mikrosatelliten als Marker verwendet, z.B. bei
Bromeliaceae. Die Autoren konnten mit diesem Markersystem zeigen, dass die Rate des
genetischen Austauschs zwischen Populationen verschiedener Inselbergarten sehr gering ist,
selbst wenn sie sich in unmittelbarer Nachbarschaft befinden (z.B. Alcantarea: Barbara et al.,
2007; Lexer et al., 2016; Pitcairnia: Palma-Silva et al., 2011; 2015; Mota et al., 2018; 2020;
Encholirium: Hmeljevski et al., 2015; Goncalves-Oliveira et al., 2017; Vriesea: Dantas-
Queiroz et al., 2021). Dasselbe konnte bei Orchideen auf brasilianischen Inselbergen und
Mikrosatelliten als Marker der Wahl beobachtet werden (Epidendrum: Pinheiro et al., 2014;
2016). Diese Daten deuten auf eine starke genetische Differenzierung zwischen geografisch
isolierten Populationen hin, hauptsidchlich auf der Chloroplastenebene, denn auf Kernebene
konnte durchaus ein gewisser intra- und sogar interspezifischer Genfluss beobachtet werden.
Da Plastiden-DNA bei Angiospermen in der Regel maternal vererbt wird, deutet dieses
Muster auf einen geringen Genfluss zwischen isolierten Lebensrdumen iiber Samen, aber
einen, wenn auch, miBigen Genfluss iiber Pollen hin. Dariiber hinaus hat das haploide
Plastidengenom eine kleinere effektive Populationsgroe, was zu einer robusteren
Differenzierung isolierter Populationen fiihrt. Dementsprechend erfolgt die Differenzierung
bei Chloroplasten-DNA-Markern, z.B. durch genetische Drift, viel schneller als bei Kern-
DNA-Markern. Das kann mitunter zu lokalen Differenzierungsprozessen fiihren. Diese
konnen dann wiederum eine zuverldssige Artabgrenzung erschweren. Franceschinelli et al.
(2006) analysierten die genetische Vielfalt von zwei weiteren brasilianischen Vellozia-Arten
anhand fiinf ko-dominanter Allozym-Marker. Ihr Hauptaugenmerk lag auf der
unterschiedlichen rdaumlichen Verteilung und der Bestdubungsokologie.
Vellozia epidendroides wird von Bienen bestdubt und hat ein groBBeres Verbreitungsgebiet als
V. leptopetala, welche von Bienen und Kolibris bestdubt wird und ausschlieBlich in kleinen
Populationen vorkommt. Die ermittelten populationsgenetischen Parameter unterschieden
sich deutlich zwischen den beiden Arten. Fiir V. epidendroides waren alle Indizes der

genetischen Vielfalt im Vergleich mit V. leptopetala hoher. Auch die genetische
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Differenzierung zwischen den einzelnen Populationen war bei V. epidendroides stirker
ausgeprigt. Der Inzuchtindex war allerdings bei V. leptopetala wesentlich hoher. Die Autoren
schlussfolgerten daraus, dass die hohere genetische Vielfalt bei V. epidendroides mit dem
groBBeren Verbreitungsradius der Populationen zusammenhéingen konnte. Im Gegensatz dazu
konnten die niedrigeren Werte fiir die genetische Vielfalt und die starke Inzucht bei
V. leptopetala mit den deutlich isolierteren Lebensrdumen, der begrenzten Fihigkeit zur
Samenverbreitung und der Bestduberabhingigkeit durch territoriale  Kolibris
zusammenhingen. Letzteres wiirde eine Kreuzung zwischen Geschwisterpflanzen erleichtern.
Hohe Werte fiir den durchschnittlichen Inzuchtindex wurden ebenso in einer
mikrosatellitenbasierten Studie in einer einzigen groBen Population mit 48 Individuen der
brasilianischen Art Vellozia squamata festgestellt (Duarte-Barbosa et al., 2015). Diese Art
wird als selbst-inkompatibel beschrieben, sodass eine mogliche Inzucht wahrscheinlich aus
biparentaler Kreuzung zwischen rdumlich nahen und eng verwandten Individuen resultiert.
Die Evolutionsdynamik zwischen und innerhalb von Populationen ergibt sich aus den
intrinsischen  Effekten der Pollen- und Samenverbreitung, die immer mit der
Besiedlungsgeschichte der Pflanzenpopulation und -art verbunden ist. Durch verschiedene
Anpassungsstrategien ist es den Pflanzen aber moglich, einer moglichen Inzucht oder seinen
vorangegangenen hemmenden Effekten entgegen zu wirken. Genauso kann ein genetisches
Driftereignis die genetische Vielfalt einer Population beeinflussen und z.B. eine
Inzuchtdepression verhindern. Eine andere Mdoglichkeit besteht in einer Polyploidisierung.
Polyploidisierungsereignisse wurden in den Evolutionslinien von > 70% aller Angiospermen
festgestellt (Adams et al., 2005; Baduel et al., 2018). Diese Héufigkeit der Polyploidisierung
deutet darauf hin, dass diese polyploiden Arten evolutiondre oder adaptive Vorteile (z.B.
grofere abiotische und biotische Toleranzen) gegeniiber ihren diploiden Vorfahren haben
(Scarrow et al., 2021). Polyploidisierung stellt damit einen wichtigen Mechanismus fiir die
Artbildung dar und hat Auswirkungen auf die Dynamik der biologischen Diversitit.
Universell einsetzbare Genotypen sind durchaus entscheidend fiir erfolgreiche
Kolonisierungsprozesse. Das spiegelt sich dann ebenso in ihren entwicklungsbedingten
Anpassungsfihigkeiten, sowohl in physiologischen Merkmalen als auch in einer
phénotypischen Plastizitit wieder. Es ist z.B. von Cruciata coronata (Rubiaceae) bekannt,
dass diese Art eine grofle phénotypische Diversitit aufzeigt und einen polyploiden Art-
Komplex bildet. Diese Art kommt in trockenen Regionen des Mittelmeergebiets vor, und ist
somit besser an ihren Lebensriume angepasst (Pitrez et al., 2014). Ahnlich kénnten die

Verhiltnisse in der paldotropischen Gattung Xerophyta sein, deren Arten im Vergleich zu den
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vorwiegend diploiden neotropischen Vertretern der Velloziaceae alle polyploid sind (Mello-

Silva et al., 2005, 2011; Costa et al., 2017).

1.4.1 Mikrosatelliten als molekulare Marker

Seit ihrer Entdeckung in den 1980er Jahren (Tautz et al., 1984) sind Mikrosatelliten zum
bevorzugtem Marker in der molekularen Ziichtung von Kulturpflanzen, aber auch fiir
okologische und evolutionire Studien vom Individuum bis zur Populationsebene geworden
(Vigouroux et al., 2002; Guicking et al., 2013; Ali et al., 2019). Das vor allem ko-dominante
molekulare Marker (z.B. Mikrosatelliten) dabei weit verbreitet sind, ist auch den Fortschritten

in der molekulargenetischen Methodik zuzuschreiben.

In der Literatur werden Mikrosatelliten (Litt et al., 1989), auch als 'simple sequence
repeats' (SSRs; Jacob et al., 1991), 'simple sequence length polymorphism' (SSLPs; Tautz et
al., 1989) oder 'short tandem repeats' (STRs; Edwards et al., 1991) bezeichnet. Dabei handelt
es sich um tandemartige Wiederholungen von kurzen DNA-Sequenzmotiven, basierend auf
ein bis sechs Nukleotiden (z.B. (GA),). Mikrosatelliten konnten ubiquitir im Genom aller
Prokaryonten und Eukaryonten nachgewiesen werden (Field et al., 1998). Im pflanzlichen
Genom konnten sie erstmals 1991 dokumentiert werden (Weising et al., 1992). Dort sind die
Mikrosatelliten weit iiber das gesamte Genom verteilt, und kommen sowohl in codierenden
genauso wie in nicht-codierenden Bereichen (z.B. Introns) vor. Das héufigste Motiv in
Pflanzen scheint das Mikrosatellitenmotiv (AT), (Morgante et al., 2002) zu sein. Neben dem
pflanzlichen Kerngenom sind sie aber gleichermal3en in der DNA der meisten maternal und
ohne Rekombinationen vererbten Zellorganellen zu finden, z.B. im Plastom (Provan et al.,
2001; Shaw et al., 2007). Es handelt sich bei diesen Mikrosatelliten daher um mitunter
besonders schnell evolvierende Genombereiche. Da es im Chloroplastengenom keine
Rekombination gibt, treten Mikrosatelliten hier mit einer viel geringeren Héufigkeit als im
Zellkern auf. Dabei ist das Mononukleotid-Motiv (A), im Plastom am hiufigsten vertreten
(Powell et al., 1995). Gewdhnlich tiberwiegen Mono- und Dinukleotide-Wiederholungen. Tri-
und Hexanukleotide sind meistens in codierenden Bereichen (z.B. Exons) zu finden, da sie
keinen Einfluss auf die Triplet-Periodizitit nehmen (To6th et al., 2000). Die kiirzeren
Mikrosatellitenmotive (z.B. Dinukleotide) weisen in der Regel mehr Wiederholungen auf als
die ldngeren Motive (z.B. Tetranukleotide). Bei kiirzeren Motiven besteht mitunter die

Moglichkeit, dass es wihrend einer PCR ("polymerase chain reaction"; Mullis et al., 1986) zu
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einer Fehlpaarung (Stottern) kommen kann (Kelkar et al., 2008). Abhédngig von der Reinheit
und Komplexitit des Mikrosatellitenmotivs werden drei Typen unterschieden (Weber, 1990):
a) perfekte Mikrosatelliten bestehen aus der regelméfligen Abfolge eines einzigen Motivs; b)
bei imperfekten Mikrosatelliten ist die Abfolge durch eine oder mehrere Basen unterbrochen;
c) zusammengesetzte Mikrosatelliten bestehen aus mehreren Motiven perfekter oder
imperfekter Abfolge die miteinander vermischt sind.

Es gibt verschiedene Methoden, die die Polymorphismen (Léingenvariationen) dieser
Mikrosatelliten als molekulare Marker nutzen. Die am Haufigsten verwendete Methode ist die
locus-spezifische PCR-Amplifikation von Mikrosatellitenmotiven mit flankierenden Marker-
Regionen. Diese Mikrosatellitenregionen stellen in der Regel einen hoch multiallelischen
Locus dar, weil sie sich durch ein hohes Mal} an Lingenpolymorphismen auszeichnen. Diese
ergeben sich aus den Variationen zwischen den Allelen in der Anzahl der sich tandemartig
wiederholenden Einheiten an dem jeweiligen Locus (Tautz, 1989). So konnen innerhalb einer
Art oder sogar einer einzigen Population mehrere unterschiedliche Léangenvarianten bzw.
Allele an ein und demselben Locus auftreten (Gupta et al., 1996). Es wird angenommen, dass
der Polymorphismus in der Anzahl an Wiederholungseinheiten und die damit verbundene
Instabilitdt von Mikrosatelliten vor allem durch einen spezifischen Mutationstyp, dem 'slipped
strand mispairing' (SSM; Levinson et al., 1987; Schlotterer, 2000), verursacht wird. Aufgrund
der repetitiven Natur der Mikrosatelliten wird ein 'Verrutschten' der DNA-Polymerase
wihrend des Replikationsprozesses begiinstigt. Dieser Mutationsmechanismus kann zu
Fehlpaarungen fithren. Werden solche Mutationen nicht durch DNA-Mismatch-Reparaturen
korrigiert, kann dies dann entweder zu einer Zunahme (wenn der neu synthetisierte Strang
betroffen ist) oder Abnahme (wenn der Template-Strang betroffen ist) in der Anzahl der
Wiederholungseinheiten in einem Tochtermolekiil fithren (Wierdl et al., 1997).

Eine bedeutsame Eigenschaft von Mikrosatelliten ist ihre hohe Mutationsrate. Im
pflanzlichen Genom variiert die Mutationsrate von 107 bis 10 Mutationen pro Locus und
Generation (Vigouroux et al., 2002; Ellegren, 2004; Raquin et al., 2008). Wobei sich gezeigt
hat, dass die Mutationsraten je nach Locus, Linge des Wiederholungsmotivs, Vorkommen im
nukledren oder organellen Genom, nach Organismus und manchmal auch der Allele stark
variieren konnen. Eine hohe Anzahl von Motiv-Wiederholungseinheiten ist daher mit einer
groBleren genotypischen Diversitdt verbunden. Die polymorphsten und daher fiir viele
verschiedene Zwecke am praktikabelsten sind die perfekten Mikrosatelliten (Hancock, 1999).
Denn bei diesem Mikrosatellitentyp ist die Mutationsrate oft positiv mit der Gesamtldnge

korreliert (Kelkar et al., 2008). So kann man eine deutlich groBere Anzahl an
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Polymorphismen bei ldngeren Mikrosatelliten finden, als bei kiirzeren. Folglich weisen
langere, perfekte Mikrosatelliten eine hohere Anzahl verschiedener Lingenvarianten und
damit eine grofere allelische Variabilitdt auf (Kelkar et al., 2008). Allerdings birgt eine
Zunahme an Wiederholungseinheiten mitunter ebenso das Risiko einer Unterbrechung eines
Mikrosatellitenmotivs. Dadurch konnen sich aber auch stindig die Mutationsraten an einem
Locus dndern (Guichoux et al., 2011).

Um den hohen Grad an Polymorphismen zu erkldren, wurden verschiedene theoretische
Mutationsmodelle zur Evolution eines Mikrosatelliten betrachtet. Diese sind fiir die
Populationsgenetik notwendig, um die genetischen Distanzen zwischen mindestens zwei
Gruppen von Individuen aus deren Allelfrequenzen ableiten zu konnen (Bhargava et al.,
2010). Das 'infinite alleles'-Modell (IAM; Kimura et al., 1964) geht davon aus, dass jede
Mutation eine zuféllige Anzahl an Wiederholungseinheiten erzeugen kann. Dabei ist die
Linge (bzw. Gro3e) eines neuen Allels unabhingig von der Groe des urspriinglichen Allels.
AuBerdem konnen alle moglichen Varianten mit der gleichen Wahrscheinlichkeit auftreten,
sofern alle Mutationen neu und die Mutationsraten fiir alle Loci gleich sind. Das 'stepwise
mutation-Modell (SMM; Kimura et al., 1978) beschreibt hingegen die Mutation als
Zugewinn oder Verlust einer Wiederholungseinheit, und zwar mit der gleichen
Wahrscheinlichkeit in beide Richtungen. Dieses Modell nimmt an, dass die Variationen
ausgehend vom urspriinglichen Allel schrittweise erzeugt werden. Hierbei gibt es einen
Zusammenhang zwischen dem Lingenunterschied zwischen zwei Mikrosatellitenallelen und
der Zeit, die seit ihrer Differenzierung vergangen ist. Da die Mutationsrate eines
Mikrosatelliten allerdings von verschiedenen Faktoren (z.B. Allelgrofle, Zusammensetzung
der Wiederholungseinheit, Position im Genom etc.) beeinflusst werden kann, scheint das
Mutationsverhalten mitunter ein komplexes Phidnomen zu sein. Auch der Grad der Reinheit
eines Mikrosatelliten beeinflusst die Mutationsrate. So weisen imperfekte Mikrosatelliten
einen geringeren Polymorphismus auf als die perfekten mit demselben Motiv. Sofern ein
Mikrosatellit eine wichtige Funktion im Genom ausiibt, kann ein Selektionsereignis direkt
oder indirekt Einfluss auf die Variabilitit eines Mikrosatellitenlocus haben. So wurde in
einigen Studien die Konservierung von Mikrosatelliten an entsprechend gelegenen
Promotorregionen von codierenden Sequenzen iiber verschiedene Arten hinweg beobachtet
(Kashi et al, 1999). Das ist oft ein Hinweis auf eine Funktion, wie z.B.
Proteinbindungsstellen, Regulierung der Transkription, Beteiligung an der Genexpression

und/oder DNA-Replikation (Varshney et al., 2005; Scaglione et al., 2009). Von
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Mikrosatelliten in nicht-codierenden Regionen wird angenommen, dass sie neutraler
gegeniiber Selektion sind.

Mitte der 2000er Jahre wurden modernere Sequenzierungsmethoden entwickelt, die
sogenannten 'next generation sequencing' (NGS)-Methoden. Dadurch sind kosten- und
zeitaufwendige Klonierungsverfahren zur Generierung von Mikrosatelliten als Marker nicht
mehr notwendig (Weising et al., 2005). Die NGS-Methoden ermdoglichen die Identifizierung
einer groen Anzahl von Mikrosatellitenloci, mittlerweile ebenso fiir Nicht-Modellarten, zu
deutlich geringeren Kosten (Abdelkrim et al., 2009; Zalapa et al., 2012). In Kombination mit
addquaten Computerprogrammen sind einige der fritheren Nachteile (z.B. Stotterbanden) von
Mikrosatelliten als molekulare Marker ebenfalls kaum noch von Bedeutung. Sie haben sich
aber aufgrund ihrer vorteilhaften Eigenschaften, wie der hohe Grad an
Liangenpolymorphismen, hohe Reproduzierbarkeit, ko-dominante Vererbung, das
multiallelische Verhalten und die PCR-basierte Amplifikation bewéhrt (Wohrmann et al.,
2011). Daher fanden und finden Mikrosatelliten seit Ende der 80er Jahre zunehmend in
zahlreichen Forschungsrichtungen wie genetischen Kartierungen, Forensik,
Verwandtschaftsanalysen, = Artabgrenzungen in nahe verwandten Artkomplexen,
Identifizierung von Hybriden oder Naturschutzgenetik Anwendung (Lemes et al., 2003;

Ellegren, 2004; Jones et al., 2010; Farrell et al., 2013).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Die strauchférmige Art Xerophyta dasylirioides kann man fast allgegenwirtig auf den
Inselbergen Madagaskars finden. Sie kommt ausschlieBlich auf Inselbergen vor und weist
eine beeindruckende Anpassungsfihigkeit an ihren extremen Standort auf. Obwohl derartige
austrocknungstolerante Gefdlpflanzen eine besondere Relevanz gerade im heutigen Kontext
der Wasserverfiigbarkeit haben, wissen wir noch nicht viel iiber sie. Es werden zwar
zunehmend die physiologischen und genetischen Prozesse die bei der Austrocknungstoleranz
eine Rolle spielen erforscht und entschliisselt, aber iiber das evolutionédre Verhalten derartiger
Pflanzen in ihren isolierten Lebensrdumen ist bislang nur wenig bekannt. Vor allem wenn bei
austrocknungstoleranten Arten wie z.B. X. dasylirioides die Problematik besteht, dass es
morphologische und anatomische Diskrepanzen gibt und daher verschiedene Artvarianten
beschrieben sind. Was durchaus auch ein wiederkehrendes Phidnomen innerhalb dieser
Familie, aber auch kein Seltenes bei austrocknungstoleranten Gefdpflanzen zu sein scheint.
Um jene evolutiven Prozesse zu beleuchten, die eine genetische Differenzierung bis hin zur
Artbildung bei der hier im Fokus stehenden madagassischen Velloziaceae-Art beeinflussen,
ist die Populationsgenetik ein entscheidendes Werkzeug. Denn die Evolution von Arten hat

thren Ausgangspunkt auf der Ebene von Populationen.

Ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Rolle der madagassischen
Inselberge bei der Artbildung zu verstehen. Inselberge mit ihren gegebenentfalls bestehenden
Fortpflanzungsbarrieren zwischen ihnen ermdoglichen es zu verstehen, wie z.B. genetische
Drift und/oder unterschiedliche Selektionsdriicke die Differenzierung von Populationen,
lokale Anpassungen oder Artbildungen beeinflussen konnen. Da die Art X. dasylirioides ein
inselartig isoliertes Verbreitungsmuster aufweist, stellt sich die Frage, ob einzelne
Populationen von geografisch unterschiedlich weitentfernten Inselbergen signifikant iiber
Genfluss miteinander verbunden sind oder ob sich einzelne Populationen infolge mangelnden
genetischen Austauschs voneinander differenziert haben und auf dem Weg zur allopatrischen
Artbildung sind.

Im Rahmen des Forschungsvorhabens sollten dafiir zundchst erstmalig hochsensitive
molekulare Marker fiir populationsgenetische Studien fiir X. dasylirioides generiert werden.
Hierfiir wurden Mikrosatellitenmarker unter Verwendung der Illumina-Sequenzierung, einer

'next generation sequencing'-Methode, etabliert.



Zielsetzung der Arbeit

Mit

Hilfe  dieser = molekularen = Marker = wurden  Freilandpopulationen  von

Xerophyta dasylirioides auf folgende Fragen hin untersucht:

Wie gut sind die Mikrosatellitenmarker zwischen verschiedenen Xerophyta-Arten
Madagaskars und Afrikas transferierbar?

Wie ausgeprigt ist der Genfluss zwischen den Populationen und wie hoch ist die
genetische Diversitidt von X. dasylirioides, auch im Vergleich zu den neotropischen
Vertretern von inselberg-spezifischen Arten?

Korreliert das inselartige Verbreitungsmuster dieser Art mit einer genetischen
Differenzierung zwischen den einzelnen X. dasylirioides Populationen?

Spiegelt sich die Vielfalt der morphologischen Merkmale auch genetisch wieder und
lasst sich ein geografisches Muster erkennen?

Welche potenziellen Faktoren (Okologie, Geografie, evolutionire Ereignisse, z.B.
genetische Drift) haben einen Einfluss auf die Differenzierungsprozesse zwischen
geografisch isolierten Populationen?

Konnen mittels Mikrosatellitendaten Aussagen iiber die Pollenverbreitung und

Riickschliisse auf mogliche Bestduber getroffen werden?
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3. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Inselbergen im Hinblick auf mogliche
evolutionidre Auswirkungen auf Artbildungsprozesse im Besonderen auf inselberg-
spezifischen austrocknungstolerante Arten untersucht. Dabei wurde die auf Madagaskar

endmische und hiufig vorkommende Art Xerophyta dasylirioides als Modell gewihlt.

Zu Beginn dieser Arbeit standen nur fiir zwei Vellozia-Arten (V. gigantea: Martins et al.,
2012; V. squamata: Duarte-Barbosa et al., 2015) Mikrosatellitenmarker zur Verfiigung. Fiir
die einzige afrikanische Gattung lagen keine vor. Ein wesentliches Ziel der ersten Publikation
bestand daher in der Etablierung von Mikrosatellitenmarkern fiir Xerophyta dasylirioides um
populationsgenetische Studien durchfithren zu konnen. Die zunichst fiir diese Art neu
entwickelten Mikrosatellitenmarker erwiesen sich als geeignetes Hilfsmittel zur Bewertung
der genetischen Vielfalt und Populationsstruktur von X. dasylirioides (Publikation 1). Ein
Vergleich mit anderen austrocknungstoleranten mattenbildenden Monokotylen auf
Inselbergen in den Tropen zeigte zudem, dass es durchaus regionale Unterschiede sowohl in
der Zusammensetzung der Mattengemeinschaften, als auch in der Antwort der dort
vorkommenden Arten auf 6kologische, aber auch evolutionire Einfliisse gibt (Publikation 2).
Im letzten Teil der vorliegenden Arbeit erfolgte die Anwendung der neu entwickelten
Mikrosatellitenmarker auf 15 natiirlich isolierte Inselbergpopulationen von X. dasylirioides.
Mit dieser Studie konnte gezeigt werden, dass jeder untersuchte Inselberg einen distinkten
Genotyp aufweist. Das spiegelt sich auch in der hohe genetischen Diversitit innerhalb der
Populationen und einem geringen Genfluss zwischen den Inselbergpopulationen wieder.
Dabei konnte keine Korrelation zwischen den genetischen und den geografischen Distanzen

der einzelnen Inselbergpopulationen detektiert werden (Publikation 3).

3.1 Eignung und Ubertragbarkeit der neu entwickelten Mikrosatellitenmarker

Aufgrund der groBen morphologischen Variabilitiit einerseits und floraler Ahnlichkeiten
von Velloziaceae-Arten andererseits, erwies sich die taxonomische Zuordnung innerhalb
dieser Familie bislang als herausfordernd. Die Abgrenzung von Arten erweist sich je nach
Gattung mitunter als schwierig, da es unterschiedlich geeignete Bestimmungsmerkmale zu
geben scheint. So ist die Bliitenfarbe nur bedingt ein zuverldssiges Merkmal zur eindeutigen

Bestimmung der Arten. Fiir z.B. Vellozia epidendroides wurden allein drei Bliitenfarben
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angegeben (Ibisch et al., 2001). Ahnlich verhilt es sich mit der Blattanatomie innerhalb der
paldotropischen Gattung Xerophyta. Blattanatomische Untersuchungen von Behnke et al.
(2013), zeigten zwar unterschiedliche Blattanatomietypen, aber eine eindeutige
Unterscheidung z.B. zwischen den afrikanischen und den madagassischen Xerophyta-Arten
war damit kaum moglich. Diese Schwierigkeit findet sich auch mitunter in den
unterschiedlichen Angaben zur Anzahl der Arten in online Datenbanken wieder (vgl. Kapitel
1.3). Die Abgrenzbarkeit von Arten ist aber von grundlegender Bedeutung fiir eine
phylogenetische Analyse. Die Schwierigkeit der Zuordnungen einzelner Taxa innerhalb der
Velloziaceae, im Besondern bei den madagassischen Xerophyta-Arten, war Ausgangspunkt
fir diese Arbeit. Ihr einzigartiger Inselberg-Lebensraum und die damit verbunden
Anpassungen an die herausfordernden Bedingungen, lassen vermuten, dass darin auch eine
mogliche Erkldrung fiir die mitunter schwierige taxonomische Einordnung liegen konnte. Da
die Auflosung der Phylogenie der Velloziaceae fiir die Abgrenzung von Artgrenzen mitunter
nur bedingt auszureichen schien, konnen sensiblere Markersysteme wie Mikrosatelliten
hilfreich sein, um zunichst auf Populationseben zu kldren, ob z.B. ein genetischer Austausch
zwischen den einzelnen Inselbergen bzw. Populationen besteht oder ob sich bereits einzelne
Populationen voneinander differenziert haben.

Da zu Beginn dieser Arbeit nur vergleichsweise wenige Mikrosatellitenmarker fiir
Velloziaceae zur Verfiigung standen, bestand ein wesentliches Ziel in der Etablierung von
Mikrosatellitenmarkern fiir X. dasylirioides fiir populationsgenetische Studien (Publikation 1).
Schon mit dieser Publikation konnte gezeigt werden, dass die neu entwickelten
Mikrosatellitenloci bereits in einem vergleichsweise kleinen Probenset dazu geeignet sind die
genetische Diversitidt aufzuzeigen und dadurch Informationen iiber die Strukturen der
Populationen liefern konnen, die mit phylogenetischen Marken nur schwer zu erhalten sind.
Mit Hilfe einer NGS-Methode konnten in der genomischen DNA von Xerophyta dasylirioides
7110 perfekte nukledre Mikrosatelliten identifiziert werden (Publikation 1). Die hohe
Mutationsrate und der daraus hervorgehende Lingenpolymorphismus machen diese
Mikrosatelliten zu einem geeigneten Hilfsmittel fiir weitere populationsgenetische Analysen.
Ein wesentlicher Vorteil ist dabei die einfache PCR-basierte Amplifikation aufgrund von
flankierenden und spezifischen Primerpaaren.

Alle neu etablierten Mikrosatellitenmarker wurden auch auf ihre Ubertragbarkeit auf acht
weitere madagassische und zwei afrikanische Xerophyta-Arten getestet. Je nach Locus-Art
Kombination lag die Erfolgsrate zwischen 0% bis 70% (Publikation 1). Die

Kreuzamplifikation mit den madagassischen Arten war dabei deutlich erfolgreicher als bei
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den afrikanischen Arten. Dieses Ergebnis entsprach den Erwartungen. Denn aufgrund der
langen Isolation Madagaskars von Kontinentalafrika, schien eine erfolgreiche Ubertragung
derartiger Marker eher unwahrscheinlich. Auch nicht ganz iiberraschend waren die etwas
erfolgreicheren Kreuzamplifikationen mit den nahe verwandten madagassischen Arten, wie
z.B. Xeropyhta pinifolia oder X. tulearensis. Zumal fiir beide Arten auch Varianten von
X. dasylirioides beschrieben sind (z.B. X. dasylirioides var. pinifolia und X. dasylirioides var.
tulearensis;, Behnke et al., 2013). Auch was deren Blattanatomie betrifft gibt es durchaus
Ahnlichkeiten zwischen diesen Arten. Eine erste Untersuchung in diese Richtung wurde im
Rahmen einer von mir betreuten Bachelorarbeit (Heldt, 2021) durchgefiihrt. In dieser Arbeit
wurden Blattproben von 12 der 15 X. dasylirioides-Standorte anatomisch untersucht. Dabei
sind vor allem im untersuchten Siidcluster partielle Ahnlichkeiten bzw. iibereinstimmende
Merkmale zu den Blattanatomien von fiinf nahe verwandten Arten aufgefallen, so z.B. zu
X. tulearensis. Aber auch zu X. pectinata, X. andringitrensis, X. brevifolia und X. spinulosa.
Vier von diesen Arten gehdren zu den zehn fiir Madagaskar akzeptierten Arten (vgl. Kapitel
1.3). Die von Behnke et al. (2013) dazu beschriebenen Standorte zeigten aullerdem eine
gewisse Ahnlichkeit mit denen in der vorliegenden Arbeit verwendeten X. dasylirioides-
Proben auf. Moglicherweise deutet das entweder auf ein deutlich groBeres Spektrum an
phénotypischen Variationen von X. dasylirioides oder auf Hybridisierungsereignisse zwischen
den Arten hin. Auch wenn nach Hopper et al. (2018) Hybridisierungsereignisse von Arten in
OCBILs eher selten sind, kann das im Rahmen dieser Arbeit nicht komplett ausgeschlossen
werden. Im Wesentlichen, weil hier nur X. dasylirioides und ihre Vorkommen auf Inselbergen
im Fokus der populationsgenetisch Untersuchungen stand. Allerdings konnten vor allem bei
den Proben aus der dritten Publikation unterschiedliche morphologische Variationen der Art
beobachtet werden. Eine Hybridisierung kann durch den Genfluss und eine mogliche
Rekombination zwischen divergierenden Arten allerdings fiir die Entstehung bzw. den Erhalt
einer Art sowohl einen positiven Einfluss auf die Artenvielfalt haben, z.B. durch eine
gesteigerte Vitalitdt (Heterosis-Effekt) oder durch die Féahigkeit sich mit einem oder beiden
Eltern kreuzen zu konnen. Mogliche Hybride konnen aber auch durch einen Verlust der
biologischen Vielfalt ein evolutionidre Sackgasse darstellen. Mota et al. (2018) konnten in
einer Studie zu zwei sympatrisch vorkommenden Pitcairnia-Arten auf neotropischen
Inselbergen zeigen, dass Hybridisierung hier einen positiven evolutionidren Einfluss auf die
Diversifizierungsprozesse hat und somit zum Erhaltung der genetischen Vielfalt in lokal
isolierten Inselbergpopulationen beitrigt. Zudem konnen Hybridisierungsereignisse auch das

Anpassungspotenzial an z.B. lokale Umweltbedingungen durch das Einbringen von
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genetischen Variationen und die Bildung vorteilhafter Genkombinationen mitunter erhohen
(Cannon et al., 2015). Allerdings kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei den
Artvariationen von X. dasylirioides um allopatrische Artbildung handeln konnte. Denn bei
den generierten Kreuzamplifikaten in der ersten Publikation konnten hauptsidchlich
monomorphe Bandenmuster beobachtet werden. Eine mogliche Ursache dafiir konnten
sogenannte Nullallele sein. Nullallele resultieren aus Mutationen in einer oder beiden
Mikrosatelliten-flankierenden Primerbindestellen und sind nicht amplifizierbar. Bei
heterozygoten Individuen wird dann nur ein Allel mittels PCR korrekt amplifiziert. Dadurch
kann mitunter eine Heterozygotie filschlicherweise als Homozygotie eingestuft werden. Das
Auftreten von Nullallelen kann deshalb zu einer leichten Uberschiitzung von genetischen
Distanzen bei populationsgenetischen Analysen fithren. Aber durch entsprechend Software-
gestiitzte Korrekturen kann man diese Diskrepanz in den statistischen Auswertungen
kompensieren (van Oosterhout et al., 2006). Nullallele werden héufiger zwischen Arten
beobachtet, gelegentlich aber auch innerhalb von Arten (Nascimento de Sousa et al., 2005).
Dementsprechend konnen sie manchmal eine Ubertragbarkeit von Mikrosatellitenmarkern auf

andere Arten erschweren (Vornam et al., 2004).

3.2 Populationsgenetische Untersuchungen

Die Abschitzung der genetischen Diversitit in Freilandpopulationen ist eine der
wichtigsten Aufgaben der Populationsgenetik. Grundsitzlich gilt je hoher die genetische
Diversitdt ist, desto wahrscheinlicher kann sich eine Population an verdnderte
Lebensbedingungen anpassen. Sowohl isolierte Habitate, als auch Inzucht und genetische
Drift konnen einen negativen Einfluss auf die genetische Diversitdt haben (Young et al.,
1996). Um die genetische Diversitit und mogliche Einfliisse auf natiirlich isolierte
Populationen von X. dasylirioides zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit
nukledre Mikrosatellitenloci verwendet. Dazu wurde ein Probenset bestehend aus 320
Individuen aus 15 Freilandpopulationen in einem Gebiet von 440 km Linge und entlang eines
Hohengradienten von ca. 700 m bis 1700 m.i.M. der madagassischen Art X. dasylirioides
genotypisiert (Publikation 3). Die in der dritten Publikation erzielten Mikrosatellitendaten
stiitzen die Ergebnisse der ersten Publikation. Auch zwischen den 15 Freilandpopulationen
konnte nur ein geringer Genfluss nachgewiesen werden. Dabei erwiesen sich die einzelnen

Populationen als deutlich voneinander differenziert (Publikation 3). Eine Bayesian Cluster-
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Analyse ergab dabei fiir jeden Inselberg einen eigenen distinkten Genotyp mit einer hohen
genetischen Diversitit. Eine Analyse der molekularen Varianz (AMOVA) zeigte ebenfalls,
dass der grofite Teil der genetischen Vielfalt (> 60%) innerhalb der Population und nur etwa
37% der Gesamtvariation auf Unterschiede zwischen den Populationen zuriickgefiihrt werden
kann. Zwischen den beiden sich aus den Beprobungen ergebenden Gruppierungen der
Inselbergpopulationen (Nord- und Siidcluster) lag ein Abstand von ca. 200 km. Der Wert fiir
die genetische Vielfalt zwischen diesen beiden Cluster war deutlich niedriger als zwischen
den einzelnen Inselbergen und lag bei nur 9,42% (Publikation 3).

Die Ergebnisse beider Analysen legten die Annahme nahe, dass dem vielleicht ein
phylogeografisches Muster zugrunde liegen konnte bzw. der Einfluss einer Isolationsbarriere
durch die Distanzen zwischen den Inselbergen nachweisbar ist. Denn wenn eine positive
Korrelation zwischen genetischen und geografischen Distanzen besteht, wiirde der Genfluss
zwischen den Populationen mit zunehmender Entfernung abnehmen. Die Analysen ergaben,
dass der Genfluss zwischen den 15 Xerophyta-Populationen grundsitzlich eher gering
ausgepragt ist, unabhingig von der geografischen Distanz. Ein mogliches phylogeografisches
Muster konnte in dem Neighbour-Net-Splits Graf (Publikation 3) dementsprechend nicht
beobachtet werden. Fiir diese Grafik wurde eine Korrelation zwischen der genetischen
Differenzierung und der geografischen Herkunft der Populationen berechnet, ohne vorab
anzugeben, welches Individuum zu welcher Population gehort. Hier wird deutlich, dass jeder
Inselberg seinen eigenen Genotyp besitzt und das die Abgrenzung zu den anderen
Inselbergpopulationen signifikant ist. Das wurde auch von der Bayesian Cluster-Analyse ohne
Angaben zu der geografischen Herkunft der einzelnen Individuen bestitigt. Das lésst
vermuten, dass die geografische Entfernung der Inselberge zwar durchaus eine
Isolationsbarriere darstellt, aber es sich dabei zumindest auf nukledrer Ebene nur um eine
bedingt effektive geografische Isolation handelt. Moglicherweise ist diese unvollkommene
reproduktive Barriere der Grund fiir den, wenn auch eingeschrinkten, Genfluss der hier
untersuchten X. dasylirioides Populationen. Grundsitzlich kann ein Genfluss zwischen den
Populationen entweder iiber Pollen oder aber auch iiber die Verbreitung von Samen erfolgen
(Enno, 1994). Im Rahmen der Populationsdifferenzierung ist ein mogliches Mall den Genfluss
zwischen Populationen zu erfassen, eine indirekte Methode mit der das Gleichgewicht
zwischen Migration und genetischer Drift berechnet werden kann (NV,; Publikation 3).
Allerdings ist das kein absolutes MaB3 und eine Unterscheidung zwischen einem Genfluss
mittels Pollen oder Samen damit nicht moglich. Da aber bei Angiospermen in der Regel

Plastiden-DNA maternal und die nukledre DNA biparental vererbt wird (Ennos, 1994), deuten
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die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass der Genfluss zwischen den
Inselbergpopulationen iiber Samen weniger effizient ist als womdglich iiber die Pollen. Eine
mogliche Konsequenz einer Schwerkraft begiinstigten Verbreitung der kleinen Samen auf
einem Inselberg wire eine Fremdbestiaubung von Geschwisterpflanzen, wie es z:B. fiir die
Gattung Vellozia angenommen wird (Franceschinelli et al., 2006). Das konnte einen
Austausch von Pollen verringern und folglich auch zu einem geringeren Genfluss zwischen
Inselbergpopulationen fiithren. Somit scheint ein entscheidender Faktor der Lebensraum
'Inselberg' als Isolationsbarriere in Kombination mit der scheinbar begrenzten Fihigkeit der
Samenverbreitung von X. dasylirioides zu spielen. Ebenfalls dafiir spricht, dass die
generierten Mikrosatellitendaten keine Korrelation im Sinne eines Gradienten zwischen der
geografischen Entfernung der Inselberge zueinander und den genetischen Distanzen der
einzelnen Inselbergpopulationen aufzeigen. So konnten fiir die meisten Populationen > 5
sogenannte 'private’ Allele nachgewiesen werden (Publikation 3), d.h. diese Allele kommen
nur in einer Population vor und sind nur dann hiufig vertreten, wenn der Genfluss gering ist
(Slatkin, 1985). Daher ermoglichen diese Allele auch eine Differenzierung von Populationen.
Grundsitzlich deutet ein hohes Mal} an genetischer Differenzierung in geografisch isolierten
Populationen auf ein unterschiedliches Ausmal} an reproduktiver Isolation hin.

Da bei Bliitenpflanzen prinzipiell eine grofe Flexibititdit an Reproduktionsstrategien
vorhanden ist, kann das bei Feldstudien beobachtete Auftreten von Stolonen in den
Freilandpopulationen von X. dasylirioides ein Hinweis darauf sein, dass vegetative
Vermehrung durch klonales Wachstum eine Rolle fiir die Populationsstruktur spielen konnte.
Verschiedene sexuelle und/oder asexuelle Strategien konnen durchaus Vorteile bieten,
insbesondere fiir die Etablierung und das Uberleben in einem extremen Lebensraum wie den
Inselbergen. Eine asexuelle Reproduktion kann dabei entweder durch Apomixis oder eben
eine vegetative Vermehrung erfolgen. Die Art der Reproduktion hat wiederum einen
erheblichen Einfluss auf die genetische Vielfalt und schlussendlich auch auf die Morphologie
einer Art. Da angenommen wird, dass die meisten Velloziaceae-Arten selbst-inkompatibel
sind (Jacobi et al., 2007; Costa et al., 2017), konnte klonales Wachstum hier eine Strategie
sein um mogliche Reproduktionsbarrieren zu umgehen. Eine Abhingigkeit von der
Verfiigbarkeit eines Bestduber konnte damit, wenn mitunter auch nur fakultative bzw.
tempordr, ebenfalls tiberbriickt werden. In den statistischen Auswertungen der vorliegenden
Arbeit konnten in nur drei der Xerophyta-Populationen iiber alle Loci hinweg sogenannte
gleiche 'Multilocus-Genotypen' als genetisch identisch (Klon) festgestellt werden

(Publikation 3). Interessanterweise auBerschlieflich im Nordcluster. Da zu einer méglichen
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Apomixis bzw. apomiktisch gebildeten Samen bei Velloziaceae bislang nichts bekannt ist und
Stolone beobachtet wurden, die als Rameten eigenstidndig existieren kdnnen, handelt es sich
dabei mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit um klonales Wachstum. Zu diesem Zweck wurde ein
Inselberg aus dem Nordcluster mit ca. 200 gesammelten Proben eingehender untersucht.
Dabei konnten zwar Klone identifiziert werden, aber deutlich weniger als angenommen und
auch nur in den jeweils eigenen Matten (Publikation 3). Da die meisten Velloziaceae-Arten
Matten bilden und somit wie "Inseln auf Inseln" wachsen, die mitunter auch eine gewisse
Distanz zueinander aufweisen, lag aulerdem die Vermutung nahe, dass diese Mattenbildung
moglicherweise auch einen Einfluss auf die Struktur der gesamten Inselbergpopulation haben
konnte. Obwohl die in fiinf Vektoren eingeteilten Individuen dieses Inselbergs {iiber
zahlreichen statistischen Berechnungen hinweg als eigenstindige Populationen behandelt
wurden, haben sie sich immer wieder zusammen gruppiert und somit einem Genotyp
zugeordnet. Infolgedessen kann angenommen werden, dass unabhéngig von einer
vorkommenden Mattenstruktur auf einem Inselberg ein ausreichender genetischer Austausch
auf selbigem vorhanden zu sein scheint. Da allerdings in acht der hier untersuchten
Inselbergpopulationen eine Abweichung von dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE)
beobachtet wurde, scheint es denkbar, dass die Inselbergpopulationen vielleicht selbst
Subpopulationen darstellen. Wenn man die Matten zudem als kleinere Teilpopulationen
innerhalb eines Inselbergs betrachtet, konnten moglicherweise einzelne von ihnen von z.B.
Griindereffekten betroffen sein. Eine denkbare Folge daraus wire, dass die einzelnen
Populationen sich somit weiter differenzieren und den sogenannten Wahlund-Effekt auf diese
Weise verstirken konnten. Was dann bedeuten wiirde, dass die Heterozygotie einer grof3eren
Population durch Strukturierung in reproduktiv isolierten Subpopulationen reduziert wére
(Hattemer, 1982). Wenn sich allerdings mehrere zuvor getrennte Populationen wieder
vereinen, konnte eine andere Konsequenz des Wahlund-Effektes auch eine Abnahme der
Homozygotenhéufigkeit sein.

Die nordlichste der 15 Populationen nahm in fast allen populationsgenetischen Analysen
eine besondere Position ein. Hier wurden u.a. die meisten der Klone gefunden. Aufgrund
eines bei dieser Population vorliegendes HWE und eines nachgewiesenen Flaschenhals-
Effektes, lag die Vermutung nahe, dass sich dort entweder eine Xerophyta-Population neu
etabliert oder ein Ereignis wie z.B. ein Feuer, die Populationsgro3e drastisch verringert hat.
Partiell auftretende Feuer auf Inselbergen sind fiir eine Vielzahl der dort vorkommenden
austrocknungstoleranten Monokotylen keine Seltenheit. Da Velloziaceae brennbare

Terpenharze besitzen (Martins et al., 2016), die im Falle eines Feuers die Entflammbarkeit der
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Pflanze beschleunigen, konnen sie so z.B. einen letalen Temperaturanstieg innerhalb der
Pflanze vermeiden. Bei erwachsenen Pflanzen befindet sich Blattrosetten aulerdem oft iiber
den Flammen der brennenden Krautschicht (de Freitas Larocca et al., 2022). Wenn aber
einige Pflanzenindividuen noch zu klein sind, somit linger einem Feuer ausgesetzt bzw.
vielleicht noch nicht geniigend abgestorbenes Blattmaterial und/oder mengenmafig zu wenig
Terpenharze vorhanden sind, konnte das fiir einige Individuen letale Folgen haben und so

mitunter zu einer Reduktion der PopulationsgréBe fiihren.

3.3 Populationsstruktur von inselberg-spezifischen Arten

Vergleichbare Ergebnisse beziiglich der genetische Diversitdt wie in der vorliegenden
Arbeit, konnten bereits bei anderen inselberg-spezifischen Arten aus der Neotropis beobachtet
werden (Velloziaceae: Vellozia; Bromeliaceae: Pitcairnia, Alcantarea, Encholirium, Vriesea,
Ochidaceae: Epidendrum; vgl. Kapitel 1.4). Morphologische Variationen innerhalb einer Art
in Verbindung mit einer geringen genetischen Divergenz, wie z.B. bei Vellozia hirsuta
(Barbosa et al., 2012), scheinen charakteristisch fiir die natiirlich isolierten Lebensrdume der
Velloziaceae zu sein. Bei den beobachteten morphologischen Unterschieden, der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Xerophyta-Populationen, handelt es sich womoglich um
Anpassungen an die 6kologischen Bedingungen an den jeweiligen Inselbergstandort. Wenn
Inselbergarten also in der Lage sind sich den jeweiligen lokalen Habitatbedingungen
anzupassen, zugleich aber nur ein geringer genetischer Austausch vorhanden ist, besteht die
Moglichkeit, dass sie so zunichst Okotypen generieren und iiber eine evolutionire Zeitspanne
mitunter auch neue Arten, sofern kein sekundérer Kontakt bzw. genetische Austausch erfolgt.
Das konnte eine denkbare Erkldarung fiir die beobachteten Unterschiede sowohl in der
Zusammensetzung der Mattengemeinschaften und als auch das mitunter stark begrenzte
regionale Vorkommen der Arten auf Inselbergen entlang der Tropen sein (Publikation 2).

Die Ergebnisse der populationsgenetischen Untersuchungen zu den natiirlich isolierten
X. dasylirioides-Populationen zeigen einen nur gering vorhandenen Genfluss auf nukledrer
Ebene. Dieser scheint zwar nicht auszureichend um eine effektive Durchmischung des
Genpools zu bedingen, aber dennoch scheint der vorhandene genetische Austausch der
Xerophyta-Populationen ausreichend, um einem Effekt durch eine geografische
Isolationsbarriere entgegenzuwirken. Die distinkten Genotypen und die hohe genetische

Diversitit innerhalb der untersuchten Xerophyta-Populationen, womdglich mit einer lokalen
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Anpassung an den jeweiligen Inselbergstandort, konnten die morphologische Vielfalt
innerhalb der Art erkldren. Da eine hohe genetische Diversitit bereits auch bei einigen
neotropischen Inselbergarten beobachtet werden konnte, konnte dieses scheinbar
wiederkehrende Phidnomen auch eine mogliche Erklidrung fiir die regionalen beobachteten
Unterschiede sein. Bei Feldstudien konnten bislang 32 austrocknungstolerante mattenbildende
Monokotyledonen auf tropischen Inselbergen identifiziert werden. Diese gehdren im
Wesentlichen zu nur drei Familien (Cyperaceae, Poaceae, Velloziaceae; Publikation 2). Der
oft vorherrschende Trockenstress auf den Inselbergen stellt dabei fiir die Pflanzen einen
multidimensionalen Stress dar. Dieser verursacht Veridnderungen sowohl in den
morphologischen, physiologischen, als auch den molekularen Merkmalen der dort
vorkommenden Pflanzen. Jede dieser Veridnderungen ist auch genetisch verankert. Das
Ausmal} der genetischen Variationen in den Arten und ihre Verteilung innerhalb und
zwischen den Populationen wird daher durch eine Vielzahl von Faktoren bestimmt, z.B. durch
zahlreiche 6kologische Faktoren, historische Ereignisse und das Ausmal} des Genflusses. So
konnen z.B. selbst kleine regulatorische Verdnderungen zu einer schnellen phénotypischen
Divergenz zwischen isolierten Populationen fithren. Zudem konnen diese geringfiigigen
genetischen Anpassungen auch eine schnelle Bildung von Okotypen ermoglichen. Angesicht
der Vielfalt der moglichen Einfliisse ist eine Bandbreite von Genotyp-Umwelt-Interaktionen
moglich. Die daraus resultierende morphologische Diversitit, auch bekannt als phéanotypische
Plastizitit, kann eine Diversifizierung zudem fordern. Seit den frithen 1960 Jahren ist bekannt,
dass phénotypische Plastizitdt ein grundlegendes Merkmal vieler adaptiver Reaktionen ist
(Moran, 1992, Sikkink et al, 2016) und eine Moglichkeit um auf verdnderte
Umweltbedingungen reagieren zu konnen. Auch die bei X. dasylirioides auftretenden
morphologischen Variationen erschweren eine klare Abgrenzung dieser Art. Insbesondere
gegeniiber naheverwandten Arten wie z.B. X tulearensis. Wenn dazu auch noch
morphologische Artvarianten beschrieben sind, z.B. X. dasylirioides var. tulearensis die
zudem noch Ahnlichkeiten in der Blattanatomie aufweisen und damit scheinbar flieBende
Ubergiinge zwischen den Arten darstellen, ist eine eindeutige Bestimmung problematisch.
Dieses Phidnomen ist innerhalb dieser Familie auch schon von Barbosa et al. (2012) fiir
Vellozia hirsuta mit 14 morpho-anatomischen Variationen beschrieben worden. Es scheint
aber ein durchaus wiederkehrendes Muster auch bei anderen austrocknungstoleranten
Monokotylen auf Inselbergen zu sein (Publikation 2). Daher liegt die Vermutung nahe, dass
diese Variationen mit physiologischen Merkmalen z.B. im Zusammenhang mit dem

Wasserhaushalt, Gasaustausch und der Photosynthese assoziiert werden und damit fiir eine
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Anpassung an die Inselbergbedingungen bedeutsam sein kénnen (Givnish et al., 1998). Diese
mitunter lokalen Anpassungen, konnen wiederum auch in morphologischen Variationen einer
Art sichtbar werden, die dann auch als Ochlospezies bezeichnet werden (Cronk, 1998). So
beeinflusst der Standort 'Inselberg’ die groe morphologische Bandbreite einiger Arten in
mehrfache Weise. Zum einen aufgrund seiner Bedeutung als isolierter Lebensraum, der einen
genetischen Austausch mitunter erschwert. Zum anderen als bioklimatische "Insel" durch die
extremen edaphischen und mikroklimatischen Bedingungen die den Pflanzen besondere
Anpassungsstrategien abverlangen. Das kann eine mogliche Erklirung fiir die regionalen
Unterschiede bei Inselbergarten sein (Publikation 2). Beides fiir sich genommen konnte sich
tiber die Zeit genetisch manifestieren und zu Artbildungen fiihren.

Eine Moglichkeit eine morphologische Diversitidt zu generieren ist die Polyploidie. Mehr
als die Hilfte aller GefdBpflanzen sind polyploiden Ursprungs. Dementsprechend hat dieser
Prozess einen wesentlich Einfluss auf die Evolution der Pflanzen (Vamosi et al., 2007). Dabei
scheint die Polyploidie den Pflanzen einen evolutiondren Vorteil zu verschaffen. Weil
polyploide Art eine groBBere genetische Vielfalt aufweisen, sind sie oft auch widerstandfihiger
gegeniiber extremen Umwelteinfliissen (van de Peer et al., 2020). De Melo et al. (1997)
teilten die Velloziaceae aufgrund ihre unterschiedlichen Grade an Ploidie in drei Gruppen ein:
die diploiden Vellozia-Arten, die tetraploiden Barbacenia-Arten und die hexaploiden
Xerophyta-Arten (de Melo et al., 1997). Vor allem die Vertreter der afrikanischen Gattung
Xerophyta weisen dabei einen hohen Grad an Ploidie auf, so hat z.B. X. viscosa einen
achtfachen Chromosomensatz (Costa et al.,, 2017). Wihrend Alcantara et al. (2015) die
vermeintlich diploide Art Vellozia variabilis als nicht-poikilohydrisch einstuften, zeigten
neuere Untersuchungen, dass fast alle Xerophyta und mindestens drei Barbaceniopsis-Arten
poikilohydrisch sind (Publikation 2). Das legt zu mindestens fiir die Vellozicaecae die
Vermutung nahe, dass es vielleicht eine Korrelation zwischen dem Grad der Ploidie und dem
Grad der Austrocknungstoleranz geben konnte. Auflerdem scheint eine Polyploidie zudem
eine zentrale Bedeutung fiir die Verbreitung gerade auch iiber weite Entfernungen (Linder et
al., 2014), das Uberleben kleinerer Populationen (Rodriguez, 1996) und die Entwicklung
neuartiger Merkmale (Soltis et al., 2014) zu haben. Eine Polyploidisierung kann dabei auf
unterschiedliche Weise entstehen. Entweder innerhalb einer Art durch eine Duplikation der
Chromosomenanzahl (Autopolyploidie) oder zwischen genetisch unterschiedlichen Arten
durch Hybridisierung (Allopolyploidie). Besonders fiir Arten die Inseln (wie z.B. Hawaii) neu
besiedeln, kann die Allopolyploidie ein geeigneter Mechanismus darstellen, um ihre sonst oft

eher geringe genetische Vielfalt zu erhohen (Gracia-Verdugo et al., 2019). Dabei kann eine
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Vervielfachung des Genoms wiederum verinderte Phidnotypen hervorrufen. So unterscheiden
sich polyploide Arten mitunter deutlich von diploiden in Morphologie, Entwicklung und
Physiologie. Meudt et al. (2021) schlussfolgerten sogar, dass ein hoherer Grad an Polyploidie
die endemische Vielfalt auf Inselsystemen direkt fordert. Da ozeanische Inseln und
'terrestrische Habitatinseln' durchaus vergleichbare Systeme darstellen, kann ein Einfluss von
Polyploidie auch fiir inselberg-spezifische Arten angenommen werden. AuBerdem unterstiitzt
diese Schlussfolgerung die OCBIL-Theorie, die von eine Forderung der Divergenz lokaler
Populationen durch entsprechende Anpassungsstrategien von Pflanzenarten alter
Abstammungslinien und deren geringe Ausbreitungsfihigkeit ausgeht (Campos et al., 2021).
Grundsitzlich erfordert die Bildung von polyploiden Arten auch eine Reproduktionsbarriere
gegeniiber den Elternindividuen. Sofern Hybridisierungsereignisse aus sekundidrem Kontakt
von zuvor getrennten Populationen oder Arten in Hybridzonen resultieren, miissen sie aber
nicht zwangsldufig auch zu neuen Arten fithren. Diese Form der so weitergegeben Gene von
einer Art an eine andere wird Introgression genannt (Harland, 1950), und wire ebenfalls eine
denkbare Erkldrung. Denn die Auswirkungen einer Introgression findet man in
morphologischen Ubergangsformen wieder. Prozesse, wie z.B. die Introgression, erméglichen
aber auch einen horizontalen Genaustausch zwischen sich ansonsten unabhéngig
entwickelnden Arten (Pease et al, 2015). So spielt auch dieser Prozess in der
Pflanzenevolution eine wesentliche Rolle und wurde mit schnellen Radiationen in einigen

Taxa in Verbindung gebracht (Seehausen, 2004).

Die bisherigen Erkenntnisse iiber die phylogenetischen Beziehungen, die Morphologie, das
Vorhandensein von Polyploidie und iiber die Populationsstruktur bei der in der vorliegenden
Arbeit im Fokus stehenden X. dasylirioides konnte durchaus auch ein Hinweis auf ein
mogliches Artennetzwerk bei dieser Art sein. Eine derartige netzartige (retikulate) Evolution
von Arten ist durch ein Zusammenspiel von genetischem Austausch (Genfluss), Isolation
(Gendrift), Durchmischung und Riickkreuzung charakterisiert (Nge et al., 2021). Der Umfang
des genetischen Austausches zwischen Populationen bestimmt, ob eine Art in eine
einheitliche Richtung evolviert oder ob die Populationen in separate Richtungen divergieren.
Dabei konnen auch genetisch heterogene Arten entstehen, bei denen Introgression,
Hybridisierung und/oder Allopolyploidisierung zwischen Populationen und Arten eine

wesentliche Rolle spielen.
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4. AbschlieBende Betrachtung

Uber die genetische Diversitit und Strukturierung, sowie iiber den Genfluss innerhalb und
zwischen Populationen von Arten in Inselberg-Lebensrdumen, ist bislang nicht viel bekannt.
Genauso rudimentédr ist noch das Wissen dariiber welchen Einfluss Inselberge auf die
Artbildungsprozesse, im Besondern von austrocknungstoleranten Inselbergarten, haben.
Kenntnisse dariiber sind von groer Bedeutung, nicht nur fiir eine Phylogenie, sondern auch
im Hinblick auf erfolgreiche Strategien zum Schutz und Erhalt dieser auergewdhnlichen

Arten.

Zu diesem Zweck wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit versucht ein detailliertes
Verstindnis iiber die genetische Populationsstruktur der auf Madagaskar endemischen
inselberg-spezifischen X. dasylirioides zu erhalten. Zusétzlich wurde auch der Einfluss der
Inselberge als mogliche Fortpflanzungsbarrieren und/oder bioklimatische "Inseln"
eingehender betrachtet. Da die Velloziaceae mit ihrem disjunkten Verbreitungsmuster entlang
der Tropen und bevorzugt auf azonalen Standorten mit unterschiedlichen Einfliissen (Bsp.
Campos Rupestre Region) vorkommen, eignet sich diese Familie fiir derartige
Fragestellungen im Besonderen. In fritheren Studien konnte bereits fiir einige neotropische
Vertreter der Gattung Vellozia genauso wie fiir die hier im Fokus stehende paldotropische
X. dasylirioides ein eingeschrinkter Genfluss zwischen den Populationen und eine hohe
genetische Diversitit innerhalb der Inselbergpopulation nachgewiesen werden. Eine mogliche
Konsequenz einer Isolation von Populationen durch einen eingeschrinkten Genfluss kann die
Bildung neuer Arten sein. Der Genfluss iiber Samen und/oder Pollen ist dabei ein
wesentlicher Faktor fiir die genetische Divergenz zwischen Populationen. Bei dem GroBteil
der bislang untersuchten Inselbergarten, ebenso wie bei X. dasylirioides, konnte eine
begrenzte Féhigkeit der Samenverbreitung aufgezeigt werden. Damit scheint der
Bestiduberbiologie in diesem besonderen Habitat eine besondere Rolle zuteil zu werden. Diese
Annahme ist aber bislang rein hypothetisch. Gezielt durchgefiihrte Felduntersuchungen
konnten dafiir aufschlussreich sein, auch im Hinblick auf eine mogliche Bestduber-Inselberg-
Wechselwirkung auf der Ebene der Population. Uberdies sollte auch erginzend das
Plastidengenom beriicksichtigt werden. Da bei Angiospermen Plastiden-DNA in der Regel
maternal vererbt wird, evolviert sie mitunter schneller als Kern-DNA. Die Auswirkungen
einer z.B. genetischen Drift wiirden somit auch schneller zu lokalen Differenzierung fiihren,
dhnlich wie es bereits fiir Orchideen auf brasilianischen Inselbergen beobachtet wurde

(Epidendrum: Pinheiro et al., 2014; 2016).
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Auch die Annahme, dass eine polyploide Art wie X. dasylirioides diesen Status nutzen
konnte, um gegebenenfalls einem Defizit in der Verfiigbarkeit eines Bestduber zu
iberbriicken, ist bislang hypothetisch und bedarf weitere Untersuchungen. Aufgrund der
immer wieder zu beobachteten vielfiltigen Variationen in der Morphologie mitunter innerhalb
einer Art, erfordert es vergleichende populationsgenetische Analysen mit nahe verwandten
Arten bzw. von Artvarianten um z.B. die Frage nach Hybridisierungsereignissen beantworten
zu konnen. Um die Konsequenzen einer gegebenenfalls bestehenden fakultativen oder
obligaten Klonalitit aufzuzeigen, wiren auch hier weiterfiihrende Untersuchungen
angebracht. Zusitzliche populationsgenetische Daten von weiteren Inselbergstandorten von
X. dasylirioides inklusive anatomischer Daten konnten ebenfalls dazu beitragen ein
detaillierteres Bild von dem Variationsspektrum dieser Art zu erhalten. Angesichts der
gewonnen Erkenntnisse, wiren auch weitere Analysen beziiglich eines moglicherweise
vorliegenden  Artennetzwerk von  X. dasylirioides  sinnvoll.  Informationen iber
Artbildungsprozesse wiren wichtig in Bezug auf den Schutz sowohl der Art als auch der
Inselberghabitate. Denn viele der inselberg-spezifischen Arten sind durch Habitatzerstorung
stark gefdhrdet, insbesondere die endmischen und an diesen einzigartigen Lebensraum in
besonderer Art und Weise angepassten Arten. Besonders im Rahmen der zunehmenden
globalen Wasserverknappung, konnten gerade die austrocknungstoleranten Inselbergarten
viele Einblicke von dem (Uber-) Leben in einer Welt mit u.a. wenig verfiigbarem Wasser

ermoglichen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern einen ersten Einblick in die Welt der
auBBergewohnlichen X. dasylirioides und anderer austrocknungstoleranter Inselbergarten. Fiir
weiterfithrende Untersuchungen bieten die erzielten Erkenntnisse zudem auch mogliche
Ansatzpunkte zur Entwicklung von Naturschutzstrategien sowohl fiir die Inselberg-Habitate

als auch ihre besonderen Pflanzenarten.

35



Publikationen

4. Publikationen

4.1 New microsatellite markers for Xerophyta dasylirioides (Velloziaceae), an endemic

species on Malagasy inselbergs

J. Rexroth, L. Krebes, T. Wohrmann, D. Harpke, M. Rabarimanarivo, P. Phillipson, K.
Weising und S. Porembski

Applications in Plant Sciences 7:e11282. doi: 10.1002/aps3.11282.

Zusammenfassung

Aufgrund der auf Inselbergen herrschenden extremen mikroklimatischen und
edaphischen Bedingungen (z.B. hohe Temperaturen, Trockenheit, felsige Boden,
Nihrstoffmangel), unterscheidet sich ihre Okologie deutlich von der sie umgebenden
Vegetation. Nur wenige Pflanzenarten besitzen fiir diesen Lebensraum die erforderlichen
Eigenschaften und konnen erfolgreich in diesen Inselberg-Habitaten wachsen. Die
monokotylen Velloziaceae sind dabei wichtige floristische Elemente auf den Inselbergen
oder anderen Felsformationen 1in  Siidamerika, Afrika und Madagaskar.
Xerophyta dasylirioides st auf Madagaskar endemisch und kommt fast omniprisent auf
Inselbergen des zentralgelegenen Hochplateaus vor. Um die Auswirkungen ihrer
inselartigen Verbreitung und den Genfluss zu untersuchen, wurden nukleire
Mikrosatellitenmarker unter Verwendung der Illumina-Sequenzierung generiert.
Insgesamt 7110 perfekte Mikrosatellitenloci wurden mithilfe einer MiSeq-Plattform
gewonnen. Primerpaare wurden dann fiir 40 zufillig ausgewihlte Loci entworfen.
Fiinfzehn dieser Primer erzeugten distinkte Amplifikate und wurden fiir die
Genotypisierung von 80 Individuen aus drei Inselberg-Populationen von X. dasylirioides
verwendet. Alle neuen Mikrosatellitenmarker wiesen einen hohen Grad an
Polymorphismus auf und bis auf zwei Individuen der Inselberg-Populationen zeigten alle
unterschiedliche Multilocus-Genotypen. Zudem wurde auch die Ubertragbarkeit dieser
Marker auf acht weitere Xerophyta-Arten aus Madagaskar und zwei aus
Kontinentalafrika getestet. Je nach Locus-Art Kombination lag die Rate der erfolgreichen
Kreuzamplifikation bei 0 bis 70%. Dabei wurde deutlich, dass eine Kreuzamplifikation

mit den madagassischen Arten deutlich effizienter als bei den afrikanischen Arten war.
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PREMISE: Microsatellite markers were developed for Xerophyta dasylirioides (Velloziaceae), a
species endemic to the Malagasy inselbergs, to explore the impact of its island-like distribu-
tion on genetic diversity and gene flow.

METHODS AND RESULTS: A total of 7110 perfect microsatellite loci were recovered by shotgun
sequencing on an lllumina MiSeq platform. Primer pairs were designed for 40 arbitrarily se-
lected loci. Fifteen primer pairs that generated distinct PCR products were used to genotype
80 individuals of X. dasylirioides from three inselberg populations. All markers were polymor-
phic, revealing two to 17 alleles in the overall sampling. Levels of observed and expected
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heterozygosity per locus ranged from zero to 1.000 and from zero to 0.850, respectively.
Success rates of cross-amplification in 10 additional species of Xerophyta (X. croatii, X. decaryi,
X. isaloensis, X. labatii, X. lewisiae, X. pinifolia, X. retinervis, X. setosa, X. spekei, X. tulearensis)
ranged from zero to 70%.

CONCLUSIONS: Fifteen newly developed microsatellite markers provide a toolkit for assessing
population genetic parameters of X. dasylirioides in its unique island-like habitats.

KEY WORDS desiccation-tolerance; genetic diversity; lllumina sequencing, Madagascar; rock
outcrops; Velloziaceae; Xerophyta dasylirioides.

Inselbergs are isolated, often dome-shaped monolithic rock
outcrops (either single or groups) that mainly consist of granite
or gneiss (Porembski, 2007). Because inselbergs are ecologically
separated from the surrounding matrix, these ecosystems are often
referred to as terrestrial or sky islands (Porembski and Barthlott,
2000; Emerson, 2002). Only a few plant species possess traits that
enable them to grow successfully in inselberg habitats, which are
usually characterized by high temperatures, strong aridity, rocky
soils, and extreme nutrient deficiency. The Velloziaceae are desicca-
tion-tolerant vascular plants that are important floral elements on
inselbergs and other rock outcrops in South America, Africa, and
Madagascar (Mello-Silva et al., 2011). Studies of Velloziaceae (e.g.,
Lousada et al.,, 2013) and Bromeliaceae (e.g., Barbara et al., 2007)
in South America, as well as of Gesneriaceae in Asia (e.g., Hughes
et al.,, 2007), have indicated that rates of genetic exchange between
populations located on different inselbergs can be very low even
when in close proximity, thus emphasizing the potential role of
isolated rock outcraps as drivers of population differentiation and
ultimately speciation.

Microsatellites are informative and versatile DNA-based mark-
ers for the evaluation of intraspecific variation, population structure,
and speciation (Selkoe and Toonen, 2006). Whereas microsatellite
markers have been developed in two South American Vellozia
Vand. species (Martins et al., 2012; Duarte-Barbosa et al., 2014), no
such markers are yet available for Velloziaceae from the Old World.
The genus Xerophyta Juss. (Velloziaceae) contains approximately 30
desiccation-tolerant species that are distributed from Madagascar to
sub-Saharan Africa and southwestern Arabia (Behnke et al., 2013).
Xerophyta dasylirioides Baker is an endemic species on Madagascar,
where it occurs on inselbergs mainly of the Central Highlands. The
delimitation of taxa within the Velloziaceae is notoriously difficult,
and little is known about genetic differentiation patterns among
Xerophyta species and populations from African and Malagasy
inselbergs. We developed 15 polymorphic microsatellite markers
by next-generation sequencing on an Illumina MiSeq platform to
analyze the genetic diversity and population structure of X. dasylir-
ioides in Madagascar and evaluate the significance of its island-like
distribution in terms of speciation. We also tested the transferability

Applications in Plant Sciences 2019 7(8): e11282; http://www.wileyonlinelibrary.com/journal/AppsPlantSci @ 2019 Rexroth et al. Applications in Plant Sciences
is published by Wiley Periodicals, Inc. on behalf of the Botanical Society of America. This is an open access article under the terms of the Creative Commons
Attribution-NonCommercial-NoDerivs License, which permits use and distribution in any medium, provided the original work is properly cited, the use is
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of these markers to eight other Xerophyta species from Madagascar
(X. pinifolia Lam. ex Poir,, X. decaryi Phillipson & Lowry, X. la-
batii Phillipson & Lowry, X. setosa Phillipson & Lowry, X. croatii
Phillipson & Lowry, X. isaloensis Phillipson & Lowry, X. lewisiae
Phillipson & Lowry, X. fulearensis (H. Perrier) Phillipson & Lowry)
and two from continental Africa (X. spekei Baker, X. retinervis
Baker; see Appendix 1).

METHODS AND RESULTS

Genomic DNA was extracted from lyophilized leaves of one in-
dividual plant of X. dasylirioides (JR1432; see Appendix 1) using
a modified cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) method
(Storchovi et al., 2000). A 5-pg DNA aliquot was used for library
preparation. DNA was sheared to generate fragments of on average
600-bp length, followed by adapter and barcode ligation according
to Meyer and Kircher (2010). The library was size-selected by gel
electrophoresis, and fragment size distribution and DNA concen-
tration were evaluated on an Agilent BioAnalyzer High Sensitivity
DNA Chip and using the Qubit DNA Assay Kit in a Qubit 2.0 fluo-
rometer (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Germany). The final
library was sequenced on an Illumina MiSeq platform (Illumina,
San Diego, California, USA) generating 250-bp paired-end reads.
After removal of adapters and low-quality reads, a total of 6,980,938
clean reads were obtained. These were de novo assembled into
321,971 contigs using CLC Genomic Workbench version 3.2.0

Rexroth et al.—Xerophyta dasylirioides microsatellites « 2of5

(CLC bio, Aarhus, Denmark). Using the MISA module (Thiel et al.,
2003) and considering a minimum of 10 repeat units for di-, eight
for tri-, seven for tetra-, six for penta-, and five for hexanucleotide
repeats, respectively, a total of 7110 perfect microsatellites were de-
tected. For the initial screening, 40 loci were arbitrarily selected for
the design of microsatellite-flanking primers using BatchPrimer3
(You et al., 2008). The criteria for primer design were (1) product
size from 100 to 300 bp; (2) primer size from 18 to 23 bp; (3) anneal-
ing temperature from 50°C to 70°C; and (4) GC content of primers
between 30% and 70% (Wohrmann and Weising, 2011).

DNA amplifications were performed in 10-puL reactions contain-
ing 5 ng of template DNA, 1x Mango-Taq reaction buffer (Bioline,
Luckenwalde, Germany), 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 0.05 units
of Tag DNA polymerase (Mango-Tag, Bioline), and 0.5 pM of each
primer. Forward primers were fluorescently labeled with FAM,
VIC, NED, or PET (Applied Biosystems, Foster City, California,
USA; see Table 1). All loci were amplified using a touchdown PCR
program with an initial denaturation at 94°C for 6 min; followed by
a 12-cycle touchdown of 94°C for 45 s, 62-50°C for 30 s, and 65°C
for 45 s; 18 additional cycles at 94°C for 45 s, 50°C for 30 s, and 65°C
for 45 s; and a final elongation at 65°C for 10 min.

PCR products were electrophoresed on an ABI Prism 3100 se-
quencer (Applied Biosystems) along with a fluorescently labeled
internal size standard (GeneScan 600 LIZ Size Standard; Applied
Biosystems). Allele sizes were determined manually using Peak
Scanner Software version 1.0 (Applied Biosystems). Numbers of
alleles and levels of observed and expected heterozygosity were

TABLE 1. Characteristics of 15 microsatellite markers developed for Xerophyta dasylirioides from Malagasy inselbergs.

Allele size GenBank

Locus Primer sequence (5'-3’) Repeat motif Fluorescent label range (bp) T (°C) accession no.

Xeda_01 F: AGTTCGGCTCGATTACACTA (CTCGAA), FAM 106-124 55 MG407664
R: GCGAGTCTAAACAACTTTCCT

Xeda_04 F: TCGATTAGCRATATAGCATCC (ATGTGG), NED 38-42 55 MH427346
R: CCACTAAGCGTAATAATGTTTG

Xeda_12 F: ATTCTCATGCACAAGGAATTA (TAT),, PET 105-117 55 MH427347
R: TGARGAAAACAAGATTTGAGG

Xeda_13 F: GRARARGACRAACACACAAGC (TAT),, VIC 74-107 55 MG407665
R: GTTGCTCAGGGAGGTAATAAT

Xeda_15 F: TAAAGAGATGCTGAGAAGGAG (GAA)‘Z NED 123-144 55 MG407665
R: TTTCGCCTCGATATTATTACA

Xeda_18 F: TCAAATCRAATTAACAGCTGAG (1cm),, PET 121-136 55 MG407667
R: CTCICTCTCGTTCTCGTICTT

Xeda_20 F: TCTTTATCACGTCCATGATTC (CTT)“ FAM 104-116 55 MG407668
R: TGGATTCAGRATAAACCTGAG

Xeda_23 F: CTTTACGGCTATTCGTGTATG (TG.f»‘\)m NED 128-146 95 MH427348
R: CGTATAAGAATCAGGCATCTG

Xeda_25 F: AACATCATCCCCCAATTT (1CO),, VIC 144-159 55 MG407669
R: TTTTTCATCTTGGGGTTTAGT

Xeda_26 F: AAGAAGATGAGARAGGTGAGC (GAA),, NED 177-198 55 MG407670
R: GTTAATCAAGGAAGCCTGTCT

Xeda_28 F: AGGATAAGCATGGTTTACTGA (CGG),, PET 152-167 54 MG407671
R: AAAACAATGGTCTCTCTTCG

Xeda_31 F: TGTGACAGAAAGAGACACAGA (AG),, FAM 144-188 55 MG407672
R: TGTGGAGCCTTTACTTGATAA

Xeda_34 F: TAATGCACTTTCAAAACTTCC {CT)s: PET 114-156 55 MH427349
R: AGGTATGACCCCTTTCTATTG

Xeda_39 F: CAAGCCTGCTGACTAGATAAA (GA),, FAM 164-212 55 MH427350
R: CACCTAGGCCTTTAGTACCTC

Xeda_40 F: ATCGTCGATCTATCATTCARA (AG),, VIC 104-142 55 MG407673
R: ATCTCTCTCTTCCTCTCAACC

Note: T, = annealing temperature,

http://www.wileyonlinelibrary.com/journal/AppsPlantSci © 2019 Rexroth et al.
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TABLE 2. Genetic variation of 15 microsatellite loci in three natural populations of Xerophyta dasylirioides from Madagascar inselbergs.
Angavokely (N = 30) Andronovelona (N = 30) Quarry Il (N = 20)

Locus A (s H, A H, H, A H, H, An
Xeda_01 2 0.700" 0455 1 0.000 0.000 2 0.050 0.049 3
Xeda_04 2 0.500 0.375 2 0.621° 0428 2 0950° 0499 2
Xeda_12 1 0.000 0.000 1 0.000 0.000 1 0.000 0.000 2
Xeda_13 9 0.700 0.783 1 0.000 0.000 1 0.000 0.000 10
Xeda_15 6 0.800 0.737 6 0.567 0.538 2 0.200 0.180 7
Xeda_18 2 0.367 0455 4 0.138" 0628 2 0.000° 0.388 5
Xeda_20 1 0.000 0.000 2 0.067% 0.358 3 0.053° 0467 4
Xeda_23 3 0333 0.339 4 0.767 0675 3 0550 0626 6
Xeda_25 3 0.467 0456 5 0.467 0462 1 0.000 0.000 5
Xeda_26 2 0214 0.191 3 0.200° 0.331 2 0.000° 0.305 4
Xeda_28 3 0633 0615 3 0.267° 0518 1 0.000 0.000 5
Xeda_31 6 0.739° 0.683 9 0.700° 0.850 6 0611 0.765 17
Xeda_34 5 0.379" 0.719 9 0.600° 0.841 2 0.150 0.219 14
Xeda_39 4 1.000° 0.559 2 1.000° 0.589 2 1.000° 0.500 7
Xeda_40 6 0423° 0.541 9 0.429° 0.786 2 0.105° 0432 14
Mean 4 0.484 0461 4.133 0.388 0467 2133 0.245 0.295 7
Total 55 = = 62 = = 32 = = 105

Note: — = not applicable; A = number of alleles; A = mean number of alleles across all 80 Xerophyta dasyiirioides samples; H, = expected heterozygosity; H, = observed heterozygosity; N =

number of individuals sampled.
“oucher and locality information are provided in Appendix 1
“Significant departure from Hardy-Weinberg equilibrium (chi-square, P < 0.05).

calculated with GenAlEx version 6.5 (Peakall and Smouse, 2012).
GENEPOP version 4.2 (Raymond and Rousset, 1995) was used
to test for deviations from Hardy-Weinberg equilibrium and for
linkage disequilibrium among markers, using the default values of
Markov chain parameters suggested by the program.

Marker cross-amplifications were initially tested in five X. dasylir-
ioides individuals (including JR1432 as a positive control). Out of
the 40 primer pairs developed, 15 primer pairs that yielded dis-
tinct, polymorphic, and easy-to-score PCR products were selected
for genotyping 30, 30, and 20 individuals of X. dasylirioides from
three Malagasy inselberg populations (see Appendix 1 for details
and geographical coordinates). Genomic DNA of these plants was
extracted from silica gel-dried leaf material according to Storchova
et al. (2000). Locus characteristics, primer sequences, and GenBank
accession numbers of the 15 selected microsatellite loci are listed

in Table 1, and population genetic parameters are summarized in
Table 2. Allele numbers ranged from two to 17 alleles per locus (av-
erage = 7.0). Levels of observed and expected heterozygosity ranged
from zero to 1.000 and from zero to 0.850, respectively. All but two
individuals had different multilocus genotypes, ruling out clonal
growth. However, some loci proved to be monomorphic and homo-
zygous in one or two populations (Table 2). Significant deviations
(P < 0.05) from Hardy—Weinberg equilibrium were observed in all
three populations. There was no evidence of linkage disequilibrium
for any locus pair.

We also tested cross-species transferability of these 15 mark-
ers in one individual each of eight other Malagasy species, one
individual of the African species of X. spekei, and five individuals
of the African species X. retinervis (Appendix 1, Table 3), using
the same PCR protocol as described above. The success rates for

TABLE 3. Cross-amplification of primers developed in Xerophyta dasylirioides in 10 other species of Xerophyta.>®

Locus XePin  XeDec XelLab XeSet XeCro Xelsa Xelew XeTul XeSpe XeRetl XeRet2 XeRet3 XeRet4 XeRet5 Total
Xeda_01 112 = 106/112 112 = 112 112 112 = = = e = = 6
Xeda_04 - - - - - - - - - - - - - 0
Xeda_12 123 - - 105 105*% - - - - 126* - - - - 4
Xeda_13 95 74 71 62/86 86/98 - 74 - - - - - - - 6
Xeda_15 = = 120/123  120/126 = - = = = - - = - - 2
Xeda_18 - 130 - 127 - - - - - - - - - 2
Xeda_20 = 116 = = - 110 - T16% = = = - = - 3
Xeda_23 137 = = = = = - = - 140 140 140 = = 4
Xeda_25 153 141 - 153 = 153 = = = B - - - - 4
Xeda_26 183 201 201 183 = = 189 = = = = - = = 5
Xeda_28 152* 155 = 152 = = 155 161* = = = - - = 5
Xeda_31 154* 158* 166 176 186 = 168 154 - = - = = - 7
Xeda_34 - 138/166 - - - - - - - - - - - - 1
Xeda_39 - - - - - - - - - - - - - - 0
Xeda_40 - E = - ~ - - 116 - - = - - ~ 1

Note: — = no amplification; * = weak amplification; Malagasy species: XePin = Xerophyta pinifolia; XeDec = X. decaryi; Xelab = X. labatii; XeSet = X. setosa; XeCro = X, croatif; Xelsa =
X isaloensis; XeLew = X. lewisiae; XeTul = X. tulearensis; African species: XeSpe = X. spekel; XeRet = X retinervis.

Walues represent single PCR products with allele size in base pairs.

"oucher and locality information are provided in Appendix 1

http://www.wileyonlinelibrary.com/journal/AppsPlantSci © 2019 Rexroth et al.



Publikationen

Applications in Plant Sciences 2019 7(8): 11282

cross-amplifications ranged from zero to 70%, depending on the
locus-species combination (Table 3). Cross-amplification in the
Malagasy species was clearly more efficient than in the two African
species, in which only two markers could be amplified in X. retin-
ervis (Xeda_12 and Xeda_23). Both microsatellite loci turned out
to be monomorphic across the individuals of X. refinervis tested
(Table 3). The limited cross-amplification between African and
Malagasy species is in accordance with expectations from the long-
lasting isolation of Madagascar from continental Africa.

CONCLUSIONS

We developed 15 new nuclear microsatellite markers for the desic-
cation-tolerant plant X. dasylirioides, an endemic to Madagascar.
The novel markers display high levels of polymorphism among 80
individual plants derived from three inselberg populations and thus
provide a promising toolbox for assessing the genetic diversity and
population structure of X. dasylirioides. These markers are expected
to contribute to our understanding of the significance of inselbergs
regarding species diversification on terrestrial islands.
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APPENDIX 1. Voucher and location information of samples of Xerophyta dasylirioides and related species used in the microsatellite analysis.

Voucher specimen

Species accession no.* Collection locality / source Geographic coordinates N
X. dasylirioides Baker JR1432 Botanischer Garten Rostock NA 1
X dasylirioides JR1463-JR1492 Madagascar, Angavokely 18°55'17"S, 47°44’19"E 30
X. dasylirioides JR1493-JR1522 Madagascar, Andronovelona 18°38'05"S, 47°1658"E 30
X. dasylirioides JR1523-JR1542 Madagascar, Quarry Il 18°30'44"5, 47°11'04"E 20
X. pinifofia Lam. ex Pair. P5458 Madagascar/IPMB Heidelberg NA 1
X decaryi Phillipson & Lowry P6E669 Madagascar, Toliara/IPMB Heidelberg NA 1
X. labatii Phillipson & Lowry P6671 Madagascar, Fianarantsoa/IPMB Heidelberg NA 1
X. setosa Phillipson & Lowry P6675 Madagascar, Fianarantsoa/IPMB Heidelberg NA 1
X. croatii Phillipson & Lowry P6668 Madagascar, Fianarantsoa/IPMB Heidelberg NA 1
X. isaloensis Phillipson & Lowry P6651 Madagascar, Fianarantsoa/IPMB Heidelberg NA 1
X. lewisiae Phillipson & Lowry P6652 Madagascar, Fianarantsoa/IPMB Heidelberg NA 1
X. tulearensis (H. Perrier) Phillipson & Lowry P6802 Madagascar, Toliara/IPMB Heidelberg NA 1
X, spekei Baker PE425 Africa, Tanzania/IPMB Heidelberg NA 1
X. retinervis Baker P6276, P6419, P6563,  Africa, Swaziland/IPMB Heidelberg NA 5

P6678, P6686

Note: IPMB Heidelberg = Institut fir Pharmazie und Malekulare Biotechnologie der Universitat Heidelberg; N = number of individuals; NA = data not available,
Woucher deposited at the Department of Botany, University of Rostock (ROST), Rostock, Germany.

http://www.wileyonlinelibrary.com/journal/AppsPlantSci © 2019 Rexroth et al.
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Zusammenfassung

Inselberge aus Granit und/oder Gneis sind besonders weitverbreitet in den Tropen.
Aufgrund ihrer besonderen Entstehung durch intensive, aber auch langsame
Verwitterungsprozesse, konnen Inselberge sehr alte und isolierte Felsformationen bilden.
Angesichts der rauen Umweltbedingungen (z.B. fehlender Boden, eingeschrinkte
Wasserverfiigbarkeit, hohe Temperaturen) die hier vorherrschen, unterscheidet sich ihre
Vegetation deutlich von der umgebenden Vegetation. Sie zeichnen sich durch das
Vorhandensein typischer Pflanzengemeinschaften aus, z.B. austrocknungstoleranten
mattenbildenden Monokotylen (DTMFM). Inselberge bilden Diversititszentren fiir
DTMFM-Arten zu sein und finden sich sowohl in der Neotropis (hauptsédchlich
Brasilien), so wie in der Paldotropis (Afrika, Madagaskar, Indien). Es wurden 32
DTMFM-Arten aus drei Familien (Cyperaceae: 6 spp.; Poaceae: 7 spp.; Velloziaceae:
19 spp.) von tropischen Inselbergen auf ausgewihlte biogeografische, dkologische und
molekulare Aspekte hin untersucht. Auf neotropischen Inselbergen sind Velloziaceae-
Arten, im Besonderen mit den Gattungen Barbacenia und Vellozia, dominierende
Mattenbildner. Palédotropische Inselberge weisen mitunter eine starke Differenzierung
zwischen verschiedenen Regionen Afrikas (West, Ost und Siid), Madagaskars und Indien
auf. Am artenreichsten sind dabei die monokotylen Matten in Ostafrika, wo zahlreiche
Velloziaceae-Arten aus der einzigen afrikanischen Gattung Xerophyta vorkommen. Es
wurde deutlich, dass die Velloziaceae die Mehrzahl an austrocknungstoleranten Arten auf
Inselbergen darstellen. Die Fihigkeit der DTMFM-Arten auf Inselbergen zu iiberleben ist
mit einigen Anpassungen verbunden, die die austrocknungstoleranten Pflanzen zu einer
besonderen Pflanzengruppe machen. Da sich Austrocknungstoleranz mehrfach
unabhiingig entwickelt hat, unterschieden sich verschiedene Taxa im Hinblick auf ihre

unterschiedlichen Anpassungsmechanismen.
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Desiccation-tolerant mat-forming monocotyledons (DTMFM) are typical constituents of the vegetation of tropical
inselbergs. The latter are old granitic / gneissic rock outcrops that rise abruptly above the surrounding landscape.
Due to unpredictable droughts, they are centers of diversity for dry adapted species such as vascular resurrection
plants (poikilohydrie species). Carpet-like mats formed by highly specialized DTMFM occur on open, partly steep
slopes where they are firmly glued to the underlying rock. These mats are widespread on both Neotropical
(mainly Brazil) and Paleotropical (Africa, Madagascar, India) inselbergs. Within angiosperms, exclusively
members of Cyperaceae, Poaceae and Velloziaceae are DTMFM. Here, we compiled 32 DTMFM species on
tropical inselbergs. Nevertheless, since ecophysiological studies focused on this particular group of plants are still
incipient, we expect that many more species display this strategy on tropical inselbergs. Our overview provides

updated insights into selected biogeographical, ecological and molecular aspects of DTMFM.

1. Introduction

Granitic and / or gneissic inselbergs are particularly widespread on
crystalline continental shields in the tropics. They usually form old and
isolated rock outcrops that rise steeply above their surroundings (Por-
embski and Barthlott, 2000a). Due to harsh environmental conditions (e.
g. lack of soil, restricted water availability, high temperatures) their
vegetation is clearly demarcated against that of the surrounding matrix.
Inselbergs are characterized by the presence of certain typical plant
communities (e.g. cryptogamic crusts, ephemeral flush vegetation,
monocotyledonous-mats; see Porembski et al. 2000). In many regions,
monocotyledonous-mats (from here on referred to as monocot-mats) are

* Corresponding author.
E-mail address: stefan.porembski@uni-rostock.de (S. Porembski).

https://doi.org/10.1016/j.flora.2021.151953

formed by desiccation-tolerant mat-forming monocotyledons (DTMFM)
(de Paula et al., 2021).

In a general concept, desiccation-tolerant vascular plants (i.e., poi-
kilohydric species) are characterized by their ability to survive cycles of
dehydration and rehydration without losing viability (Hartung et al.,
1998). Species with this adaptation follow one of two main strategies:
either they are able to keep their photosynthetic apparatus active under
water deficit (i.e. homoiochlorophyllous) or they adjust their photo-
synthetic apparatus to degeneration when dehydrating and rebuild it
when water is available again (i.e. poikilochlorophyllous) (Bewley,
1979; Tuba, 2008; Porembski, 2011).

In the following account we will provide an overview on DTMFM

Received 19 March 2021; Received in revised form 22 September 2021; Accepted 16 October 2021
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from inselbergs along the tropics, especially in South America, Africa
(incl. Madagascar) and India, which are hotspots of inselberg plant di-
versity (Porembski, 2007). Although a number of studies (e.g. Par-
mentier et al 2006, Porembski et al. 1996, Porembski and Barthlott
2000b) have been published over the last three decades about
mat-forming resurrection plants, no general treatment is available for
this group of plants.

2. Monocot-mats

Inselbergs are dominated by open, sun-exposed rocky slopes, which
usually cover most of their surface. Monocot-mats are common and form
one of the most characteristic plant communities on tropical inselbergs
(Porembski et al., 1998; de Paula et al., 2021) (Figs. 1 and 2). Certain
species, for instance Afrotrilepis pilosa (Cyperaceae) (Fig. 1A) in the
Paleotropics and Vellozia plicata (Velloziaceae) (Fig. 2C, D) in the Neo-
tropics, are present on inselbergs along a climatic gradient from rain-
forests to savannas (Porembski et al., 1996; Couto et al., 2017; de Paula
et al., 2016; de Paula et al., 2021). Monocot-mats occur on rocky slopes
of different degrees of inclination (from level to 90 °, Fig. 1). Dicots do
not play a role as mat-formers on inselbergs whereas some lycophytes
such as spikemosses (Selaginella spp.) do so, and occur along broad
geographical ranges in the tropics (Fig. 3).

The unique character of monocot-mats is that they are virtually glued
to the underlying smooth rock by dense wiry roots. The underlying
mechanisms of their ability to firmly fix themselves to the ground over
long periods of time (even decades, own personal observations) and to
hold a considerable weight are not completely understood (but see
Abrahao et al. 2020). Only with considerable force these mats can be
lifted like a carpet (Fig. 4A). Mat-forming monocots thus do not have to
rely on fissures or crevices for their establishment and persistence.

Frequently, monocot-mats have a circular outline and form patches

Flora 285 (2021) 151953

of varying sizes (de Paula et al. 2015; de Paula et al., 2021) (Figs. 2, 4A),
ranging from few centimeters to several square meters. Occasionally
they form continuous stands that are able to cover entire rock slopes
(Fig. 1B). Depending on the species, mats can attain a thickness between
2 and 25 cm (de Paula et al., 2015; Ottaviani et al., 2016). During the
rainy season, they act like sponges and can absorb large amounts of
water and can hold it for a considerable time. Over longer periods when
sufficient organic material accumulates, other mostly short-lived, her-
baceous species become also established. In addition, succulents like
Cactaceae in Brazil (Taylor and Zappi, 2004) and Crassulaceae in
Madagascar (Rabarimanarivo et al., 2019) may colonize the mats. Very
shallow (i.e. less than 2 cm in depth) fringes of the mats are often
colonized by mosses, liverworts, ferns and orchids.

On Neotropical inselbergs different genera of bromeliads (e.g.
Alcantarea, Encholirium, Orthophytum, Pitcairnia) occur as non-
desiccation-tolerant mat-formers. They are particularly rich in south-
eastern Brazil (i.e. “Sugarloaf Land™; de Paula et al. 2016, 2020) where
they co-occur with poikilohydric mat-formers. For instance, de Paula
et al. (2021) recorded 110 Brazilian mat-forming species (including
angiosperms, ferns and lycophytes) and found Bromeliaceae (36 spp.),
Orchidaceae (14 spp.), Cyperaceae (13 spp.), Poaceae (nine spp.), Cac-
taceae (eight spp.) and Velloziaceae (eight spp.) as the richest families.

Over the last decade it became apparent that most monocot-mats on
tropical inselbergs are formed by poikilohydric species that belong to
three families: Cyperaceae, Poaceae and Velloziaceae (Porembski and
Barthlott, 2000a). Current knowledge indicates that most of these spe-
cies propagate vegetatively by underground stolons (Biedinger et al.,
2000). This allows them to rapidly form dense clonal stands and to
occupy large surface areas for long periods.

Fig. 1. Overview on desiccation-tolerant mat-forming monocotyledons on paleotropical inselbergs. A: Afrotrilepis pilosa (Cyperaceae), Mt de Niangbo in Ivory Coast
(West Africa); B: Coleochloa setifera (Cyperaceae), in Madagascar; C: Tripogon lisboae (Poaceae), Western Ghats in India; D: Styppeiochloa hitchcockii (Poaceae), in

Madagascar. Photos by S. Porembski.
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Fig. 2. Overview on desiccation-tolerant mat-forming monocotyledons on neotropical inselbergs during the dry and wet season, respectively. A and B: Barbacenia
tomentosa (Velloziaceae), C and D: Vellozia plicata (Velloziaceae), E and F: Trilepis [hotzkiana (Cyperaceae). Photos by L.F.A. de Paula.

3. Geographic distribution of desiccation-tolerant mat-forming
monocotyledons

As far as is known DTMFM are mainly occurring on smooth, open
slopes on granitic/gneissic inselbergs. Only rarely have they been
recorded on near vertical rocky cliffs, which have a different geology
(sandstone or basalt, e.g. in Guinea: Fouta Djalon, India: Western Ghats).
They are also very rare on flat ironstone outcrops, which are widespread
in the seasonal tropics. However, certain Velloziaceae widely occur on
ferricretes in Brazil (Jacobi et al., 2007).

On tropical inselbergs, DTMFM are widespread from sea level to
more than 2000 m asl. (e.g. on Mt. Mulanje, Malawi) where nocturnal
freezing temperatures are common in the dry season. Certain species are
present on inselbergs along a climatic gradient from rainforests to sa-
vannas, e.g. Afrotrilepis pilosa in Africa (Porembski et al., 1996) and
Vellozia plicata in Brazil (de Paula et al, 2021). So far
desiccation-tolerant plants have rarely been found in truly arid regions;
however, detailed information concerning their exact climatic limits
with regard to frequency of droughts, length of droughts and amount of
precipitation are scarce (but see Jenks and Wood 2008). Until now, there

are no reports about poikilohydric mats on inselbergs in temperate and
arctic regions, but they are present on granite inselbergs in the Medi-
terranean climate region of the Southwest Australian Floristic Region,
formed by e.g. Borya spp. (Boryaceae) and Cheilanthes (Pteridaceae)
(Hopper et al., 2021).

3.1. Desiccation-tolerant mat-forming monocotyledons on Neotropical
inselbergs

Poikilohydric members of Velloziaceae are dominant mat-formers on
Neotropical inselbergs (Porembski, 2021). Of particular importance are
species of Barbacenia and Vellozia, which occasionally occur sympatri-
cally on the same outcrops (Meirelles et al., 1999) (Fig. 2A-D). Whereas
numerous species form local endemics (e.g. the recently described Vel-
lozia inselbergae; Cabral et al. 2021a), there are certain taxa that have a
large distributional area (e.g. Vellozia plicata; de Paula et al. 2021).

Most species of Velloziaceae in Brazil occur on quartzitic outcrops in
Campo Rupestre (Mello-Silva et al., 2011), the most updated inventory
shows 200 species belonging to this family in this rocky vegetation type
(Flora do Brasil, 2020). Here too, they can be mat-forming but it seems
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Fig. 3. Patches of desiccation-tolerant mat-forming lycophytes on Brazilian inselbergs, comprising dehydrated (gray) and hydrated leaves (green). A: Selaginella
convoluta (Selaginellaceae), B: Selaginella sellowii (Selaginellaceae). Photos by L.F.A. de Paula.

as if not all of them are desiccation-tolerant (see Alcantara et al. 2015),
Certain species can also be found on ironstone outcrops (locally known
as “Cangas”) in Minas Gerais (Jacobi et al. 2007) and Pard (Mello-Silva,
2018).

Desiccation-tolerant Cyperaceae are represented by several species
of Trilepis, which possess stems not higher than 20 cm. Most common
and widespread is T. lhotzkiana (Fig. 2E,F) that frequently forms mixed
mats with Velloziaceae. Poikilohydric, mat-forming Poaceae have not
yet been found on Neotropical inselbergs (Porembski, 2021).

With regard to the species richness of DTMFM, Brazilian rock out-
crops belong to the richest in the world due to the presence of many
Velloziaceae (Porembski and Barthlott, 2000a; de Paula et al., 2021).
Moreover, numerous poikilohydric pteridophytes and lycophytes (e.g.
species of Anemia, Cheilanthes, Doryopteris and Selaginella) co-exist in
these mat communities (Fig. 3). Besides, many other, non-poikilohydric
species such as cacti and bromeliads are particularly prominent.

1.2. Desiccation-tolerant mat-forming monocotyledons on Paleotropical
inselbergs

Paleotropical inselbergs show a strong differentiation between
different parts of Africa (West, East and South), Madagascar and India.
Most abundant in terms of species richness are monocot-mats in East
Africa (Seine et al., 1998) where numerous species of Xerophyta (Vel-
loziaceae) occur (Fig. 5).

In West Africa monocot-mats almost exclusively consist of poikilo-
hydric Cyperaceae. Most common is Afrotrilepis pilosa which covers a
vast area between Senegal and Gabon where it is present on nearly all
inselbergs both in rainforest and savanna regions. Typically the species

forms mono-dominant mats (Porembski et al., 1996) that are not shared
with other desiccation-tolerant species (except Microdracoides squamosa
in Cameroon). Striking is the morphological plasticity of A. pilosa with
regard to, for example, leaf width and growth form (i.e. stems prostrate
vs upright) (Porembski et al., 1996). A second species of Afrotrilepis
(A. jaegeri) is endemic to the Loma Mountains (Sierra Leone). No details
are known about the ecology of this species. Morphologically it strongly
resembles members of the Neotropical genus Trilepis.

The Cyperaceae Microdracoides squamosa (Fig. 4B) possesses a
disjunct distribution between Guinea / Sierra Leone and Nigeria /
Cameroon. The species forms stems that reach a height of up to 1.8 m
and forms mats on inselbergs and ferricretes. Very localized is the
occurrence of Coleochloa abyssinica in West Africa where it only occurs in
northern Nigeria (Jos Plateau). Remarkably, the only species of Vello-
ziaceae in West Africa (Xerophyta schnitzleinia) occurs here too. It forms
an isolated outlier of the family and is at least 2300 km separated from
the next member of the same family.

Velloziaceae mainly occur in Africa’s Zambezian savanna region
(eastern and southern Africa, incl. Angola). The only genus here is
Xerophyta which includes numerous species whose delimitation is
difficult. Monocot-mats in the Zambezian region are rich in co-existing
poikilohydric (incl. Coleochloa, Myrothamnus, Selaginella, Xerophyta)
and succulent (e.g. Aloe, Euphorbia) taxa and their diversity is similar to
that in Madagascar and southeastern Brazil.

Malagasy inselbergs are mainly located on the central highland
where they are characterized by high numbers of species (Rabar-
imanarivo et al., 2019). Here, desiccation-tolerant Velloziaceae (Xero-
phyta spp.) (Fig. 5) and Cyperaceae (only Coleochloa setifera) (Fig. 1B)
occur as mat-formers. Mostly they are found in multi-species mats. The
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Fig. 4. General morphological aspects of desiccation-tolerant mat-forming monocotyledons. A: Patches of Tripogon spec. (Poaceae), in Bengaluru; B: Stems of more
than 1 m height in Microdracoides squamosa (Cyperaceae), which bear their leaves apically, in West Africa; C: Leaf color changes in Vellozia plicata (Velloziaceae) in
the dehydrated stage and D: in the hydrated stage, in Brazil. Photos by S. Porembski.

genus Xerophyta is present with at least 25 species and with several still
undescribed taxa (P. Phillipson, pers. comm.). All Malagasy species of
Xerophyta are endemic and no species is shared with continental Africa.
Certain species (e.g. X. dasylirioides; Rexroth et al. 2019) are widespread,
but a number of local endemics occur. Coleochloa setifera is present on
nearly all Malagasy inselbergs (showing no clear signs of morphological
variability) and is shared with inselbergs in East Africa. A surprising new
record of a mat-forming Poaceae has been made only recently. Hitherto
the grass genus Styppeiochloa was known to occur on Malagasy in-
selbergs with S. hitchcockii (possibly more species of this genus occur on
Malagasy inselbergs; P. Phillipson, pers. comm.). Up to recently it was
overlooked that this species is in fact one of the most common
mat-formers on Malagasy inselbergs (Fig. 1D) and that it is a resurrec-
tion plant. Similarly like in Brazil and East Africa, the Malagasy mat
communities are rich in poikilohydric ferns (e.g. Pellaea), lycophytes
(Selaginella) and succulents (e.g. Aloe, Euphorbia, Pachypodium).

Inselbergs on granitic islands of the Seychelles are not colonized by
DTMFM. There are, however, mats formed by Costularia hornei (Cyper-
aceae), which has stems more than 1 m in height (Fleischmann et al.,
1996).

In Asia (especially India), DTMFM exclusively belong to poikilohy-
drous Poaceae. The most common genus showing this trait is Tripogon,
which is observed on inselbergs and cliffs of peninsular India (Western
Ghats, Eastern Ghats and Deccan plateau). Species of Tripogon are seen
on the majority of rock outcrops including inselbergs in semiarid as well
as moist / wet areas. Typically they form mono-dominant mats, which
are not shared with other species of the region. Tripogon trifidus, T.
bromoides and T. jacquemontii are common on south Indian inselbergs
while T. lisboae, T. trifidus, T. bromoides, T. filiformis and T. capillatus are
common on vertical cliffs in the Western Ghats (Datar and Watve, 2018).
There has been no detailed study of mat-formations made by these
species yet. However, personal observations indicate that T. lisboae, T.
trifidus and T. bromoides have mat-forming ability. All are reported as
desiccation-tolerant by Gaff and Bole (1986). We strongly suspect that
all mat-forming species of Tripogon on Indian inselbergs are
desiccation-tolerant. As in the other regions, poikilohydrous lycophyte
and fern species of Selaginella, Actiniopteris, Cheilanthes and Hemionitis
are associated with these mats. Monocot-mats act as refuges for other
non-desiccation tolerant tuber bearing species such as Ceropegia santa-
pauii, Ceropegia huberi, Habenaria brachyphylla and Chlorophytum spp.
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Fig. 5. Desiccation-tolerant Velloziaceae (Xerophyta dasylirioides) from Malagasy inselbergs. A: Leaves of X. dasylirioides fully green during the wet season, B: Patches
of X. dasylirioides in the hydrated and C: dehydrated stages. Photos by L.F.A. de Paula.

Tripogon lisboae (Fig. 1C) is perhaps the most abundant DTMFM seen
on steep basaltic cliffs of the Western Ghats mountain range, which is
characterized by a highly seasonal monsoon climate, and which is
probably the largest mountain ecosystem worldwide which is domi-
nated by poikilohydric species.

4. Systematic overview

It was estimated that in total c. 1500 species of vascular plants are
desiccation-tolerant, and inselbergs form a center of diversity for such
plant species (Gaff and Oliver, 2013; Porembski and Barthlott, 2000b;
Porembski, 2011). Until now, we compiled 32 DTMFM on tropical in-
selbergs belonging to three families (Cyperaceae, Poaceae, and Vello-
ziaceae) (Table 1). This list is a result of our own field observations, i.e.,
we have already seen the species in their hydrated and dehydrated
stages. However, we expect that up to 100 DTMFM may occur on
tropical inselbergs, which could be checked with the help of more
ecophysiological studies. In our list, the majority of DTMFM species
belongs to Velloziaceae (19 spp.) whereas Poaceae (7 spp.) and Cyper-
aceae (6 spp.) are less speciose.

4.1. Cyperaceae

All poikilohydric mat-forming Cyperaceae belong to the tribe Trile-
pideae (subfamily Cyperoideae). It contains the genera Afrotrilepis (two
species in West Africa), Coleochloa (7 species mainly East Africa and
Madagascar), Microdracoides (only M. squamosa in West Africa) and
Trilepis (five species in South America). Nearly all species exclusively
grow on rock outcrops and some are epiphytes (e.g. C. domensis endemic
to Cameroon; Muasya et al. 2010).

4.2. Poaceae

DTMFM are found within Styppeiochloa (Arundinoideae; three spe-
cies in Africa, Madagascar) and within Tripogon (Chloridoideae;

Table 1
List of desiccation-tolerant mat-forming monocotyledonous on tropical
inselbergs.

Species Family Distribution
Afrotrilepis jaegeri Cyperaceae West Africa
Afrotrilepis pilosa Cyperaceae West Africa
Barbacenia brevifolia Velloziaceae Brazil
Barbacenia pabstiana Velloziaceae Brazil
Barbacenia purpurea Velloziaceae Brazil
Barbacenia rogieri Velloziaceae Brazil
Barbacenia spectabilis Velloziaceae Brazil
Barbacenia squamata Velloziaceae Brazil
Barbacenia tomentosa Velloziaceae Brazil
Coleochloa setifera Cyperaceae East Africa, Madagascar
Microdracoides squamosa Cyperaceae West Africa
Styppeiochloa hitchcockii Poaceae Madagascar
Trilepis lhotzkiana Cyperaceae mostly Brazil
Trilepis microstachya Cyperaceae Brazil
Tripogon bromoides Poaceae India
Tripogon capillatus Poaceae India
Tripogon filiformis Poaceae India
Tripogon jacquemontii Poaceae India
Tripogon lisboae Poaceae India
Tripogon trifidus Poaceae India
Vellozia albiflora Velloziaceae Brazil
Vellozia bahiana Velloziaceae Brazil
Vellozia candida Velloziaceae Brazil
Vellozia inselbergae Velloziaceae Brazil
Vellozia plicata Velloziaceae Brazil
Vellozia pulchra Velloziaceae Brazil
Vellozia variegata Velloziaceae Brazil
Xerophyta dasylirioides Velloziaceae Madagascar
Xerophyta pectinata Velloziaceae Madagascar
Xerophyta pinifolia Velloziaceae Madagascar
Xerophyta sessilifiora Velloziaceae Madagascar
Xerophyta splendens Velloziaceae Malawi
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probably more than a dozen species from India). The Malagasy
S. hitchcockii is one of the most important mat-formers on inselbergs and
is fairly widespread on the central highland. No information is available
on the two African species of Styppeiochloa. On inselbergs in certain parts
of southern India (e.g. Karnataka, Odisha) three desiccation-tolerant
species of Tripogon (T. lisboae, T. trifidus and T. bromoides) have been
observed to form mats. Apart from mat-formers there are other
desiccation-tolerant Tripogon species such as T. capillatus, T. filiformis, T.
polyanthus that grow on vertical cliffs as well as epiphytically.
Desiccation-tolerant Poaceae which are not mat-forming are repre-
sented e.g. within the genera Oropetium, Sporobolus, Micraira, Eragrostis
and Microchloa. Species of these genera sometimes can be seen as col-
onizers within mat communities or occasionally they grow on small
pockets of soil on different types of rock outcrops (e.g. ferricretes).

4.3. Velloziaceae

Desiccation-tolerant species of Velloziaceae have been listed by
several authors (e.g. Alcantara et al. 2015, Gaff 1987, Marleen et al.
2010, Suguiyama et al. 2014, Tuba et al. 1994, VanBuren 2017). Alto-
gether, they add up to nearly 50 species, most of them from campos
rupestres (Silveira et al., 2016). They belong to four of the five genera
nowadays recognized in Velloziaceae, viz., Barbacenia (11 species),
Barbaceniopsis (three species), Vellozia (19 species), and Xerophyta (16
species). Vellogia variabilis (synonym V. verruculosa) proved to be
non-poikilohydric (Alcantara et al., 2015), The distribution of the
desiccation-tolerant species in a recent and comprehensive phylogeny
(Mello-Silva et al., unpubl. data) shows that almost all Xerophyta and
three of the four Barbaceniopsis species are poikilohydric. Distribution
patterns in clades within Barbacenia and Vellozia are less evident and do
not show any obvious phylogenetic significance. The inclusion of 12
potentially poikilohydric species based on field observations, also listed,
does not change the situation within Barbacenia and Vellozia, but sug-
gests the ancestral Velloziaceae to be poikilohydric. Investigations of the
physiology of key-species in the phylogenies, such as Acanthochlamys
bracteata, Vellozia andina, a species of the Vellozia hemisphaerica group
(Mello-Silva and Sasaki, 2016), and the Barbacenia blanchetii, B. purpurea
and B. riparia clades would shed light on the role of
desiccation-tolerance in the evolution of Velloziaceae.

5. Genetic and evolutionary aspects of desiccation-tolerant mat-
forming monocotyledons

Inselberg DTMFM grow in geographically isolated populations
where dozens of kilometres can separate them. Even on individual in-
selbergs, mats occur separated from each other where they grow like
“islands on islands” (Porembski et al., 2000). There is clear evidence that
populations of species with different life-forms, geographic ranges and
seed dispersal modes have different levels of variation. These variations
may or may not to be adaptively significant. However, they can often be
‘linked’ to adaptive physiological traits, e.g. concerned with water
economy, gas exchange and photosynthesis (Givnish et al., 1997).
Furthermore, desiccation-tolerance as an adaptation is not subject to a
single evolutionary force. Instead, it is an interplay of several evolu-
tionary forces reflected in complex tissue structures and occurring across
divergent genetic lineages and diverse genotypes (Marks et al., 2021).
The effects have been associated with faster rates of climatic niche
evolution (Angert et al., 2020). Therefore, each genotype could be able
to produce different phenotypes in different environments. The key
processes to examine population variation are natural selection, chance
events and gene flow.

Previous studies on the genetic population structure of inselberg-
specific species have shown that rates of genetic exchange between
isolated populations are low (e.g. Barbara et al. 2007a for the bromeliad
Alcantarea imperialis; Hmeljevski et al. 2015 for the bromeliad Encholi-
rium horridum). Furthermore, studies on South American Velloziaceae, e.
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g. Vellozia epidendroides and V. leptopetala (Franceschinelli et al., 2006),
V. gigantea (Lousada et al., 2011) and V. compacta (Lousada et al., 2013),
have shown that there is also a high genetic divergence between pop-
ulations, primarily associated with the disjunct distribution.

First studies of the population structure of the desiccation-tolerant
Malagasy Velloziaceae Xerophyta dasylirioides from inselbergs confirm
these results (Rexroth et al., 2019; Rexroth et al., in prep.). Based on
newly developed microsatellite markers, these authors showed that
geographically separated inselberg populations of X. dasyliricides dis-
played reduced gene flow, significant genetic drift and high levels of
population divergence, supporting the idea of inselbergs as centres of
species diversity and endemism. In addition, a cross-amplification
within the genus Vellozia was carried out in the study of de Paula
et al. (2017) and showed that the rates of marker transferability from
Vellozia species of campos rupestres to V. plicata, a widespread species
on inselbergs, were lower than those reported for cross-amplification
within other monocot families (Barbara et al., 2007b). Firstly, this
could be related to the fact that V. plicata forms the sister clade of all
other Vellozia species in the phylogeny of the genus (Mello-Silva et al.,
2011) and thus was phylogenetically distant from the species considered
in the study from de Paula et al. (2017). Secondly, the ancient origin of
Velloziaceae might have also influenced different levels of sequence
divergence within the family, making the cross-amplification within the
genus Vellozia more difficult.

6. Morphology, anatomy and ecophysiology of desiccation-
tolerant monocots

In the following account on the morphology, anatomy and
ecophysiology of DTMFM, only a brief outline is provided. For more
details the reader should refer to Porembski (2006). One remarkable
feature is the parallel evolution of the tree-like habit within certain
Cyperaceae and Velloziaceae. In the case of Cyperaceae, Afrotrilepis
pilosa and Microdracoides squamosa form stems more than 1 m high that
bear their leaves apically (Fig. 4B). The stems mainly consist of adven-
titious roots which possess a velamen radicum (Porembski and Barthlott,
1995) that could help with rapid water uptake during rain events. The
French botanist Chevalier (1933) proposed the hypothesis that in-
dividuals of these species grow like epiphytes on themselves. According
to this author only the apical portions of the stems contain living tissues
whereas the majority of the stems mainly consists of dead adventitious
roots and leaf bases. However, whether this assumption generally holds
true has still to be tested.

Usually, the stems are only sparingly branched and attain a height of
between a few centimeters up to more than 5 m (e.g. Xerophyta splendens
on Mt. Mulanje, Malawi). In the latter case the trunk diameter can reach
more than 20 cm. It has been estimated that tall specimens of Vellozia
subscabra (as V. kolbekii) attain an age of more than 500 years (Alves,
1994).

Frequently, DTMFM show a large spectrum of morphological varia-
tion, which greatly complicates taxonomic treatment (Mello-Silva,
2004). These polymorphic species are also called ochlospecies, whose
variation is partly correlated with ecology and geography (Cronk,
1998). These variations can also be observed in populations of
non-desiccation-tolerant inselberg monocots, e.g. Anthurium (Araceae),
Alcantarea, Encholirium and Pitcairnia (Bromeliaceae). However, they
also occur in desiccation-tolerant taxa such as Trilepis (Cyperaceae),
Vellozia (Velloziaceae; de Paula et al., 2017) and Xerophyta (Vellozia-
ceae; Rexroth et al.,, in prep.). However, in some other DTMFM taxa,
morphology appears to be conserved across species, e.g. within Barba-
cenia (Velloziaceae). This could be attributed to possible ecological ad-
aptations to certain environmental factors on inselbergs (Cabral et al.,
2021b).

Recently it has been shown that specific leaf anatomical traits are
structuring plant communities in different inselberg microhabitats:
species growing in monocot-mats displayed more traits related to water
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retention and drought resistance while species occurring in the more
favorable conditions of shallow depressions showed more diversified
resource strategies (de Paula et al., 2019). In this study, drought resis-
tance traits included desiccation-tolerant characteristics of Velloziaceae,
such as the presence of mucilage, sclerenchyma and glandular tri-
chomes. These results reinforce the idea of the occurrence of ecologi-
cally different niches in inselberg microhabitats (Porembski et al., 2000)
and also suggest the existence of a phylogenetic effect on certain traits
(e.g. desiccation-tolerance in Velloziaceae).

Both own fieldwork and laboratory experiments have demonstrated
that mat-forming Cyperaceae (Afrotrilepis pilosa, Coleochloa setifera,
Microdracoides squamosa, Trilepis lhotzkiana), Poaceae (e.g. Styppeiochloa
hitchcockii, Tripogon spp.) and Velloziaceae (e.g. species of Barbacenia,
Vellozia and Xerophyta) are poikilohydric and possibly poikilo-
chlorophyllic (Bondi et al., in prep.). Throughout the tropics, we visited
inselbergs several times during both rainy and dry seasons and in tran-
sitional periods, and we realized that leaf color changes could serve as a
proxy for ecophysiological processes during dehydration / hydration of
DTMEFM (see also Porembski 2021). On the peak of the dry season, in-
dividuals of all DTMFM possess greyish or brownish (rarely tinged vi-
olet) leaves (Figs. 2A, C, E; 3). At their natural growth sites they persist
in this condition for several months (e.g. 7 months, Afrotrilepis pilosa in
Burkina Faso, West Africa; 6 months, Xerophyta dasylirioides,
Madagascar; 8 months Tripogon spp., Western Ghats, India). After rain,
all species react similarly and leaf color changes within 5-24 h and
leaves turn yellowish (Figs. 2A, C, E; 4C; 5C). Subsequently (after max.
10 h more), the leaves are green (Figs. 2B, D, F; 3; 4D; 5A,B). During
desiccation, the leaves lose their green color and turn yellowish first and
then reach the grey or brownish state. Concerning chlorophyll levels
during dehydration / hydration information is available for the Brazilian
endemic Barbacenia purpurea (Suguiyama et al., 2014; do Nascimento
et al., 2020).

7. Omics and mechanisms of desiccation-tolerance

The ability to survive in hostile environments, such as inselbergs, is
associated to different mechanisms of protection, which make the
desiccation-tolerant plants a special group. Desiccation-tolerance
evolved independently at least eight times (Oliver et al., 2000) and
the mechanisms behind might be particular for different taxa. This is of
great importance for inselberg specialists, which face extremely hostile
conditions. Lately, an increasing number of transcriptomic, proteomic,
and metabolomic studies have been performed in desiccation-tolerant
plants (e.g. Challabathula and Bartels 2013, Farrant et al. 2015, Chal-
labathula et al. 2016, Oliver et al. 2020), and they explore the molecular
basis of desiccation-tolerance.

An omics approach was recently used to understand the desiccation-
tolerance in Craterostigma plantagineum. The authors evaluated an inte-
grative analysis of transcriptome, proteome and metabolome, focusing
mainly on primary metabolism. The authors indicate a high flexibility of
energy metabolism, considering both photosynthesis and cell respiration
(Xuetal., 2021), which is of great importance to diminish the chances of
oxidative damage.

Transcriptional analysis of C. plantagineum showed also that repeated
dehydration / rehydration events might induce a memory response. Late
embryogenesis abundant (LEA) and early dehydration responsive (EDR)
genes are upregulated after cycles of dehydration / rehydration. Other
water deficit response, such as accumulation of sucrose and proline, was
identified after repeated dehydration / rehydration cycles (Liu et al,,
2019). Similarly, desiccation-tolerant microalgae presented memory
response when the transcripts and metabolites were analyzed, especially
considering enzymatic antioxidant responses and the presence of
osmoregulators, such as polyols (Hell et al., 2019; Hell et al.. 2021).

Recently, the complete genome sequencing of Selaginella tamariscina,
a phylogenetically old desiccation-tolerant fern-related lycophyte spe-
cies which is widespread on rocks e.g. in China, showed the presence of

Flora 285 (2021) 151953

desiceation-tolerance related genes. Among them are ROS scavenger
genes and abscisic acid (ABA) synthesis-related genes, both classes
overexpressed during desiccation, besides the LEA genes. For example,
the sensitive relative Selaginella moellendorffii lacks dehydrin genes,
which are part of the LEA family, and their higher expression levels in
S. tamariscina highlights the importance of this gene family for
desiccation-tolerant species. Even more interesting is the finding that
the genome was two times larger than that of the desiccation-sensitive
S. moellendorffii. This difference was attributed to the higher number
of miRNAs and repetitive DNA in the desiccation-tolerant species,
markedly the pentatricopeptide repeat (PPR) gene family, involved in
plant growth and development. Tt suggests a potential role of these DNA
sequences and the pattern of gene expression under extreme conditions
(Xu et al., 2018), like severe water loss. The desiccation-tolerant in-
selberg species Myrothamnus flabellifolius, for instance, shows a high
amount of differentially expressed genes during dehydration / rehy-
dration processes (Ma et al., 2015). Most of them are genes for tran-
scription factors, which implies a downstream regulation of
desiccation-tolerance-related genes. Despite the expected cascade of
events concerning gene expression regulation during the dehydration
process, not only the changes in expression pattern might result in the
defense against severe water loss, but also post-transcriptional changes
must be considered, since transcriptome and proteome might not have
high correlations (Xu et al., 2021). Thus, the mechanisms must include
the complete synthesis of proteins whose functions vary greatly (Farrant
et al., 2015). Dehydration of the rock outcrop-occurring species Xero-
phyta viscosa, for example, induces the synthesis of structural proteins in
its tissues, such as heat shock proteins and histones, and of functional
proteins that can be associated to the production of osmoregulators or
protective molecules (Abdalla and Rafudeen, 2012). Similarly, in the
desiccation-tolerant Selaginella tamariscina, protein levels related to
photosynthetic metabolism were mainly reduced, and the synthesis of
heat shock proteins and proteins involved in osmoregulator accumula-
tion was stimulated by desiccation (Wang et al., 2010).

Desiccation-tolerance related genes can be found in different species;
however, their expression might be related to the environment where
the organisms are found. The expression patterns of these genes vary and
can be sometimes induced or be constitutively expressed. In addition to
Crick’s central dogma of molecular biology (Crick, 1970), the protective
metabolites, which are the closest step of a phenotype presented by an
organism, can be synthesized through the activity of a set of proteins
when water deprivation occurs. However, the period in which an indi-
vidual can reach the desiccation state seems to affect the set of metab-
olites; long-term desiccation would then be necessary to achieve the
complete metabolome adjustment (Bentley and Farrant, 2020). Alter-
natively, protective metabolites might be constitutively produced,
without a specific trigger, as a response to the different environments
inhabited by desiccation-tolerant species (Centeno et al., 2016).

For certain inselberg specific DTMFM (e.g. Barbacenia purpurea) it
could be shown that seasonality affects the levels of protective metab-
olites even in well-watered plants (Suguiyama et al,, 2014). This leads to
the question whether induced or constitutive mechanisms or a balance
of different strategies dominate. It seems as if besides availability of
water also temperature and luminosity seem to be important factors that
influence survival strategies of desiccation-tolerant vascular plants on
inselbergs.

8. Conservation

Inselbergs nowadays are influenced by various human impacts
(Porembski et al., 2016), which also influence mat communities. The
latter are particularly sensitive to fire, grazing, invasive weeds and
vandalism. In particular, where access to inselbergs is easy one can
frequently observe that whole mats have been upturned or that the
stems of the mat-formers were cut. The restoration of completely
destroyed mats seems to be not possible.
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It has to be emphasized that invasive species are one of the most
serious threats to inselberg plant communities and especially mats
(Porembski et al., 1998; Porembski, 2000; de Paula et al., 2015; Por-
embski et al., 2016). The critical point is that, when disturbance regimes
are altered, rock outcrops become particularly vulnerable to invasion by
non-native exotic species (Hopper, 2009). Inselberg plant communities,
as well as other outcrop vegetation types (e.g. Jacobi et al. 2007), have
low abilities to persist and recover, especially because many of their
species have low growth rates and low dispersability (Hopper, 2009).
Thus, the opportunities for the establishment of invasive organisms in-
crease, and restoration becomes significantly more challenging for this
type of vegetation.

9. Conclusions and perspectives

Based on extensive fieldwork over the last 25 years it can be stated
that DTMFM are widespread on inselbergs throughout the tropics.
However, the knowledge about their detailed floristic composition
varies among regions and for certain parts of the tropics (e.g. eastern
Africa, southeast Asia) information is very scarce. At any rate it became
evident that there are considerable differences in species numbers with
inselbergs in southeastern Brazil and central Madagascar forming cen-
ters of diversity. In contrast, inselbergs in West Africa are rather poor in
DTMFM. The reasons for this divergence are not fully clear but the
absence of Velloziaceae may be a central part of the explanation.

Concerning the ecology of this highly specialized group of plants
many questions are still not answered. For example, it is not known
whether individual species are distinguished with regard to their extent
of desiccation-tolerance, speed of recovery after desiccation or con-
cerning their ability to propagate vegetatively. All mat-forming species
seem to be glued to the underlying rock where they persist over long
periods. Future studies are planned in order to understand e.g. the root
fixation mechanism under the harsh environmental conditions which
prevail on inselbergs.

It is clear that Velloziaceae comprise the largest number of poikilo-
hydric species on inselbergs in South America, Africa and Madagascar.
However, it is still debatable whether Velloziaceae that grow on other
types of rock outcrops (e.g. in the Brazilian campo rupestre, sensu Sil-
veira et al. 2016) are desiccation-tolerant too (see Alcantara et al. 2015
and Porembski 2021). Moreover, it is remarkable that
desiccation-tolerant mat-forming Velloziaceae are absent from Indian
rock outerops. In Asia the family has a disjunct distribution between
southwestern China (Acanthochlamys bracteata) and the Arabian Penin-
sula (Xerophyta arabica). The reasons for the absence of Velloziaceae
from rock outerops in India are not clear at all.

A better understanding of how desiccation-tolerant species cope with
the harsh environmental conditions on inselbergs can provide clues for
many topics in biotechnological research (e.g. identifying genes related
to desiccation tolerance; Vicré et al. 2004). Also, studying the evolu-
tionary origins of this strategy can provide useful information about
which plants have the highest likelihood of successful adaptation to dry
conditions (Porembski and Barthlott, 2000; Scott, 2000).
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Zusammenfassung

Inselartige Okosysteme, wie z.B. Inselberge, ermoglichen Einblicke in die Mechanismen,
die die evolutionire und biogeografische Entwicklung von Arten in derartigen
Lebensrdumen geprdgt haben. Obwohl Inselberge in den Tropen weitverbreitet
vorkommen, finden sich dennoch regionale Unterschiede bezogen auf den Artenreichtum
und den Grad des Endemismus. AusschlieBlich in Inselberg-Habitaten kommt die auf
Madagaskar endemische Monokotyle Xerophyta dasylirioides (Velloziaceae) vor. Um die
potenzielle Rolle von Inselbergen und ihre evolutiondren Auswirkungen auf die
Artbildung, im Besonderen von inselberg-spezifischen austrocknungstoleranten Arten zu
untersuchen, wurde mithilfe von Mikrosatellitenmarkern, die fiir diese Art entwickelt
wurden, die genetische Differenzierung und die Verteilung der genetische Vielfalt
innerhalb und zwischen 15 isolierten Inselbergpopulationen untersucht. Wéhrend
klonales Wachstum nur gelegentlich beobachtet wurde, deuteten alle Parameter auf einen
geringen Genfluss zwischen den Populationen hin, selbst wenn sie geografisch nahe
beieinander lagen. Eine AMOVA ergab, dass der iiberwiegende Anteil der genetischen
Diversitit (> 60%) innerhalb und nur etwa 37% der Gesamtvariation auf Unterschiede
zwischen den Populationen zuriickgefithrt werden kann. Daher wurde eine
Flaschenhalsanalyse durchgefiihrt, die in drei von 15 Populationen Hinweise auf einen
Flaschenhalseffekt aufzeigte. Solche Effekte konnen sowohl bei der Griindung neuer
Populationen, als auch nach Ereignissen auftreten, die die Populationsgroe verringern,
wie z.B. Feuer. Die Ergebnisse bestitigen die Hypothese, dass die Isolation der
Inselberge den Genfluss zumindest {iiber die Samenverbreitung zwischen den
Populationen beeintréachtigt. Folglich scheint fiir den genetischen Austausch innerhalb der

Populationen von X. dasylirioides die Pollenverbreitung relevanter zu sein.
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6  ABSTRACT

7 [sland-like ecosystems, such as inselbergs, are favourable for studying evolutionary
8  processes. The monocotyledonous species Xerophyta dasylirioides (Velloziaceae) is endemic
9  to Malagasy inselbergs. Its exceptional habitat makes it a suitable target species for studying
10  genetic variation within and among isolated populations, thereby offering insights into the
11 mechanisms of speciation in terrestrial islands. Here we used a set of nine nuclear
12 microsatellite markers previously developed for this species to study the genetic
13 differentiation and distribution of genetic variability within and among 15 natural populations
14 of X dasylirioides, all sampled from different inselbergs. Standard population genetic
15  parameters were estimated per locus and per population, including the total numbers of
16  alleles, allelic richness (A4r), the number of private alleles (4p), inbreeding coefficients,
17 genotypic diversity and the number of individuals migrating per generation (N,). Whereas
18  clonal growth was only occasionally observed, all parameters indicated low levels of gene
19  flow between the populations even when they were geographically close. This finding was
20  further supported by an AMOVA, a Bayesian STRUCTURE analysis, a DAPC analysis and a
21 genetic network. We also conducted a bottleneck analysis to gain insights into the
22 demography of the inselberg populations and their possible influences. Evidence of such an
23 event was found in only three of the 15 populations. Since these findings are also due to

24  apparently restricted seed dispersal, we assume that for the inselberg-specific
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Xerophyta dasylirioides, pollinator and pollen dispersal play a more crucial role in genetic

diversity and, finally, in the speciation process.

Key words: desiccation tolerance; evolutionary effects; genetic diversity; gene flow,

Madagascar; microsatellites; monocotyledons; rock outcrops; speciation
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1 | INTRODUCTION

Darwin's writings highlighted geographical isolation as a favourable condition for
speciation (Mayr, 1963). Naturally isolated habitats, such as oceanic islands, therefore played
an essential role in Darwin's ideas about the emergence of new species. Since the earliest
scientific investigations into island biology, it has been recognised that living on islands can
give rise to interesting phenomena, such as the formation of atypical subgroups of ecological
and taxonomic groups (MacArthur & Wilson, 1967; Emerson, 2002). Similar eftects can also
be observed on terrestrial islands, such as inselbergs (Porembski & Barthlott, 2000). Because
these habitats are ecologically isolated from the surrounding matrix, they form island-like
ecosystems. Depending on the degree of geographical and edaphic isolation, genetic and
phenotypic adaptations to specific conditions can be readily observed on 'island' systems,
which are generally considered desirable areas for studying evolutionary processes (Emerson,
2002).

Inselbergs are typically dome-shaped monolithic rock outcrops of granite or gneiss
(Porembski & Barthlott, 2000; Porembski, 2007). They are dominated by open, sun-exposed
rocky slopes that usually cover most of their surface, and environmental conditions are
therefore harsh (e.g. high irradiation, high evaporation, lack of soil and low water availability;
Liittge, 2008). Although inselbergs are ancient landscape elements (i.e., millions of years old)
and widespread throughout the tropics (Porembski, 2007), there are regional differences in
species richness and levels of endemism. Moreover, the prevailing extreme edaphic-climatic
conditions on inselbergs favour the occurrence of a unique vegetation (Porembski, 2007).
Outstanding are desiccation-tolerant (DT) vascular plants, which can survive numerous cycles
of dehydration and rehydration without losing viability. Vegetative desiccation tolerance has
evolved several times independently within angiosperms, where it occurs in different families

(Costa et al., 2017; Oliver et al., 2000; Tebele et al., 2021). Prominent are members of the
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Velloziaceae (Pandanales), which grow on rock outcrops in the Paleo- and Neotropics and
comprise important lineages of DT habitat specialists within the angiosperms. Their species
show varying degrees of desiccation tolerance, probably reflecting different strategies for
surviving in a dehydrated state (Alcantara et al., 2015).

The monocotyledonous family Velloziaceae (ca. 250 spp.) consists of small to large
perennial herbs and shrubs (Mello-Silva, 2005; Mello-Silva et al., 2011). They form essential
floral elements on inselbergs and other rock outcrops in Africa, Madagascar and South
America (Mello-Silva et al., 2011). This family comprises three genera in the Neotropics,
mainly in Brazil (Vellozia Vand., Barbacenia Vand.) and in the Andean region
(Barbaceniopsis, L.B.Sm.). The basal genus Acanthochlamys P.C. Kao is endemic to China
(Mello-Silva et al., 2011). On inselbergs in Africa and Madagascar, this family occurs with
species of the genus Xerophyta Juss. (Behnke et al., 2013). Many Velloziaceae species are
able to form so-called mats and thus create a plant community intermingled with other mat-
forming species, but they can also occur as monotypic stands directly on the rock as so-called
"islands on islands" (Porembski et al., 2000). As the flowering period of Velloziaceae
overlaps with the wet summer season, when plants are more often in a hydrated state (Myers
et al., 2010), this is generally short of only a few days. Nevertheless, the flowering is often
very showy, and most species are reported to be self-incompatible (Oliveira et al., 1991;
Franceschinelli et al., 2006). Due to its floral similarities above the species level on the one
hand and the wide range of morphological variations within the species on the other,
taxonomic classification within this family is challenging (Mello-Silva, 2005; Behnke et al.,
2013; Péli et al., 2018).

The monophyletic genus Xerophyta comprises about 70 species distributed from
Madagascar to sub-Saharan Africa and southwestern Arabia (Behnke et al., 2013). Most
species are supposed to be local endemics, but some are also widespread (Behnke et al.,

2013). Xerophyta dasylirioides Baker (Fig. 1) is endemic to Madagascar and widespread on
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83  the Central Highlands inselbergs. The species shows a considerable degree of morphological
84  variation (e.g. of leaf indumentum; see below). Furthermore, a study by Behnke et al. (2013)
85  based on leaf anatomy described eight variants for this species alone. For this, we consider
86  this species to be a suitable model for our evolutionary studies.

87 Previous investigations on South American (e.g., Lousada et al., 2013) and Malagasy
88  Velloziaceae (e.g. Rexroth et al., 2019) have shown that rates of genetic exchange between
89  populations located on different inselbergs can be meagre, even when they are in close
90 neighbourhood. In fact, strong genetic differentiation between populations due to limited
91 intraspecific gene exchange is a recurring pattern observed on rocks and terrestrial islands
92  worldwide (e.g., Barbara et al., 2007; Gongalves-Oliveira et al., 2017, 2020; Mota et al.,
93  2020). Genetic differentiation is likely to increase over time if geographically isolated
94  populations are also exposed to different climatic, edaphic, and biotic factors. That highlights
95 the potential role of terrestrial islands and their evolutionary implications for speciation.
96 Behnke et al. (2013) assumed that each known Xerophyta species seems to be restricted to a
97  different geographical region. Furthermore, morphological species variants have also been
98  described, e.g. X. dasylirioides var. tulearensis (Behnke et al., 2013), which thus seem to
99  represent fluid boundaries between species. Local adaptations can also become visible in
100  morphological variations. These morphologically diverse species are referred to as
101 ochlospecies (Cronk, 1998), as already described for the neotropical Vellozia hirsuta (Barbosa
102 et al, 2012). Including the isolated inselberg habitats, we assume that X. dasylirioides is a
103  matter of local adaptations to the respective inselberg habitat and that this species thus
104  displays a broader spectrum of morphological variations. Moreover, genetic differentiation is
105  quite likely if geographically isolated populations are exposed to different climatic, edaphic
106  and biotic factors over time in the absence of secondary contact.

107 The genetic diversity of plant populations reflects the interplay of different processes in the

108  evolutionary history of a species, including reproductive strategies. A combination of
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different reproductive strategies seems advantageous, especially in establishing and surviving
in extreme habitats such as inselbergs. The population genetic study on geographically
isolated Xerophyta dasylirioides populations presented here offers an excellent opportunity to
shed light on the consequences of gene exchange restrictions and diversification. We assume
that gene flow between the isolated inselberg populations studied here is limited and aim to
test this using microsatellite markers previously generated for Xerophyta dasylirioides
(Rexroth et al., 2019). Due to their reliability, good transferability and high variation,
microsatellites have already proven to be a valuable tool for describing genetic diversity.
Since not much is known about the reproductive strategy of the Malagasy
Xerophyta dasylirioides, we also tested whether vegetative propagation and clonal growth

could also play a role.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Field sampling and DNA extraction

Xerophyta dasylirioides is endemic to inselbergs in the Central Highlands of Madagascar.
We collected leaf samples from 15 natural populations of X. dasylirioides along a north-to-
south stripe of ca. 440 km in length and along an elevational gradient ranging from ca. 700 m
to 1700 m a.s.l. (Tab. 1) with varying degrees of morphological differences (e.g. hairiness of
leaves). Populations were assigned to two regions, i.e., a northern cluster (NC) comprising
nine populations and a southern cluster (SC) of six populations. The two clusters were
separated from each other by a gap of 200 km (Tab. 1, Fig. 2). Between 15 and 30 individuals
per population were included in the genetic analyses, except for population [X of the northern
cluster from where 75 individuals were collected (Tab. 1). Based on the results of Rexroth et

al. (2019), we defined the samples from each inselberg as a separate and single population. To
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134  circumvent the collection of vegetatively propagated clones, we sampled only one plant from
135  each mat in all populations except population IX where several samples per mat were
136  additionally taken to examine the internal mat structure. Population IX was divided into five
137  sections for these analyses, and each section was treated as a separate subpopulation. Fresh
138  leaves of each individual were dried in silica gel immediately after collection and remained
139 there until DNA extraction. Herbarium vouchers (one from each population) were collected
140  and deposited at the Herbarium of the Parc Botanique et Zoologique of Tsimbazaza in
141 Antananarivo (TAN). Total genomic DNA was extracted from dried leaves using a modified
142 cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) method (Storchovi et al., 2000).

143

144 2.2 | Microsatellite markers and genotyping assays

145 Initially, we tested ten nuclear microsatellite markers previously developed for
146 Xerophyta dasylirioides (Rexroth et al., 2019) on a small set of samples and chose those nine
147  loci which were amplified in all individuals (Xeda 13, Xeda 15, Xeda 18, Xeda 23,
148  Xeda 28, Xeda 31, Xeda 34, Xeda 39, Xeda 40; Rexroth et al.,, 2019). All loci were
149  amplified using a touchdown PCR program following the protocol of Rexroth et al. (2019).
150  The forward primer of each pair was fluorescently labelled with FAM, VIC, NED, or PET
151  (Applied Biosystems). The amplified fragments were genotyped using an ABI Prism 3100
152 sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and sized against the GeneScan
153 600 LIZ molecular size standard (Applied Biosystems).

154

155 2.3 | Genetic variation

156 GENALEX 6.5 (Peakall et al., 2012) and FSTAT (Goudet, 2002) were used to calculate the
157  following standard population genetic parameters for each locus and population: the numbers

158  of alleles (A4), the allelic richness (Ag), the number of private alleles (4p), observed and
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159  expected heterozygosity values (Hp and Hg). The same programs were also used to estimate
160  the inbreeding coefficient (Fis), the fixation index (Fsr) and the number of individuals
161  migrating per generation (Ny,). Since migration rates correspond to the extent of gene flow in
162  plants, this was estimated from N, = 0.25(1-Fgs1)/Fst. We tested each locus and population for
163  deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) using the online GENEPOP software
164  (Raymond et al., 1995). The programme MICRO-CHECKER 2.2.3 (van QOosterhout et al., 2006)
165  was used to assess the presence of null alleles, which can cause an incorrect estimation of
166  heterozygosity.

167

168 2.4 | Genetic differentiation

169 We performed a Bayesian clustering analysis with the software STRUCTURE 2.3.4
170  (Pritchard et al., 2000) to assign individuals probabilistically to genetic clusters or groups (K)
171  and to estimate the admixture proportion (Q) for each individual. The membership ratio in the
172 individual groups was calculated without considering the sampling sites. To determine the
173  most appropriate number of genetic clusters (K-value), we ran the analysis for 500,000
174  generations in the burn-in period and for 500,000 generations in the Markov Chain Monte
175  Carlo simulation analyses after burn-in. Ten repetitions for each K value (1 < K < 16) were
176  performed. To identify the number of genetically distinct groups in populations and determine
177  the most likely number of K for the Bayesian clustering analysis, we used the R package
178  adegenet (Jombart, 2008; Jombart et al., 2011). In addition to STRUCTURE, we used
179  multivariate DAPC (discriminant analysis of principal components), also implemented in the
180 R package adegenet, to identify and describe clusters of genetically related individuals
181  (Jombart et al., 2010). An advantage of a DAPC is that it may be better suited to decipher the
182  underlying structures in more complex genetic populations and to generate a graphical

183  representation of the relatedness between inferred clusters (Jombart et al., 2010). MLGSIM 2.0
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184  (Sternberg et al., 2003) was used to distinguish between unique and recurrent multilocus
185  genotypes (MLG) in our whole dataset, specifically in population 1X. To test whether two
186  MLGs in a dataset could also be identical by chance, we calculated individual pgpx-values.
187  The P-value for testing the significance of pgpx-values was estimated from 1,000 simulations.
188  We also estimated the genotypic diversity for populations using the parameter R ("genotypic
189  richness") implemented in the R package poppr (Kamvar et al., 2014).

190 A hierarchical analysis of molecular variance (AMOVA) implemented in the package
191  ARLEQUIN 3.5 (Excoffier et al., 2010) was conducted to assign the relative percentages of
192  total genetic variation among and within populations. We also calculated the AMOVA to see
193  if the 200 km gap impacts the genetic variation among and within the two geographically
194  separated regions, NC and SC. The genetic relationships at the level of individuals were
195  analysed with the software SPLITSTREE 4.0 (Huson et al., 2006). The calculations were based
196  on a pairwise genetic distance matrix between individuals, according to Bruvo et al. (2004).
197  We visualised the results by drawing a Neighbour-Net graph in SPLITSTREE.

198 Finally, we used the population genetic software package BOTTLENECK (Piry et al., 1999)
199  to verity whether any of the populations has recently experienced a reduction of eftective
200 population size due to genetic bottlenecks. The Wilcoxon signed-rank test was used to
201 determine the significance of the genetic diversity excess, as this test is more suitable for
202  analyses with less than 20 loci. The analysis was carried out using the step-wise mutation
203  (SMM) and two-phase mutation model (TPM), which fits microsatellite evolution data better
204  than others (Piry et al., 1999). A total of 10,000 simulation iterations were conducted.

205

206

207 3| RESULTS

208 3.1 | Genetic diversity

165



Publikationen

Journal of Evolutionary Biology Page 12 of 31

10
Population genetics Xerophyta

209 The levels of genetic diversity on a per locus-basis are summarised in Table 2. The nine
210  nuclear microsatellite loci were all polymorphic, with eight to 24 alleles in the northern
211 cluster (NC) and three to 19 alleles in the southern cluster (SC). Allelic richness per locus
212 ranged from 2.000 to 6.793 (mean 4.319) within the NC and from 1.000 to 6.000 (mean
213 2.444) within the SC. Expected and observed heterozygosity values varied strongly among
214  loci; the same is true for the inbreeding coefficient (Fis). The fixation index (Fgr) for the NC
215  ranged from 0.290 to 0.529 (mean 0.393) and for the SC from 0.216 to 0.565 (mean 0.393).
216 The mean indirect estimates of gene flow (N,) between the populations yielded
217  approximately similar values of 0.383 (NC) and 0.386 (SC) for both clusters. (Tab. 2).

218 The levels of genetic diversity on a per population-basis are summarised in Table 3. We
219  identified an average percentage of polymorphic loci of 86% across all populations, ranging
220  from four to nine out of nine loci. Across all populations, the observed heterozygosity (Ho)
221 and expected heterozygosity (Hg) values ranged from 0.059 to 0.653 (mean 0.425) and from
222 0.140 to 0.612 (mean 0.463), respectively, and were often in the same range within a
223 particular population. Accordingly, the inbreeding coefficients (Fis) were mostly low (mean
224 0.072), except for population VII where a notable heterozygote deficiency resulted in a Fig
225  value of 0.415. Private alleles were found in each population, ranging from one to ten (Tab.
226 3). The populations IX and XIII showed the highest numbers, with ten private alleles each.
227 The nuclear microsatellite data revealed that 302 out of 320 samples each had a different
228  multilocus genotype, whereas seven identical multilocus genotypes (iMLG) were found in 18
229  plants exclusively collected in the northern populations (NC; Tab. 3). Four iMLGs were found
230  in 12 individuals from population VII, two iMLGs in four individuals from population IX and
231 one iMLG in two individuals from population I. All iMLGs detected in population IX came
232 from the same section, centrally located on the inselberg and from different mats where only
233 one individual was present. Since the pgpx-values calculated by MLGsim (Sternberg et al.

234 2003) were <0.01 in each case, it can be assumed that all plants sharing the same MLG
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235  represent genuine genetic clones. Interestingly we did not find any clones in the southern (SC)
236 dataset. This is also reflected in the values for the genotypic diversity parameter ranging from
237 R =0.286 for population VII, R =0.931 for population [ and R = 0.959 for population I1X. The
238 remaining populations have R = 1 (Tab. 3).

239

240 3.2 | Distribution of genetic variability and phylogeographic patterns

241 The most likely K value suggested for the Bayesian clustering analysis was K = 16, almost
242 equivalent to the number of different populations (15). The STRUCTURE analysis showed that
243 almost all individuals grouped according to their geographic location and population
244  assignment, except for the individuals from the large population IX which show an
245  intermingling between individuals from two genetically different groups (Fig. 3). The results
246 from the STRUCTURE analysis clearly indicate very limited gene flow between populations
247  even when the geographic locations were close. The scatterplot of the DAPC analysis
248  confirmed this result (Fig. 4). Furthermore, the DAPC analysis revealed an assignment of
249  populations to one of three significant groupings. One group comprises the entire SC
250  populations, and the second group is composed of populations II, 111, IV, V, VII and VIIL, all
251 from the NC. Population VI latter is loosely associated with the second group. Populations 1
252  and IX form a third group.

253 The AMOVA reveals (Tab. 4) that most of the variation resides within populations, both in
254  the NC and the SC (NC = 63.00%; SC = 62.09%; p <0.001). In both clusters, about 37% of
255  the variation resides between populations. This shows that a higher proportion of the genetic
256  variation is due to differences within populations rather than among populations.
257  Interestingly, genetic differentiation was much lower among the two geographically separated
258  regions (9.42%).

259 A highly distinct genetic pattern was also evident in a Neighbour-Net graph created from

260  Bruvo's pairwise genetic distances between individual plants (Fig. 5). In this analysis, samples
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261  mostly grouped according to their population assignment except for population II, which is
262  divided into two separate branches, and except for populations 1 and X, which show some
263  intermingling of individuals. Interestingly, genetic relationships among populations suggested
264 by the network are not necessarily reflected by geographic proximity. For example, the six
265 populations from the southern cluster form two separate groups in the Neighbour-Net, one
266  consisting of populations X and XIII, the other of populations XI, XII, XIV and XV.
267  However, the three significant accumulations already identified in the DAPC analysis can also
268  be seen here.

269 The Bottleneck analyses were performed on our dataset and estimated using the Wilcoxon
270  test with different models. The results showed a deviation from the mutation-drift equilibrium
271 under the assumptions of TPM and SMM in three of the 15 populations. In populations IV
272 and VI, this could be observed to be quite pronounced, while in population XI, it is only
273 slight. Moreover, populations IV, VI, VII and XI also showed a mode-shift in the allele
274  frequency distribution, indicating a recent bottleneck. No deficit in heterozygosity and mode-
275  shift in the allele frequency distribution was detected in the remaining populations, indicating
276  that these populations have not changed recently.

277

278

279 4 | DISCUSSION

280 Like the majority of Velloziaceae species (Jacobi et al., 2007; Costa et al., 2017),
281  Xerophyta dasylirioides is assumed to be self-incompatible and therefore has to rely on
282  pollinators. Outcrossing can however be a difficult task in view of the often desiccated state
283  and the island-like habitat of the species. In X. dasylirioides bees were identified as flower
284  visitors (Fig. 1) and may potentially act as primary pollinators when flowers are produced in a
285 rehydrated phase. In addition to sexual propagation, our personal field observations suggest

286  that clonal reproduction via stolons may play a role in X. dasylirioides. Clonal growth could
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be a strategy to circumvent a possible reproductive barrier. In this way, dependence on the
availability of a pollinator could also be released, even if clonality would be only facultative
or temporary. As little is known about genetic structure and variation in X dasylirioides,
preferred mating systems, the extent of clonality in natural populations and the mechanisms of

speciation within this genus, this study was supposed to shed some more light on these issues.

4.1 | Patterns of genetic diversity among inselbergs

In our population genetic analysis of X. dasylirioides, all lines of evidence suggest that the
inselberg populations studied were genetically diverse but distinctly different from each other.
High levels of genetic differentiation in geographically isolated populations likely indicate
reproductive isolation. In eleven out of 15 populations > five private alleles could be detected.
The observed and expected heterozygosity values, which were in a similar range in most
populations studied (mean Hp=0.425 and Hg=0.463), were moderate. In addition, the
populations consistently had low to negative Fig values, which is usually a sign that self-
pollination is rare or absent. For populations 1 and IX, clonality could be an explanation.
Especially as these are two of the populations in which iMLGs could be identified. Indeed,
different reproductive mechanisms within a species can be beneficial, especially for
establishment and survival in an extreme habitat such as inselbergs. It is often argued that
clonality can contribute to the long-term conservation of genetic diversity in plant species
when combined with an outcrossing system (Wohrmann et al., 2020). Nevertheless, the
departure from HWE occurring in eight populations (Tab. 3; I, II, IV, V, IX, XI, XIII, XV)
would instead suggest a Wahlund effect, except for population VII from the northern cluster
where most iMLGs were found, and where the Fig value was highest. However, a potential
lack of heterozygotes within the eight sampled populations could be due to undetected
structuring. Given that Velloziaceae species generally can form mats and thus grow like

"islands on islands", it is conceivable that smaller subpopulations within an inselberg may
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suffer from founder effects that would further differentiate the individual populations and
amplify a Wahlund effect.

The estimation of gene flow using nuclear microsatellites provided the same results as the
analysis of the genetic structure (NC: N, =0.383; SC:N,=0.386). Both analyses
demonstrated limited gene flow among populations. Similar patterns of strong genetic
isolation and reduced gene flow were commonly found in numerous other species growing on
neotropical inselbergs (e.g. Franceschinelli et al., 2006; Barbara et al., 2007 Palma-Silva et
al., 2011, 2015; Pinheiro et al., 2014, 2016; Hmeljevski et al., 2015; Lexer et al., 2016;
Gongalves-Oliveira et al., 2017, 2020; Mota et al., 2018, 2020; Dantas-Queiroz et al., 2021).
We could further detect the presence of iMLGs in our data in three out of 15 populations. The
associated pspx-values were generally < 0.01, strongly suggesting that these plants with
iMLGs belong to the same genet. Furthermore, the plants with iMLGs always belonged to the
same population. Interestingly, the clones were found exclusively in the northern cluster of
sampling sites. Thus, the extent of genetic diversity is determined by factors such as

population size, but also pollination dynamics and plant density in the respective habitat.

4.2 | Gene flow and spatial genetic structure

Compared to the noticeable morphological differences related to the leaves (e.g.
pubescence) observed between plants from the different sampling sites, we can at least say
that all sampled individuals belong to the same species on a genetic level. This is because the
statistical results of this study show a close genetic affiliation between the present populations
and their individuals despite different genotypes (Fig. 4). It can therefore be assumed that
some genetic exchange must occur. Accordingly, Xerophyta dasylirioides has a broader range
of morphological varieties than previously thought. Possibly these are local adaptations. This
family already knows the same phenomenon for some neotropical family members.

Vellozia hirsuta, e.g., has a highly polymorphic population structure with numerous
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339  morphological, genetic and anatomical variations. It is now considered one species but has
340  about 14 morpho-anatomical variations (Barbosa et al., 2012).

341 The non-spatial Bayesian clustering approach STRUCTURE and the genetic distance-based
342 Neighbour-Net analyses show that most populations represent a genetically distinct group
343  each. Thus, the K = 16 clusters suggested and calculated by STRUCTURE well reflected the 15
344  collection sites (Fig. 3). The limited genetic exchange between populations found in the
345  STRUCTURE analysis suggests that gene flow between the present populations is minimal and
346 indicates that each inselberg has its own genetic cluster. This indicates strong isolation by the
347  inselberg habitats, even over small distances. An exception is population IX, which possibly
348 shows a slightly increased genetic variability due to its larger sample size (N =75) and
349  therefore has received two clusters in the STRUCTURE analysis.

350 A calculation of the correlation between genetic differentiation and the geographical origin
351  of populations within the study area is reflected in the Neighbour-Net splits graph (Fig. 5).
352  The individuals of a given locality are generally clustered together here as well, and the
353  resulting branches essentially correspond to the 15 populations. Nevertheless, there is no
354  uniform pattern. Thus, some geographically close inselberg populations (e.g. IV and V; linear
355  distance: ~3.5 km) show approximately the same genetic distance to each other as more
356  distant ones (e.g. XI and XV; linear distance: ~138.4 km). Moreover, populations VI and VII
357 appear to be further apart genetically than their geographical distance suggests (linear
358  distance: ~100 m). Nevertheless, some correlation can be discerned on a broader scale, at least
359  between the NC and the SC which group separate from each other in all analyses. A possible
360  explanation for this could be the distances travelled by the potential primary pollinators. In the
361 case of the neotropical Vellozia epidendroides, Franceschinelli et al. (2006) were able to
362  establish a connection between the large distribution range of this species and its pollinators
363  which are exclusively bees. Although widespread, the populations of V. epidendroides are

364 nevertheless strongly differentiated from each other. A counterexample of this is
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V. leptopetala, which is pollinated by both bees and hummingbirds and occurs exclusively in
small populations. This lack of pollination over larger distances and a small distribution range
seems to be due to the behaviour of territorially bound hummingbirds (Franceschinelli et al.,
2006). Our analysed genetic data and personal observations support the hypothesis that bees
mainly pollinate X. dasylirioides. This could enable the species to occur in a larger area while
showing solid genetic differentiation between the individual inselberg populations.

The demography of the X dasylirioides populations studied here and their possible
influences were investigated using a bottleneck analysis. Here, the Wilcoxon test enables the
reliable detection of small bottlenecks in natural populations. This test is based on the fact that
population bottlenecks cause a characteristic distortion in the distribution of allele frequencies
at selectively neutral loci. It also allows us to look for a shift in the distribution of allele
frequencies. We were able to detect such shifts in four of the 15 analysed populations, but
only in three of them there was also a deviation from the mutation-drift equilibrium.
Populations VI and VII are particularly conspicuous in this respect. Such bottlenecks can
occur both when new populations are established and after events that reduce population size,
such as fires. Artificial fires are common on Malagasy inselbergs. Many Velloziaceae can
survive such a fire because they have, e.g. resins, and the leaf rosettes of adult plants are well
above the flames of the burning herb layer (de Freitas Larocca et al., 2022). However,
depending on the constitution of the individual specimens, this is perhaps not true for
everyone. Since population VII also had a high inbreeding value of 0.406 and the highest
number of iIMLGs, this suggests that such a fire event could have occurred at this particular
inselberg. Regardless, one weakness of this method is that it is unreliable in detecting
bottlenecks that are not significant or recent.

Our results give another example of moderate genetic diversity but strong genetic
differentiation of plant populations on terrestrial islands, regardless of the geographical

distance between populations. These results support the general hypothesis that
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391  geographically isolated inselbergs are a barrier to gene flow that leads to speciation in the
392  long term. Furthermore, the seeds of X. dasylirioides do not seem to be dispersed by wind but
393 rather by gravity, as most seeds seem to fall close to the mother plant (personal observation).
394  Together with our results, we suggest that seed dispersal for the inselberg-specific
395  Xerophyta dasylirioides appears to be restricted. Consequently, pollinators and pollen
396  dispersal play a more crucial role in genetic diversity and, ultimately, in the speciation process
397  for this Malagasy species. Therefore, our findings contribute to understanding the influence of
398  terrestrial islands and shed light on the evolutionary impact on speciation.
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597 TABLE & FIGURES
598

599 Table 1. Plant material from 15 populations of Xerophyta dasyliricides collected in
600 Madagascar and analysed in the current study including population name, location,
601  coordinates and numbers of sampled individuals.

Population Location Group N * LatE Long S Altitude (m)
I Angavokely NC 30 47°44'19" 18°55' 17" 1527.9
I Andronovelona NC 30 47°16'58" 18°38' 05" 1493.1
11 Bowal NC 15 47°11'38.34" 18°14'50.3" 1618.1
v Sambaina NC 15 47°09'03" 18°30'37" 1391.2
\% Ambobhitrifamoly NC 20 47°11'04" 18°30'44" 1430.0
VI Route Ampefy NC 15 47°01'22" 17°50'10.4" 1430.3

VII Mabhatsinjo NC 15 46°59'11.5"  17°41'41.5" 756.9
Vil Ankazobe NC 15 47°01'22" 17°50'10.6" 1430.0
IX Manjakandriana NC 75 47°43'43.62" 18°53'28.58" 1539.5
X Bemanta SC 15 47°07'49.4"  20°40'46.4" 1278.0
X1 Maharavana SC 15 47°17'30.1"  20°45'22.7" 1451.0
XII Ambatoiharana SC 15 47°13'07.9"  21°09'21.4" 1603.0
X Tsarasaotra SC 15 47°1227.7"  20°26'59.3" 1286.0
XV Ambalamarina SC 15 47°03'02.5"  21°27'49.7" 1674.0
XV Andranovorivato SC 15 46°58'58.4"  21°40'31.9" 1178.0

Note: NC = Northern Cluster; SC = Southern Cluster, N * = sampling size.
602 *Voucher deposited at the Herbarium of the Parc Botanique et Zoologique of Tsimbazaza in Antananarivo (TAN)

603
604

605 Table 2. Summary of genetic diversity parameters at nine microsatellite loci across nine
606  natural populations of the northern cluster (NC) and six populations of the southern cluster.

607  (SC).
NC (N =230) SC (N =90)
Locus A Ap Ho Hy Fi5 Fsy Npg A Agx Ho Hg Fi5 Fsy Nn
Xeda 13 13 6793 0318 0273 -0.166 0451 0304 10 1.000 0333 0370 0.099 0472 0280
Xeda 15 8 5567 0486 0384 -0266 0440 0318 10 2,000 0322 0443 0273 0478 0274
Xeda 18 12 2000 0329 0434 0243 0352 0.460 4 3000 0322 0260 -0241 0257 0.723
Xeda 23 8 2935 0591 0551 -0073 0296 0.594 31000 0322 0267 -0215 0565 0.193
Xeda 28 8  3.000 0355 0356 0005 0505 0245 6 2000 0322 0507 0308 0377 0413
Xeda 31 20 5546 0386 0.600 0357 0342 0482 15 6000 0222 0533 0583 0246 0.765
Xeda 34 24 4754 0291 0419 0300 0529 0223 19 4000 0400 0729 0452 0216 0907
Xeda 39 14 3258 0867 0551 -0.573 0358 0447 14 2000 0844 0533 -058 0331 0506
Xeda 40 21 5016 0436 0.641 0319 0290 0613 3 1000 0090 0444 0783 0.557 0.199

OverallMean 128 4319 0451 0.468 0.029 0.393 0.383 84 2444 0353 0454 0204 0393 0.386
Note: A =number of alleles; 4 = allelic richness; H ¢, = observed heterozygosity; H ;. = expected heterozygosity; F 15 = inbreeding
coeflicent; F gr = fixiation index; NV ,, = Gene flow estimated from N, = 0.25(1 - FgrV/F gr.

608
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609

610  Table 3. Within-population genetic diversity estimates for 15 natural inselberg populations of
611  Xerophyta dasylirioides (N=320).

Populations N*® A Ap Ho Hg Fis P Nc (MLG) R
I 30 5 6 0.601  0.607 0.003* 100 2(1) 0.931
i 30 6 7 0502  0.606 0.155* 89 5 1
il 15 3 5 0278 0345 -0.055 100 . 1
v 15 4 3 0552 0518 -0.143 * 89 = 1
Y 20 4 5 0.600 0551 0.196 * 78 o 1
VI 15 3 6 0458 0426 -0.094 89 - 1
VI 15 1 2 0.059  0.140 0415 44 12 (4) 0.286
VI 15 3 1 0356 0406 0.152 89 z 1
IX 75 6 10 0.653  0.612 -0.086* 100 4(2) 0.959
X 15 3 7 0367 0354 -0054 67 = 1
X1 15 3 8 0300 0396 0.235% 89 - 1
XII 15 3 3 0433 0453 0.012 100 N 1
X111 15 5 10 0400  0.581 0248 * 89 - 1
X1V 15 4 5 0400 0488 0.075 89 = 1
XV 15 3 5 0417 0459 0017 * 78 = 1
OverallMean 21 56 6 0425 0463 0.072 86 18 0.953

Note: N“ = sampling size; 4 = number of alleles; 4 p =number of private alleles; H = observed heterozygosity; H ; =
expected heterozygosity; I 5= inbreeding coefficent; * = departure from Hardy- Weinberg equilibrium (HWE) at the p <
0.05 level; P = percentage of polymorphic loci; N ¢ (iIMLG) = number of clonal individuals (identical multilocus genotypes);
R = genotypic richness.

612 * Voucher deposited at the Herbarium of the Parc Botanique et Zoologique of Tsimbazaza in Antananarivo (TAN)
613
614

615  Table 4. Analysis of molecular variance (AMOVA) for nine nuclear loci in populations of
616 X dasylirioides.

Source of variation df. Variance components Percentage variation p-value
NC

Among populations 8 1.404 36.99 <0.001
Within populations 230 2.390 63.00 < 0.001
Overall F ¢;:0.370

SC

Among populations 5 1.148 37.91 < 0.001
Within populations 90 1.880 62.09 <0.001
Overall Fgr:0.379

Overall

Among region NC and SC 1 0.675 9.42 < 0.001
within region NC and SC 320 6.489 90.58 <0.001

617 d.f: degrees of freedom

618
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619

620

621  Figure 1. Habitus and typical inselberg habitat of X. dasylirioides. A: Inselberg in Central
622  Malagasy; B: Habitus of the species; C-D: Inflorescences visited by a bee that probably acts
623  as a pollinator. Photos by S. Porembski.
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Figure 2. Geographic distribution of the 15 sampled inselberg populations of X. dasylirioides
coded in different colours.
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Figure 3. Bayesian clustering of 320 individuals of Xerophyta dasylirioides from 15 inselberg
populations, suggested by a STRUCTURE analysis based on nuclear microsatellite data of for
K = 16. Each colour represents a different genetic cluster. For colour coding see Fig. 2. The
roman numerals I-XV above the bar plot represent the names of the individual populations.

DA eigenvalues

PCA eigenvalues

Figure 4. Scatterplot of discriminant analysis (DAPC) of the multilocus microsatellite data of
320 individuals from 15 populations (I-XV) of X. dasylirioides. Individual = plot, groups =
colours and ellipses. Each population is coded in a different colour. The first 80 principal
components of the PCA were used (lowest Root Mean Squared Error) and 14 discriminant
functions (DA), where the x-axis represents the first DA and the y-axis the second DA.
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645

646  Figure 5. Unrooted Neighbour-Net splits graph from Bruvo's pairwise inter-individual genetic
647  distances, based on nuclear microsatellite data of 320 individuals of Xerophyta dasylirioides
648  from 15 natural inselberg populations. Colour coding is dones as in Fig. 2 and assigns each
649  individual to its population indicated by roman numerals (I to XV).
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