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Zusammenfassung
Mollusken sind nach den Arthropoden das zweitartenreichste Phylum der Metazoen und besiedeln

alle Lebensrdume der Erde. Die Erscheinungsformen von Mollusken weisen eine extreme
Variationsbreite, von winzigen wurmahnlichen Meeresbodenbewohnern bis hin zu
Riesenkalmaren, auf. Diese Vielfalt der Kérperformen und Lebensweisen erfordert notwendige
Adaptationen an ihre Habitate und Lebensweise. Essenziell ist hierbei die Anpassung an die
unterschiedliche Sauerstoffverfligbarkeit. Die respiratorischen Proteine, die sogenannten
Blutfarbstoffe, die bisher in Mollusken nachgewiesen wurden, sind verschiedene Hiamocyanine
und Hamoglobine sowie Myoglobine. Innerhalb der Mollusken haben sich im Laufe der Evolution
unterschiedliche Hdmocyanin-Typen entwickelt. Himocyanine sind sehr grof3e Proteine mit einer
Molekilmasse von 3,5 MDa bis zu 8 MDa und mehr. Sie bestehen aus unterschiedlichen
Monomeren, die wiederum aus unterschiedlichen funktionellen Einheiten, sogenannten FUs (FU-
a bis FU-h) zusammen gesetzt sind. Hdmocyanine werden oftmals differentiell in verschiedenen
Geweben oder Entwicklungsstadien exprimiert. Die Hintergriinde fiir die unterschiedlichen
Expressionsmuster der Hamocyanin-Gene in den verschiedenen Arten sind jedoch noch nicht
bekannt. Bei einigen Molluskenklassen existiert jeweils ,nur” ein Gen, wobei bei anderen Arten
zwei oder mehr unterschiedliche Genorte identifiziert werden konnten. Im Rahmen meiner Arbeit,
konnte ich einen neuen Hamocyanin-Typ aus zwei, an ,heiBen Schloten” lebenden Tiefsee-
Gastropoden Chrysomallon squamiferum und Gigantopelta aegis (Peltosperidae) nachweisen. In
dieser Gastropoden-Familie konnten zwei Gene identifiziert werden, welche fir unterschiedliche
Hamocyanine kodieren. Das erste Gen kodiert fir eine Himocyanin-Untereinheit, bestehend aus
acht FUs, analog des lange bekannten , Keyhole limpet-Typs“, wohingegen das zweite Gen fiir drei
weitere, also insgesamt elf FUs kodiert. Diese zusatzlichen FUs resultieren aus Duplikationen des
anzestralen FU-c-Exons, was zu einer Erhohung der molekularen Masse einer Untereinheit um ca.
144 kDa fuhrt. Neben der Analyse der Himocyanine, wurde das Ferritin von 98 Molluskenarten
analysiert. In einigen Molluskenarten konnten bis zu vier Ferritin-Typen nachgewiesen werden.
Eine eindeutige Zuordnung aller orthologer Ferritinsequenzen konnte allerdings nicht erfolgen und
somit, im Gegensatz zur Verwendung von Hamocyanindaten, keine aussagekraftigen,
molekularphylogenetischen Stammbaume rekonstruiert werden. Es gelang mir so, im Rahmen
meiner Arbeit, 113 neue Sequenzen zu assemblieren, somit die Datenverfliigbarkeit fur dieses
artenreiche Phylum zu erweitern. und darlber hinaus einen neuer Hamocyanin-Typ in
Peltospiridae zu identifizieren. Fortflihrend sind aber noch weitere Untersuchungen der
Hamolymphe, verschiedener Gewebe, Expressionsstudien und bioinformatische Analysen vieler
Molluskenarten notwendig, um all die immer noch offenen Fragen (iber die Evolution der

Hamocyanin- und Ferritin-Gene und deren Expressionsmuster aufklaren zu kénnen.
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Abstract

Molluscs are the second most species-rich phylum of metazoans after arthropods and colonize all
habitats on earth. The appearance of molluscs shows an extreme range of variation, from tiny
worm-like sea floor dwellers to giant squids. This diversity of body forms and lifestyles requires
necessary adaptations to their habitats and way of life. The adaptation to the different oxygen
availability is essential. The respiratory proteins, the so-called blood pigments, which have so far
been detected in molluscs are various hemocyanins and hemoglobins as well as myoglobins.
Different types of haemocyanin have developed within molluscs over the course of evolution.
Haemocyanins are very large proteins with a molecular mass of 3.5 MDa to 8 MDa and more. They
consist of different monomers, which in turn are composed of different functional units, so-called
FUs (FU-a to FU-h).

Hemocyanins are often differentially expressed in different tissues or developmental stages.
However, the reasons for the different expression patterns of the haemocyanin genes in the
various species are not yet known. In some mollusc classes there is "only" one gene, whereas in
other species two or more different gene loci have been identified.

As part of my work, | was able to identify a new type of haemocyanin from two deep-sea
gastropods living in "hot vents", Chrysomallon squamiferum and Gigantopelta aegis
(Peltosperidae). In this gastropod family, two genes were identified that code for different
hemocyanins. The first gene codes for a hemocyanin subunit consisting of eight FUs, analogous to
the long-known "keyhole limpet type", whereas the second gene codes for three more, i.e. a total
of eleven FUs. These additional FUs result from duplications of the anestrial FU-c exon, which leads
to an increase in the molecular mass of a subunit by approx. 144 kDa.

In addition to the analysis of hemocyanins, the ferritin of 98 mollusk species was analyzed. In some
mollusc species up to four ferritin types could be detected. However, it was not possible to clearly
assign all orthologous ferritin sequences and therefore, in contrast to the use of haemocyanin data,
no meaningful molecular phylogenetic family trees could be reconstructed.

In the course of my work, | succeeded in assembling 113 new sequences, thus greatly expanding
the data availability for this species-rich phylum and also identifying a new hemocyanin type in
Peltospiridae.

However, further investigations of the hemolymph, various tissues, expression studies and
bioinformatic analyses of many mollusc species are still necessary in order to clarify all the still
open questions about the evolution of the hemocyanin and ferritin genes and their expression

patterns.



1. Einleitung

Das Phylum der Mollusken ist ausgesprochen arten- und formenreich. Mollusken bewohnen alle
Regionen der Erde, alle Zonen der Ozeane (von der Gezeitenzone bis in die Tiefsee) und limnische
Gewasser, wobei einzig die Gastropoden terrestrische Habitate eroberten (Andersen und
Halvorsen 1984; Pearce und Orstan 2006; PONDER et al. 2020). Nach den Arthropoden sind die
Mollusken mit mehr als 86.000 rezenten Arten (W.0.R.M.S) die zweitgroSte Tiergruppe (Giribet
und Edgecombe 2012), wobei die Schatzungen fir die Anzahl der Spezies je nach Quelle zwischen
51.700 nur marine Arten (Appeltans et al. 2012), 55.400 Arten (Mizzaro-Wimmer und Salvini-
Plawen 2001) und 128.000 Arten (Hennig 1980) liegen. Eine Ubersicht der acht Klassen der
Mollusken ist mit den zugerechneten Arten und deren Habitate in Abbildung 1 (nach W.0.R.M.S)

dargestellt.

Klassen der Mollusken und deren Habitate und Artenzahl

Polyplacophora AN 1080

— Caudofoveata A 140
— Solenogastres A 310
— Cephalopoda A 850
— Monoplacophora A 30

Bivalvia AV/\ 9860

{ Scaphopoda A 580
Gastropoda A/ V¥ 78890
A marin Vintertidal A\ limnisch ¥ terrestrisch

Abbildung 1: Kladogramm der acht Mollusken-Klassen mit Angabe der Habitate und der Anzahl rezenter Arten nach
(W.0.R.M.S) adaptiert nach Smith et al. (2011) und Kocot et al. (2011).

Die Anpassungen an unterschiedliche Habitate erforderte im Laufe der Evolution physiologische
Adaptationen, z.B. der Osmoregulation (Robertson et al. 1964; Deaton et al. 1989), der
Temperaturanpassung (Segal 1961; Hoffmann 1983), an unterschiedliche Vorkommen von
Schwermetallen (Beil et al. 2019; Calatayud et al. 2021) und an die Sauerstoffverfligbarkeit (Brix et

al. 1989). Ein Aspekt der Anpassung an die Sauerstoffverfligbarkeit ist die Evolution eines



respiratorischen Proteins flir den Sauerstofftransport im Organismus. Viele Mollusken verfligen
liber Hdmocyanin als respiratorisches Protein, welches auch in Arthropoden weitverbreitet ist. Fir
einen Uberblick siehe Decker und Terwilliger (2000), Burmester (2001) und Markl und Decker
(1992). Beide Hamocyanine unterscheiden sich in der Struktur und haben sich wahrscheinlich
unabhangig voneinander entwickelt (Burmester 2001; Aguilera et al. 2013). Im Hinblick auf die in
meiner Arbeit betrachteten Himocyanine der Mollusken siehe fiir einen Uberblick Terwilliger
(1998b), Chiumiento et al. (2020), van Holde und Miller (1995), Decker et al. (2007) Kato et al.
(2018). Im Phylum Mollusca gibt es kein ubiquitdres respiratorisches Protein, die Variationsbreite
reicht von: keinem Sauerstofftransportprotein (PONDER et al. 2020), Hdmocyanin (Lieb et al. 2001;
Kato et al. 2018), Hamoglobin (Decker et al. 2014; Wang et al. 2020; Bao et al. 2021), oftmals
Myoglobin in den Muskeln (Decker et al. 2014; Bao et al. 2021) bis Himerythrin (Costa-Paiva et al.
2017). Die vorgenannten respiratorischen Proteine unterscheiden sich in ihrer
Sauerstoffbindungskapazitdt und -Affinitdt, was eine Anpassung an den andersgearteten
Sauerstoffbedarf in den Mollusken-Spezies darstellt, da das Spektrum der Lebensweise der
Mollusken von sessil bis vagil und die Erndhrungsweise von Destruenten bis Pradatoren reicht

(Hammen 1980; Vosloo et al. 2013).

Ein Fokus meiner Arbeit lag auf den jlingst entdeckten Peltospiridae-Gastropoden Chrysomallon
squamiferum (Chen et al. 2015c) und Gigantopelta aegis (Chen et al. 2015d).

Beide Peltospiridae leben in der Tiefsee in der Umgebung von hydrothermalen Quellen im
Indischen Ozean und bilden dort groRe Gemeinschaften, wobei sie sich das Habitat mit etwa 37
anderen Taxa teilen (Watanabe und Beedessee 2015). Diese ,,Hot vent” Tiefsee-Spezies haben sich
an die dort herrschenden hohen Wassertemperatur und -Druck (100 atm bei 1000 m Tiefe) (van
Dover 2000), Schwermetallvorkommen und an unterschiedlichen Sauerstoff- und Schwefelgehalt
angepasst (van Dover et al. 2001; Hundahl et al. 2003; Vosloo et al. 2013; Tao et al. 2014; Chen et
al. 2015d). Diese beiden Gastropoden-Arten haben gemein, dass ihre Habitus gréBer sind als zu
erwarten ware und morphologische Eigenarten aufweisen, die sie von anderen Gastropoden
unterscheiden (van Dover 2000; Warén et al. 2003; Chen et al. 2015d). Diese Unterschiede konnten
ein Hinweis darauf sein, dass auch die Respiration Anpassungen an diesen sehr speziellen
Lebensraum aufweist. Aufgrund der bereits bekannten Hamocyanin-Strukturen besteht die
Moglichkeit, dass in diesen Spezies weitere Himocyanin-Typen identifiziert werden kénnen.

Die bereits erwahnte Tatsache, dass nicht alle Mollusken Himocyanine aufweisen, fiihrte zur
Uberlegung, welche weiteren Sequenz-Daten sich zur Analyse im Hinblick auf Adaptationen von
Proteinen eignen kdnnten. Ferritin als ubiquitdres Protein schien ein guter Kandidat zu sein, um

Sequenz-Daten aller Mollusken-Klassen in die Untersuchung einzuschlielen. Ferritin hat in
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Mollusken, zusatzlich zur Eisenspeicherung, wie sie in allen Organismen notwendig ist, eine
besondere Bedeutung, da die exklusiv in Mollusken vorkommenden Radula-Zdahne teilweise mit
Eisenbestandteilen gebildet werden (Towe et al. 1963; Eernisse und Reynolds 1994) oder es kann
bei der Schalenbildung involviert sein (Zhang et al. 2003).

Der Grundgedanke meiner Arbeit war, dass Transkriptome Hinweise auf Anpassungen an (extrem)
Habitate und die Plastizitdt der jeweiligen Gene geben kdnnen (Kelley et al. 2016; Kenkel und Matz
2016). Die daraus resultierenden Fahigkeiten zur Anpassung an wechselnde Lebensbedingungen,
wie sie sich zum Beispiel aus dem Klimawandel ergeben, wurden in zahlreichen Publikationen
erortert, Beispiele siehe hier: Evans und Hofmann 2012; Alvarez et al. 2015; DeBiasse und Kelly
2016; Oomen und Hutchings 2017; Garcia-Souto et al. 2024.

Ich setzte mir das Ziel, Transkriptom-Sequenzen moglichst vieler Mollusken-Familien auf
respiratorische Proteine zu untersuchen, denn eine so umfassende Analyse der respiratorischen
Proteine Uber alle Mollusken-Klassen hinweg wurde noch nicht durchgefiihrt. Aus den
untersuchten Transkriptom-Daten sollten nachfolgend die Himocyanin- und Ferritin-Sequenzen
assembliert werden. Die neu assemblierten Sequenzen erganzten die bereits publizierten
Transkriptom-Sequenzen in der molekularphylogenetischen Analyse, um der Frage nach der
Evolution der Himocyanin-Gene nachzugehen.

Zur Einleitung in die Thematik stelle ich im Folgenden zuerst die einzelnen Mollusken-Klassen,
beginnend mit den artenreichsten Klassen vor, gefolgt von einer kurzen Einfihrung in die

Hamocyanine und Ferritine.

1.1. Mollusken Klassen

Gastropoden

Diese Klasse der Mollusken besiedelt alle Klimazonen der Erde (W.0.R.M.S; Barker 2001; Pearce
und Orstan 2006; Tripathy et al. 2018). Die geschitzte Anzahl der Arten schwankt je nach Autor
stark (32.000-90.000) (Barker 2001; Aktipis et al. 2008; Appeltans et al. 2012; Ponder 2019). Die
Phylogenie der Gastropoden unterliegt mit fortschreitendem Wissen immer wieder Revisionen
(Haszprunar 1988; Bouchet und Rocroi 2005; Grande et al. 2008; Aktipis und Giribet 2010; Bouchet
et al. 2017). Zurzeit sind die Gastropoden in sechs Subklassen eingeteilt. Die artenreichsten
Subklassen sind die Caenogastropoda und Heterobranchia, die mit der Subklasse Neritomorpha
alle Habitate von marin bis terrestrisch bewohnen. Die weiteren Unterklassen sind

Vetigastropoden (aquatisch lebend), Patellogastropoda, Neomphaliones und Prosobranchia, die
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alle rein marin leben (W.0.R.M.S). Es werden auch heute immer noch Mollusken-Arten entdeckt
und benannt, basierend auf Schalenanalysen in Museumssammlungen (Healy 2021), neuen
phylogenetischen Erkenntnissen (Barord et al. 2023) oder bei der Exploration von unzuganglichen
Regionen, wie der Tiefsee (Chen et al. 2015c; Lin et al. 2023). Seit jeher spielten Schnecken eine
wichtige Rolle im Leben der Menschen, friher dienten sie vorwiegend als Nahrungsmittel,
Dekoration oder zur Farbstoffgewinnung (Melzer et al. 2001; Handel 2015; Ab Lah et al. 2017),
heute sind sie ebenso relevant in der Werkstoff-Forschung (G6tze und Gobbels 2017), in der
Medizin z.B. als Krebsmedikament (Olsson et al. 1974; Benkendorff 2010; Gesheva et al. 2011;
Dang et al. 2015; Gesheva et al. 2015), in der Schmerztherapie (Safavi-Hemami et al. 2019; Layer
und Mclntosh 2006) und in der Kosmetikindustrie (Mucus als Zusatz in Cremes (Liudmyla et al.
2022; Deng et al. 2023)). Beispiele fir die kommerzielle Vermarktung von Gastropoden-
Hamocyaninen sind KLH (Megathura crenulata) von u.a. Sigma-Aldrich® und biosyn® zur
Impfstoffherstellung oder als Antigen und Fissurella latimarginata Hamocyanin in der
Medizinforschung ((fur die Entwicklung neuer Impfstoffe, Krebstherapien (Arancibia et al. 2014)).
Auf der anderen Seite gibt es Gastropoden, die schwerwiegende Schaden, nicht nur (land-
Jwirtschaftlich (wie Pomacea), verursachen, denn einige Arten dienen als Zwischenwirte fir
Parasiten, die verheerende Krankheiten beim Menschen auslésen kénnen, wie die Bilharziose (Han
et al. 2009; WHO) oder Fasziolose (WHO).

Gastropoden sind zwischen 0,5 mm und 900 mm groR, und haben von einem ,typischen”

Schneckenhaus bis hin zu einem génzlich reduzierten Haus als Nacktschnecke ein weites Spektrum

an Formen und Farben (PONDER et al. 2020) (fur einige Beispiele siehe Abbildung 2).

Abbildung 2: Beispiele der Gastropoden: 1) Lissachatina fulica, Francisco V. Bezerra Neto Publisher iNaturalist Record
licence http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/) References https.//www.inatu.../photos/344564374, 2)
Lymnaea stagnalis https://commons.wikimedia.org /wiki/File:Water_snail_Rex_2.jpg http.//creativecommons.
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org/licenses/by-nc/4.0/), 3) Rumina decollata Kristin Sweeney, Publisher iNaturalist, Record licence
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/) References https://www.inatu.../photos/344582525, 4) Chromodoris
elisabethina, afguemas Publisher iNaturalist Record licence http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/)
References https://www.inatu.../photos/344041099, 5) Austrocochlea porcata, smilelynaomi Publisher iNaturalist
Record http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/, References https://www.inatu.../photos/

343871482 6) Limax maximus, alanawylie Publisher iNaturalist Record licence http://creativecommons.org/licenses/by-
nc/4.0/) References https.//www.inatu.../photos/343746801

Im Laufe der Evolution der Gastropoden hat es zahlreiche Adaptationen an die unterschiedlichen
Habitate gegeben, wie die mehrmalige Anpassung an ein Leben an Land (Schéafer et al. 2019) und
die damit einhergehende Entwicklung von Lungen beispielhaft zeigt (Schafer et al. 2019; Ayyagari
und Sreerama 2020; Krug et al. 2022). Im Hinblick auf Himocyanine als Sauerstofftransporter ist
es wichtig zu beachten, dass die Verfligbarkeit von Sauerstoff fiir den Organismus Schwankungen
unterliegt, zwischen den Habitaten und innerhalb eines Habitats abhangig vom umgebenden
Medium, der Temperatur, dem Druck und dem pH-Wert (Penzlin 2005). Deshalb erfolgte neben
der physiologischen Anpassung an verschiedenste Habitate auch die Entwicklung verschiedener
Lebensweisen und Ernahrungsformen. Diese Differenziertheit zeigt sich z.B. in der
Erndhrungsweise: von herbivor, karnivor, detritivor, parasitar bis hin zu symbiontisch.

Zwei besondere Schneckenarten, die mit Endosymbionten in der Tiefsee leben, wurden im Zuge
der Erforschung der Tiefsee im Indischen Ozean an den Randern von tektonischen Platten bei
Expeditionen in den friihen 2000er Jahren entdeckt (van Dover et al. 2001; van Dover et al. 2002;
Copley et al. 2016) und wurden von mir im Hinblick auf ein mogliches Vorkommen von Himocyanin
untersucht. Es handelte sich hierbei um Vertreter der Ordnung Neomphalida, zum einen C.

IM

squamiferum, auch ,scaly foot snail“ genannt (van Dover 2000; Warén et al. 2003), und eine
weitere Vertreterin dieser Ordnung Gigantopelta aegis (van Dover 2000; Chen et al. 2015d)

(Abbildung 3).

10mm

10mm

Abbildung 3: Peltospiridae Spezies Chrysomallon squamiferum links (persénliche Uberlassung von Chong Chen) und
Gigantopelta aegis rechts Zool. J. Linnaean Soc. - Vol. 175, p 327,
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Diese beiden Spezies leben in der Tiefsee im indischen Ozean an heillen Schloten mit
unterschiedlichem Gehalt von unter anderem Eisen und Schwefel (Warén et al. 2003; Chen et al.
2015d; Kawagucci et al. 2016; Sun et al. 2020b) und haben eine dhnliche GréBe mit ca. 4,5 cm.
Sowohl der Habitus unterscheidet sich durch die bei C. squamiferum einzigartigen Skleriten (Warén
et al. 2003; Goffredi et al. 2004; Yao et al. 2010; Chen et al. 2015a; Okada et al. 2019), als auch die
unterschiedliche Endosymbionten-Spezies in der hypertrophierten Oesophagus Driise (Lan et al.
2021; Lan et al. 2022). Beide Arten gehoren nach heutiger Auffassung zu der Familie Peltospiridae
(Chen et al. 2015d). In dieser Biozonose wurden zwei weitere kleinere Gastropoden identifiziert,
Dracogyra subfusca (Chen et al. 2017b) und Lirapex politus (Chen et al. 2017b), welche keine
Endosymbionten wie C. squamiferum und G.aegis aufweisen. Aufgrund der auBergewohnlichen
Morphologie und der Datenlage fokussierte ich mich in meiner Arbeit auf die beiden

erstgenannten Peltospriridae, um deren respiratorische Proteine zu untersuchen.

Bivalvia

Die Klasse der Bivalvia spielt wie die Gastropoden eine wichtige wirtschaftliche Rolle. Muscheln
werden ebenso weltweit als Nahrungsmittel genutzt und ihre Schalen als Schmuck oder zu
Dekorationszwecken verwendet (Marean et al. 2007; Gosling 2015). In der Vergangenheit waren
Muschelschalen in vielen Kulturen ein verbreitetes Zahlungsmittel (Petri 1936). Neben den
vorgenannten Gastropoden-Schadlingen sind auch einige Muschel-Arten Schadorganismen, wie
zum Beispiel der als Holzschadling bekannte Schiffswurm (Teredinidae) (Bartsch 1922). Die Bivalvia
werden in zwei Unterklassen unterteilt, die unterschiedlich speziesreich sind. Neben Autobranchia
(ca. 7.700 Arten (W.O.R.M.S)) werden Protobranchia (leben ausschlieBlich marin, 739 Arten
(W.0.R.M.S)) unterschieden. Muscheln leben ausschlieRlich aquatisch (marin, limnisch oder im
Brackwasser), wobei sich ihre Lebensraume meist bis zu einer Wassertiefe von 100 m, selten bis in
die Tiefsee erstrecken. Die Schalen von Adulten kann zwischen 0,5 mm bis 1,4 m lang sein, wobei
eine Schalenhalfte bis zu 115 kg wiegen kann (Ponder 2019).

Der zweischalige Habitus der verschiedenen Spezies reicht von symmetrisch bis zu asymmetrisch,
gelegentlich auch réhrenférmig, jedoch immer ohne differenzierten Kopf. Muscheln kénnen in
ihrem naturlichen Habitat bisweilen viel farbenfroher sein, als die Schalen es vermuten lassen und
einige Beispiele sind in Abbildung 4 dargestellt. In Hinsicht auf die respiratorischen Proteine lie
sich nur in der Subklasse Protobranchia Himocyanin nachweisen (Toulmond et al. 1987; Mangum
et al. 1987; Herskovits et al. 1990), wohingegen in Arcida (Grinich und Terwilliger 1980) und einigen

Archaeheterodonten Hamoglobin in der Himolymphe gefunden wurde (Read 1962).
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Abbildung 4: Verschiedene Vertreter der Bivalvia: 1) Gari fervensis (Gmelin, 1791) Frans Slieker, (W.0.R.M.S), 2) Limaria
tuberculata (Olivi, 1792), El Bouchikhi, Khadija, (W.0.R.M.S) , 3) Lopha cristagalli (Linnaeus, 1758) Paulay, Gustav
(W.0.R.M.S), 4) Chlamys islandica (O. F. Miiller, 1776) Nozéres, Claude, alle unter Lizenz https.//creativecommons.org/
licenses/by-nc-sa/4.0/

Caudofoveata

Caudofoveata werden zusammen mit den Solenogastren als Aplacophora, also Schalenlose,
bezeichnet. Beide Klassen haben gemein, dass der Koérper schalenlos, wurmartig und mit einer
Cuticula ausgestattet ist (Abbildung 5). Caudofoveata sind Microomnivoren (Scheltema und Ivanov
2009), sie erndhren sich also von Detritus und Foraminiferen (Todt et al. 2008). Sie vergraben sich
mit Hilfe ihres oralen Schilds, wobei der posteriore Koperteil mit den Kiemen aus dem Sediment
ragt. Sie sind 0,3 bis 14 cm grolR und im Gegensatz zu den Solenogastren hauptsachlich auf der
Nordhalbkugel zu finden. Sie bevorzugen Tiefen zwischen 30 m und der Tiefsee bis 7.300 m, wie
die Scaphopoda (Scheltema und Ivanov 2009). Zur Zeit gibt es Anhaltspunkte dafiir, dass diese

Klasse iber Himocyanine verfiigt (Lieb und Todt 2008).
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Abbildung 5: Ein Vertreter der Caudofoveata ist Chaetoderma nitidulum (Lovén, 1844), mit den typischen Scleriten auf
der Kérperoberfliche, die wie ein Fell aussehen kénnen (W.0.R.M.S) Lizenz https://creativecommons.org/licenses/by-nc-

sa/4.0/

Cephalopoden

Eine fiir ihre auBergewohnlichen Fahigkeiten und ihre herausragende Intelligenz gerihmte
Mollusken-Klasse sind die Cephalopoden (Nixon und Young 2011, 2003; Mather 2008). Mit ca. 840
rezenten Arten sind sie weniger artenreich, wie die Gastropoden und Bivalvia (W.0.R.M.S), ihre
KorpergroRe variiert zwischen wenigen Zentimetern bis hin zu dem sagenumwobenen
Riesenkalmar mit bis zu 13 m Ldnge (einige Vertreter der Cephalopoden sind in Abbildung 6
dargestellt) (Roper und Shea 2013). Die Cephalopoden leben ausschlieflich marin und erndhren
sich Uberwiegend karnivor. Als Anpassung an diese Nahrungsaufnahme verfiigen sie tber einen
bei Mollusken einzigartig umgebildeten Kiefer, den sogenannten Schnabel. Zum Genus Sepia
gehorende Spezies kénnen nicht nur ihre Kérperfarbe, sondern auch ihre Oberflachenstruktur
beliebig in Sekundenschnelle anpassen (Hanlon, R. T. and Messenger, J. B. 1988; Cloney und
BROCCO 1983). Cephalopoden werden, ebenso wie Bivalvia, in zwei Subklassen unterteilt, in
Nautiloidea und Coleoidea. Nautiloidea haben eine typische gekammerte Schale, die bei Coleoidea
fehlt (sie liegt reduziert im Mantel oder ist vollstindig reduziert). Im Gegensatz zu den anderen
Klassen der Mollusken bewegen sich Cephalopoden mit Hilfe des RickstoBprinzips und

Flossenbewegung fort und kénnen sich schnell fortbewegen (Webber et al. 2000; Truemen 1983).
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Abbildung 6: Ubersicht von Vertretern der Cephalopoden: 1) Rossia macrosoma, Picton, Bernard (W.0.R.M.S), 2) Sepia
officinalis, Rosier, Gaynor, (W.0.R.M.S) 3) Loligo vulgaris, Pillon, Roberto (W.0.R.M.S), 4) Callistoctopus macropus Pillon,
Roberto (W.0.R.M.S), 5) Nautilus pompilius, Hillewaert, Hans (W.0.R.M.S), 6) Callistoctopus macropus, Pillon, Roberto,
(W.0O.R.M.S), alle unter Lizenz https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Die Vertreter dieser Klasse leben im Gegensatz zu den vorgenannten Gastropoden und Bivalvia
meist pelagisch oder benthisch. Ihre Lebensweise stellt andere Anforderungen an die Physiologie
als bei Gastropoden und Muscheln, Nahrstoffe und Sauerstoff miissen effektiver fiir den erhéhten
Bedarf bei schneller Lokomotion zur Verfligung gestellt werden, was durch Anpassungen des
Nerven- und Vaskularsystems erfolgte (Webber et al. 2000). Der erhohte Sauerstoffbedarf wird

teilweise Gber Anpassungen des Hamocyanins gedeckt (Oellermann et al. 2015; Brix et al. 1989).

Monoplacophora

Monoplacophoren haben, wie der Name bereits beschreibt, nur eine Schale. Dieser Klasse werden
30 rezente Arten zugeordnet (W.0.R.M.S). Sie galten lange als ausgestorben bis 1957 die
Entdeckung eines Exemplars bei einer Tiefsee-Expedition gelang (Lemche 1957). Typischerweise
leben die Vertreter dieser Klasse in der Tiefsee (177 m bis iber 6.000 tief) (Wilson et al. 2009;
Rosewater 1970) und die Schalen sind oft weil oder farblos und meist nur wenige Millimeter lang
(Haszprunar 2008). Diese Eigenschaften erschweren die Erforschung, die Bestimmung und die
Gewinnung von Proben. Nachweise fiir Himocyanine in dieser Klasse sind bis jetzt noch nicht

erbracht worden.
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Polyplacophora

Polyplacophoren, oder auch Chitone genannt, leben ebenfalls ausschlieflich marin.
Kennzeichnend sind die acht Schalenplatten, die von einem Girtel eingefasst werden. Dieser
Gurtel kann Scleriten aufweisen, und die Schalenplatten kénnen von Aestheten durchbrochen sein
(Todt et al. 2008). lhre Lebensweise ist benthisch, meist leben sie in der Brandungszone, manche
Arten findet man aber auch in der Tiefsee (Kaas et al. 2006; Schwabe 2008; Sigwart et al. 2010).
Die KorpergroRe der Polyplacophoren reicht von wenigen Zentimetern bis zu dem groRten
Vertreter Cryptochiton stelleri mit bis zu 36 cm Lange (PONDER et al. 2020). lhr Kérperbau weist
einen Ful auf mit dem sie sich am Substrat festsaugen konnen. Die einzigartig gegliederte Schale
|asst es zu, dass sie sich bei Gefahr zusammenrollen. Meist leben sie als Weideganger, aber auch
andere Erndhrungsformen wie detritophag, karnivor, spongivor und andere kommen vor (PONDER
etal. 2020). Einige Vertreter dieser Klasse sind in Abbildung 7 gezeigt. Uber die Himocyanine dieser

Klasse ist nur wenig bekannt, zurzeit ist keine vollstandige Hdmocyaninsequenz in NCBI hinterlegt.

i I
% o

F oy e ,_,:@ ‘ &

. @

Abbildung 7: Verschiedene Polyplacophoren in ihren Habitaten: 1) Acanthochitona fascicularis, 2) Tonicella lineata, 3)
Rhyssoplax corallina, 4) Callochiton septemvalvis, 5) Callochiton septemvalvis, 6) Ischnochiton rissoi, alle Bilder aus
(W.0.R.M.S) nach der Lizenz https.//creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Scaphopoda

Scaphopoda oder Kahnfiier leben marin und gleichen der Erscheinung nach einer Réhre oder

einem StoRzahn, wie die englische Bezeichnung tusk shell beschreibt (Abbildung 8). Die Rohre
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dieser Tiere wird maximal 15 cm lang. Sie graben sich in den Boden ein, und nur der reduzierte
Kopf mit den Captacula ragt heraus. Ihr Lebensraum erstreckt sich bis in eine Tiefe von ca. 6.000
m, selten leben sie intertidal (Ponder 2019). Die Scaphopoda werden in die Ordnung Dentaliida
und Gadilida, die beide dhnlich artenreich sind, eingeteilt (insgesamt 577 Arten (W.0.R.M.S)). Die
Gehduse dienten ebenfalls oft als Schmuckelemente oder wurden auch als Muschelgeld genutzt
(Erlandson et al. 2005; Clark 1963). Es liegen keine Bestatigungen fiir Hamocyanin als

respiratorisches Protein in dieser Klasse vor (Reynolds 2002; Lieb und Todt 2008).

Graptacme calamus
Bahamas, Bimini, near Cay Sal Island, at 15 m depth
NMR 197010. Actual size 18 mm

18 mm

Abbildung 8: Die Schale von Graptacme calamus, (W.0.R.M.S) Lizenz https://creativecommons.org/licenses/by-nc-
sa/4.0/

Solenogastres

Solenogastres werden auch Furchenfiiler genannt. Sie leben ebenfalls ausschliellich marin, sind
schalenlos und meist sehr klein, nur wenige Arten werden bis zu 30 cm groR (PONDER et al. 2020).
Sie leben in Tiefen bis ca. 4.000 m in allen Ozeanen, sind aber hauptsachlich auf der stdlichen
Halbkugel zu finden (Garcia-Alvarez et al. 2000). Ihre Kérper haben eine harte Haut, die Cuticula,
die mit Spiculi bedeckt ist, die wie ein Fell aussehen kdnnen (siehe Abbildung 9). Sie sind oft auf
Korallen zu finden von denen sie sich erndhren. Der Korper ist wenig differenziert, der Kopf ist
lediglich durch den Mund zu erkennen und sie haben eine namensgebende Furche auf der
ventralen Kérperseite. Auch diese Klasse weist nach heutigem Kenntnisstand kein Hdmocyanin auf

(Lieb und Todt 2008).
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Abbildung 9: Der Vertreter der Solenogastren Amboherpia heterotecta Handl & Salvini-Plawen, 2002, mit seinen hellen

Spiculi, die wie Haare wirken. Quelle: Wikipedia, Lizenz siehe https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

1.2. Struktur des Hamocyanins

Fir das Phylum Mollusca, wie auch fiir die Arthropoden, wird das Hdmocyanin verallgemeinernd
als respiratorisches Protein, der sogenannte Blutfarbstoff angefiihrt. In beiden Fallen dieser
Hamocyanine binden Sauerstoffmolekile im aktiven Zentrum an Kupferionen und die Proteine
flotieren frei in der Himolymphe, wogegen sich die 3D-Struktur der Hdmocyanine der beiden Phyla
grundsétzlich unterscheidet. Fiir einen Uberblick siehe van Holde und Miller 1995; Markl und
Decker 1992; van Holde und Miller 1982; Bonaventura et al. 1981. Das Hdmocyanin der Mollusken
ist ein groBes Protein (3,3 bis 15,3 MDa) und wurde schon 1878 von Fredericq L. beschrieben.
Weitere bekannte Blutfarbstoffe sind Hamoglobin und Hamerythrin, welche Eisen im aktiven
Zentrum aufweisen (York und Bearden 1970; Momenteau et al. 1976). Myoglobin, welches wie
auch Hdmoglobin zu den Ham-Proteinen gehort, ist ein muskulares Sauerstoff-Speicherprotein und
ist bekanntermaRen in vielen Tierstimmen zu finden (Tentori 1970). Himocyanin hat neben der
Sauerstofftransportfunktion auch eine wichtige Aufgabe in der angeborenen und humoralen
Immunitat der Mollusken (Dolashka-Angelova et al. 2009; Yao et al. 2019; Coates und Nairn 2014).

Zudem wurde in Sepia officinalis nachgewiesen, dass Himocyanin je nach Entwicklungsstadium
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unterschiedlich exprimiert wird (Decleir et al.; Streit et al. 2005; Yao et al. 2019) und zudem wurde
in den Eiern und dem friithen Larvenstadium von S. officinalis eine dritte Hamocyanin-Isoform
entdeckt (Thonig et al. 2014).

Mollusken-Hamocyanine waren schon Mittelpunkt vieler Studien und sind in der Literatur
ausfiihrlich diskutiert worden. Fiir einen Uberblick siehe sich Decker und Terwilliger (2000), Markl
(2013), Kato et al. (2018) und Coates und Costa-Paiva (2020). Die Struktur des Mollusken-
Hamocyanins wird mit sieben oder acht ,,Funktionellen Einheiten” (FU) angegeben und von FU a
bis FU g bzw. FU h benannt (Lamy et al. 1987; Harris et al. 1993; Gebauer et al. 1999b; Lieb et al.
1999; Gebauer et al. 1999a; Gatsogiannis et al. 2007). Die einzelnen FUs sind zwischen ca. 400 bis
500 Aminosauren lang und jede FU verfligt (iber ein aktives Zentrum, an dem ein Sauerstoffmolekiil
reversibel gebunden wird (Markl 2013; Kato et al. 2018). Die globuldren FUs werden, wie eine Kette
mit durch Linkerpeptide verbundene Perlen, zu Monomeren (bestehen aus ca. 3400 Aminosauren
(Lieb et al. 2000; Altenhein et al. 2002; Lieb et al. 2004)) assembliert, die wiederum zu Dekameren,
Didekameren oder Mulitdekameren assoziieren (Herskovits und Hamilton 1987; Miller et al. 1990;
van Holde et al. 1991; Bonafe et al. 1994; Harris et al. 2004; Markl 2013; Gatsogiannis et al. 2015).
Ein Dekamer bildet aus zehn Monomeren die Form eines Zylinders, der von einem sogenannten
Kragen an einer Seite umgeben wird. Der Zylinder kann mehr oder weniger gefiillt sein, ein Beispiel
flr eine 3D Kristall-Struktur siehe Abbildung 10 (Bergmann et al. 2006; Lieb et al. 2010; Gai et al.
2015; Matsuno et al. 2015).

Abbildung 10: links: PDB ID 4YD9: Kristallstruktur des Hdmocyanins von Todarodes pacificus (Matsuno et al. 2015), rechts:
PDB-ID 4BED: Keyhole limpet Hdmocyanin (KLH): 9A cryoEM Struktur und molekulares Model von KLH1 Didekamer,
welches die Schnittstellen und die komplizierte Topologie der 160 Funktionseinheiten darstellt.

Im Grundsatz lassen sich heute die vier nachfolgend dargestellten Hamocyanin-Typen

unterscheiden (Abbildung 11), wobei die Farben fiir die paralogen FUs stehen und die schwarzen
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Balken die Linkerpeptide zwischen den FUs reprasentieren. Die Linkerpeptide sind zwischen 10 und
20 Aminosauren lang und liegen up- und downstream von den Linker Introns, die die Exons
verbinden (loannes et al. 2004; Gatsogiannis et al. 2007). Es wird der Squid-Typ mit der Duplikation
der FU-d (Sepiidae), der Nautilus-Typ mit sieben FUs (Miller et al. 1990; Bergmann et al. 2006;
Gatsogiannis et al. 2007; Markl 2013), der Megahdamocyanin-Typ mit insgesamt sieben FU fs
(Schafer et al. 2021a) und der Keyhole limpet Typ mit acht FUs (Harris et al. 1993; Gebauer et al.
1999a; Kato et al. 2018) unterschieden.

Funktionale Einheiten (FU)
a) Squid-Typ H u n n Sepiidae
b) Nautilus-Typ H u u Nautilidae, Octopodidae

c) Megahemocyanin-Typ H u u

Cerithioidae

d) Keyhole-limpet-Typ H u n Fissurelidae, Haliotidae

Abbildung 11: Schematische Darstellung der ,,Funktionellen Einheiten” (FU) der bisher bekannten Himocyanin-Typen:
Squid-Typ (Sepiidae), Nautilus-Typ in Nautilidae und Octopodidae (Bergmann et al. 2006; Gatsogiannis et al. 2007; Markl
2013; Miller et al. 1998; Lamy et 1987, Megahdmocyanin-Typ (Cerithioidae) (Schdfer et al. 2021a; Lieb et al. 2010) und
Keyhole limpet-Typ (Fissurelidae und Haliotidae) adaptiert nach (Kato et al. 2018; Gebauer et al. 1999a). Die Farben
reprdsentieren die jeweiligen FUs, die schwarzen Striche symbolisieren die Linkerpeptide, die die einzelnen FUs verbinden.

Der Fokus meiner Arbeit liegt auf der Analyse von Transkriptom-Sequenzen, welche keine
gesicherten Aussagen Uber die Art der Dekamer-Bildung zulassen, demzufolge begrenze ich hier

die Ausfihrungen zur Struktur der Hdmocyanine.

1.3. Genstruktur von Hamocyaninen

Die Genstruktur spiegelt sich im Aufbau des Proteins aus diskreten FUs, die durch kurze
Linkerpeptide verbunden sind, wider (Altenhein et al. 2002). Beginnend mit einem Signalpeptid
reihen sich die FUs kodiert durch mit Linkerpeptiden und internen Introns verbundene Exons
aneinander (Lieb et al. 2001; Lieb et al. 2004; Altenhein et al. 2002; Bergmann et al. 2006).
Innerhalb der Exons kdnnen sich mehrere interne Introns, die fiir das jeweilige Taxon spezifisch
sind, befinden (Schéafer et al. 2021c; Altenhein et al. 2002; Bergmann et al. 2006; Lieb et al. 2001).
Die Zahl der internen Introns variiert stark von wenige einzelne bis insgesamt iber 50 interne
Introns je Gen (Schéafer et al. 2021a; Lieb und Markl 2004). PONDER et al. (2020) fiihrten aus, dass

viele Mollusken iber Hdmocyanine verfligen, bei den Bivalvia ist dies lediglich von der Subklasse
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der Protobranchien bekannt, Scaphopoden und Solenogastren haben nach heutigem
Kenntnisstand keine respiratorischen Proteine (PONDER et al. 2020; Lieb und Todt 2008). Bei den
Gastropoden ist Hamocyanin sehr verbreitet, wobei die Unterklasse Patellogastropoda kein
Hamocyanin besitzt (Warnke et al. 2011). Fir Caudofoveata wurden bereits Hinweise auf
Hamocyanin gefunden (Lieb und Todt 2008).

Durch Sequenzvergleiche, wie mittels der Maximum Likelihood Methode, kann ermittelt werden,
wie die Merkmale (Ranneby 1984; Pagel 1999), hier Himocyanin-Gene, evolvierten. Nach Lieb et
al. (2000) ist die urspriingliche Himocyaninsequenz aus FU-a bis FU-h aufgebaut, was sich dadurch
zeigt, dass bei phylogenetischen Analysen der einzelnen FUs diese entsprechend zusammen einen
Cluster bilden und es sich um orthologe Sequenzabschnitte handelt. Dies weist darauf hin, dass
Hamocyanin vor der Diversifikation der Klassen vorhanden war und dass Duplikationen von
Teilsequenzen, aber auch zu Sequenz-Verlusten im Lauf der Evolution stattfanden (Lieb et al.
2000).

Die Aussagekraft von Gensequenzen unterscheidet sich zu den Transkriptom-Sequenzen dadurch,
dass die internen und Linker Introns durch Splicing aus der Pra-mRNA entfernt werden und somit
nicht im fertigen Transkript enthalten sind. In der Betrachtung der Exon-Intron-Struktur der
Gensequenzen, im Vergleich zur Proteinsequenz, erhalt man somit Auskunft Gber die Anzahl und
Position der internen Introns, und im Vergleich mit weiteren Sequenzen kann so auf mogliche
evolutionare Ereignisse geschlossen werden (Schafer et al. 2021c). Beispiele fir reprasentative
Exon-Intron-Sequenzen von Hamocyanin-Genen mit internen und Linker Introns sowie den FUs im

bekannten Farbschema sind in Abbildung 12 dargestellt.

Lepetellida Hcs KLH, HrH, HtH

b i \’ \

Chitonida

b i Y b

OctopodoideaHcs OdH, OvH, ObH

ﬁ 0 y 9 § J

Nautilus

Y b 4 \ b \

ﬂll Internal Intron Phase 0, 1, 2 {} Linker Intron Phase 1

Abbildung 12: Schema reprdsentativer Himocyanin-Gensequenz (Hcs: Himocyanine, KLH=keyhole limpet Hidmocyanin,
HrH= Haliotis rubra, HtH= Haliotis tuberculata Hdémocyanin) mit dem Farbschema fiir die orthologen FUs und den internen
Introns mit Pfeilen in weifs, grau und schwarz (Phase 0-2), Linker Introns sind in gelb dargestellt, nach Schdfer et al.
2021b).
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1.4. Ferritin

Ferritin ist ein Eisenspeicher-Protein und ist ubiquitar in Tieren, Pflanzen und Bakterien verbreitet
(Theil 1987). Es verhindert toxische Auswirkungen auf Zellen durch Bindung von Eisen und dient
als Eisenspeicher, um Eisenreserven fiir den Organismus bereitzustellen (Kenneth M. Towe, H. A.
Lowenstam and M. H. Nesson 1963; Wilbur und Hochachka 1983; Andrews et al. 1992). Die 3D-
Strukutur von Ferritin ist hochkonserviert, bestehend aus 24 Proteinuntereinheiten mit einem
Durchmesser von ca. 12 nm (Chang et al. 2023; Theil 2011; Andrews et al. 1992). Es wurden
mehrere verschiedene Untereinheiten gefunden, die sogenannte , Light-chain“ (L), die ,Heavy-
chain” (H) (Theil 2011) und eine weitere Untereinheit, die ,Middle-chain® (M-chain) (Dickey et al.
1987). Die H-Kette besitzt, im Gengensatz zur L-Kette, ein dinukleares Ferroxidase-Zentrum, das
fir eine schnelle Eisen-Oxidation verantwortlich ist (Chasteen und Harrison 1999; Crichton und
Declercq 2010; Harrison und Arosio 1996). Die Zusammensetzung von Ferritin aus L- und H-
Untereinheiten in Vertebraten ist gewebespezifisch und unterscheidet sich in einem Organismus
(Kenneth M. Towe, H. A. Lowenstam and M. H. Nesson 1963). Die M-Kette findet sich in niederen
Vertebraten und diese besitzt Ferroxidase-Aktivitat und eine Eisenspeicher-Eigenschaft (Giorgi et
al. 2008). Fur Lymnaea stagnalis wurde ein Soma- (X56778) und ein Dotter-Ferritin (X56779)
nachgewiesen (Andrews et al. 1992). Die 24 Ferritin-Proteinuntereinheiten sind in einer 4-3-2-
Symmetrie angeordnet, und die Untereinheiten bilden eine Schale in deren Hohlraum bis zu 4500
Fe(lll)* Atome als anorganische Komplexe aufgenommen werden kénnen (Andrews et al. 1992).
Die Untereinheiten sind als 4-Helix-Blindel mit einer 5. Helix, die im 60-Grad-Winkel zur

Blindelachse steht, aufgebaut (Theil 1987) (Abbildung 13).

Abbildung 13: Mollusken-Ferritin in 3D-Darstellung (6L1J, Crassostrea gigas ferritin) links und rechts ist ein Monomer mit

den vier alpha-Helices (Li et al. 2020) (EC: 1.16.3.1) beispielhaft herausgestellt.
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Die Notwendigkeit Eisen zu binden und fir den Organismus verfiligbar zu bevorraten, ist aufgrund
der zum einen toxischen und zum anderen lebenswichtigen Eigenschaften des Eisens fiir nahezu
alle Lebewesen wichtig, da Eisen in vielen aktiven Zentren von Enzymen und in
Sauerstofftransportproteinen benétigt wird und somit unverzichtbar ist (Stern 1937; Patwardhan
1958; Frey und Reed 2012). Um diese verschiedenen Funktionen wie Speicherung und
Bereitstellung von Eisen zu gewahrleisten haben sich Ferritine mit unterschiedlichen Eigenschaften
und Regulationsmechanismen entwickelt. Das Dotter-Ferritin von L. stagnalis besitzt eine 18
Aminosaure (AS) lange Leader-Sequenz fir die Sekretion und ist unter Entwicklungskontrolle,
wogegen das Soma-Ferritin nicht-sekretorisch ist und durch den intrazelluldren Eisenlevel auf dem
Translationsniveau reguliert wird (Andrews et al. 1992). Fiir die Regulation der Translation ist das
28 bp lange sogenannte Iron-Responsive Element (IRE) in der 5’ UTR in den nicht-sekretorischen
Ferritinen ausschlaggebend. Das IRE bildet einen ,Loop” aus 6 Basenpaaren (bp), namentlich
CAGUGX, wobei X # G ist und C sehr wichtig fiir die Funktion ist (La Coba de Pefia et al. 2016).

Die Forschung zu Ferritinen in Mollusken hat hervorgebracht, dass fiir verschiedene Bivalvia bis zu
vier Ferritine wie in Mizuhopecten yessoensis nachgewiesen wurden (Zhang et al. 2013), drei in
Argopecten irradians (HQ225741.1, HQ225739.1, HQ225743.1, wobei Ferritin 1 und Ferritin 2 auch
unter GU263464.1 und GU2634623.1 veroffentlicht wurden) und flir Ruditapes philippinarum zwei
Ferritine (KF017278.1, HQ174258). Auch fiir Gastropoden-Spezies sind mehrere Ferritine bekannt:
flr Conus ebraeus (KX963315, BKO60471, BK060472), Conus ermineus (MH360399, MH360400),
Haliotis discus hannai (DQ845482, GU479917, EU660052), und Haliotis rufescens (MH006612,
MHO006611). In Anbetracht der groRen Artenvielfalt dieses Phylums ist das Wissen lber Ferritine
in Mollusken sehr gering.

Die beiden hier im Fokus stehenden Gastropoden C. squamiferum und G. aegis leben wie bereits
erwdhnt im Indischen Ozean in direkter Nahe zu heiRen Schloten an den Randern der dortigen
tektonischen Platten und haben sich jeweils an die ganz spezifischen Gegebenheiten angepasst.
Der Eisengehalt im , Kairei-vent field” ist um das 58-fache hoher als im ,,Solitaire-vent field” (Sun
et al. 2020a) und es stellt sich die Frage, ob durch die unterschiedliche Exposition von Eisen sich
die Adaptation im Hinblick auf Ferritine feststellen lasst.

Besonders in eisenhaltigen Habitaten, wie sie an Schloten der Tiefsee vorkommen kdnnen, kann
man davon ausgehen, dass Ferritin eine besonders wichtige Aufgabe zukommt (Liu et al. 2019). Die
Schlote der Tiefsee stoRen unterschiedliche Konzentrationen verschiedener Schwermetalle (Eisen,
Sulfide) und Gase (Methan, Wasserstoff, Chlor, H,S) aus und weisen oft niedrige pH-Werte und
Sauerstoffkonzentrationen auf (Kawagucci et al. 2016; Vosloo et al. 2013; Wang et al. 2020; van

Dover et al. 2001).
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1.5. Phylogenie der Mollusken

Seit Beginn der systematischen Ordnung des Tierreiches wird versucht die Stammesgeschichte der
Mollusken in phylogenetischen Analysen basierend auf wechselnden morphologischen und
molekularen Merkmalen zu ergriinden (Aktipis et al. 2008; Smith et al. 2011; Ayyagari und
Sreerama 2020; Pohle et al. 2022). Die Einordnung der Mollusken-Klassen, die in Abbildung 1
widergegeben ist, ist durch die bisherige Forschung sehr gut unterstiitzt, dennoch gibt es fir
einzelne Ordnungen unterschiedliche und diskutierte Positionen in der Phylogenie, fiir einen
Uberblick siehe: Aktipis und Giribet 2012; Krug et al. 2022; Zapata et al. 2014; Giribet et al. 2006.
Auch die Zusammenfassung dieser Ordnungen in verschiedene Taxa, wie das Taxon Aculifera, ist
der Stand der heutigen Forschung und resultierte aus sich wandelnden Daten (Aktipis und Giribet
2010; Bouchet et al. 2017). Eine Ubersicht iiber die Konversion dieser Zuordnungen findet sich
unter anderem in PONDER et al. (2020). Grundlage meiner Arbeit ist die Pramisse, dass mit
Hamocyanin-Sequenzen phylogenetische Analysen durchfiihrbar sind, was in vorherigen Arbeiten
von Schéfer et al. (2019), Streit et al. (2006) und Lieb und Markl (2004) gezeigt wurde. Auch wurden
phylogenetische Analysen der Ferritin-Sequenzen bereits durchgefiihrt (Salinas-Clarot et al. 2011;

Adameyko et al. 2021; Andrews et al. 1992; Andrews 2010).

1.6. Ziel

Meine vorgelegte Arbeit zielte darauf ab, eine umfassende Untersuchung der verfligbaren
Transkriptomdaten von Mollusken hinsichtlich respiratorischer Proteine, wie Hamocyanin,
Hamoglobin und Hamerythrin durchzufiihren. Ich habe mehrere Schwerpunkte gesetzt, zum einen
die Untersuchung auf respiratorische Proteine aller Mollusken-Klassen, wie auch die Vergleiche
der Hamocyanin-Sequenzen mit den bereits bekannten Hamocyanin-Typen. Mittels der
Erweiterung der verfligharen Daten beziiglich der Hdmocyanin-Sequenzen der Mollusken wurden
phylogenetische Analysen mit diesen Sequenzdaten durchgefiihrt, um die Frage nach der Evolution
des Hamocyanins in Mollusken und die Verwandtschaftsverhidltnisse der Mollusken-Klassen in
Bezug auf die Hdmocyanine aufzuklaren. Im Laufe der Forschung wurden immer neue Hamocyanin-
Typen entdeckt und aufgrund der vielen Taxa, die noch nicht untersucht wurden, ist es
wahrscheinlich weitere Typen zu entdecken. Den durchgefiihrten Analysen lag die Frage nach der
Evolution der Hamocyanin-Gene und deren Vorkommen und Typus in einer umfangreicheren
untersuchten Artenzahl der Mollusken zu Grunde. Des Weiteren welche Klassen und Familien
Hamocyanine oder andere respiratorische Protein aufweisen und der Ursache, warum sich

unterschiedliche Blutfarbstoffe in einem Phylum entwickelt haben.
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Ein weiterer Schwerpunkt war die Untersuchung der Ferritine besonders im Hinblick auf die beiden
Tiefsee-Gastropoden C. squamiferum und G. aegis. Die Ferritine sollten durch den Vergleich mit
moglichst zahlreichen Ferritin-Sequenzen von Arten aus unterschiedlichen Habitaten erfolgen, was
durch die parallelen Assemblierungen und Analysen der Ferritin-Sequenzen erfolgen sollte.

Alle diese Fragen sollten Hinweise auf die Anpassungsfahigkeit und die Wege der Adaptation von
ubiquitdren und lebensnotwendigen Proteinen geben, um Hinweise auf die Uberlebensfihigkeit
von Mollusken in Zukunft zu erhalten. Aufgrund der wirtschaftlichen und 6kologischen Relevanz
dieser artenreichen Metazoen-Gruppe sind diese Fragen sehr bedeutend und sollen AnstéRe fiir

weiterfiihrende Forschungsfragen geben und das offentliche Interesse fordern.

2. Material und Methoden

2.1. Hamocyanine

Fir die de novo Assemblierungen wurden im ersten Schritt die Rohdaten aus dem Sequence Read
Archive (SRA) im FastQ-Format (Cock et al. 2010) mit SRA-Toolkit Version 3.0.6 oder neuer in
Geneious® R9 importiert. ,Paired reads” wurden mit ,set paired reads” gesplittet und
anschlieRend mit BBDuk Adapter/Quality Trimming (Version 35.49 by Brian Bushnell) getrimmt
(Standardparameter). Fir die iterative Assemblierung der Hamocyanin-Sequenzen wurden die
reads gegen Megathura crenulata (mRNA hemocyaninl AJ698339.2) gemappt. Die
Konsensussequenz zeigte ggf. vorhandene Ubereinstimmungen von KLh1 mit den ,,gemappten”
reads. Es wurde ein moglichst langer und eindeutiger Sequenzabschnitt aus der Konsensussequenz
als Referenz-Sequenz extrahiert. Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt, bis entweder keine
Reads mehr ,,mappten”, bei 3" ein Stopcodon das Ende des Open Reading Frames (ORF) anzeigte
und 5" auch ein Stopcodon oder keine eindeutige Consensus Sequenz ermittelt werden konnte.
Der so in Geneious® ausgewdhlte ORF wurde als vollstindige Transkriptom-Sequenz des
Hamocyanins verwendet. Die gleiche Vorgehensweise wurde fiir die Assemblierung von
Hamoglobin (AM167926.1 Biomphalaria glabrata) und Hamerythrin (Leptochiton rugatus
Hamerythrin KY929244.1) durchgefiihrt. Zuséatzlich zu den neu assemblierten Sequenzen wurden
bereits publizierte Hamocyaninsequenzen mit in die Analysen eingeschlossen. Grundsatzlich
wurden die Nukleotid-Sequenzen mit dem in Geneious® R9 implementierten MUSCLE Algorithmus
(Edgar 2004) aligniert (Standardparameter), die Aminosduresequenzen (AS) mit ClustalW
(Thompson et al. 1994) mit der Matrix Blosum (implementiert in Geneious®) und eine statistische

Auswertung der Identity in % mit Microsoft® Excel® fiir Microsoft 365 MSO (Version 2405 Build

27



16.0.17628.20006) 64 Bit angeschlossen. Die Alignments dienten als Basis flr die phylogenetischen
Analysen. Um das beste Evolutionsmodell zu bestimmen, wurden in MEGA X (Kumar S, Stecher G,
Li M, Knyaz C, and Tamura K 2018) ,find best model” mit den Alignments durchgefiihrt. Diese
Modelle wurden fir die Erstellung der jeweiligen Phylogramme gewahlt (Del Amparo und Arenas

2023).

An die Assemblierung der Hamocyaninsequenzen der Peltospiridae wurde die Analyse der
assemblierten Isoformen der Himocyanine von C. squamiferum und G. aegis angeschlossen. Die
Sequenzen wurden in die einzelnen FUs unterteilt, benannt nach der Position im Transkriptom mit
FU 1 bis FU 8 bzw. FU 11 fir die zweite Isoform. Die Teil-Sequenzen wurden in die AS Sequenzen
in Geneious® translatiert. Um nun weiter zu untersuchen, welche FUs orthologe sind, wurden die
einzelnen FUs der beiden Isoformen von C. squamiferum in einem Alignment verglichen und in
einem weiteren die Sequenzen der in Tabelle 1 genannten Arten ebenso in die FUs unterteilt und
ein Alignment in Geneious® mit ClustalW (Matrix Blosum) und Standardparameter der Sequenzen
durchgefiihrt. Um die Clusterung darzustellen, wurde in Geneious® mit dem Plug-in PHYML tree
(Guindon et al. 2010) ein ungewurzelter Baum mit dem AS Substitutions-Model LG+G+| mit dem
Branch support bootstrap 100 berechnet. Dieses Vorgehen zur Bestimmung orthologer
Hamocyanin-Sequenzbereiche entspricht dem bereits publizierten von Lieb et al. (1999), Lieb und

Markl (2004) und Warnke et al. (2011; Yao et al. 2019).

Tabelle 1: Ubersicht der Arten mit Angaben zu Subklasse, (Super-)Ordnung und Familie fiir die Analyse der FUs der
Peltospiridae Hdmocyaninaminosdure-Sequenzen, aligniert mit ClustalW (Blosum (Standardparameter)) und die
anschliefSende Berechnung des Phylogramms mit dem AS Substitutions-Modell LG+G+l in PHYML.

Subklasse Ordnung/Superordnung | Familie Spezies

Neomphaliones | Neomphalida Neomphalidae C. squamiferum h 1, h 2
Neomphaliones | Neomphalida Peltospiridae G. aegis h 2
Vetigastropoda | Lepetellida Fissurellidae Megathura crenulata h 1
Caenogastropoda | Neogastropoda Muricidae Rapana venosa h 2
Coleoidea Sepiida Sepiidae Sepia officinalis h 1

Somit konnte bestimmt werden, welche Sequenzbereiche die groRte Ahnlichkeit zueinander

aufwiesen und somit orthologe Sequenzabschnitte sind.

Diese Vorgehensweise zur Ermittlung der orthologen FUs wurde fiir die Himocyanin-Sequenz von

Laevipilina hyalina mit den in Tabelle 2 genannten Hdmocyanin-Sequenzen wiederholt.
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Tabelle 2: Ubersicht der Arten mit Angabe zu Subklasse, (Super-)Ordnung und Familie fiir die Analyse der FUs der
Monoplacophora-Hdmocyaninaminosdure-Sequenzen, aligniert mit ClustalW (Blosum (Standardparameter) und die
anschliefSende Berechnung des Phylogramms mit dem AS Substitutions-Modell LG+G in PHYML.

Subklasse Ordnung/Superordnung | Familie Spezies

Neopilinida Neopilinidae Laevipilina hyalina
Heterobranchia |Stylommatophora Helicidae Cornu aspersum alphaN
Vetigastropoda | Lepetellida Fissurellidae Megathura crenulata h 1
Caenogastropoda | Neogastropoda Muricidae Rapana venosa h 2
Coleoidea Sepiida Sepiidae Sepia officinalis h 1

AnschlieBend wurden die orthologen Sequenzabschnitte aller hier vorhandenen Hamocyanin-
Sequenzdaten der Mollusken (FU-b bis FU-g) und aller Gastropoden (vollstdndige Sequenzen) und
die Sequenzen auf Unterklassen Ebene (Caenogastropoden, Vetigastropoden, Heterobranchia,
Neomphaliones) und Ordnung (Trochida, Lepetellida) in Geneious® aligniert (MUSCLE,
Standardparameter (Edgar 2004)).

Ein Phylogramm wurde mit den Hamocyaninsequenzen von FU-b bis FU-g der Mollusken in
Geneious® R9 mit PHYML berechnet. Die Baumrekonstruktion wurde mit dem zuvor ermittelten

besten Evolutionsmodell durchgefiihrt, mit dem Bootstrap-Verfahren (Bootstrap-Wert 100).

Fir weitere Untersuchungen wurden das Genom von C. squamiferum und von G. agegis mit
megablast von NCBI (Altschul et al. 1990) gegen die Transkriptom-Sequenz der Hamocyanine
aligniert. Die entsprechende Gensequenz auf C. squamiferum wurde anschliefend in GeneWise
(Madeira et al. 2022) gegen die translatierte Proteinsequenz gemappt. Das Ergebnis gab die Exons
und Introns mit der jeweiligen Sequenz und Phase aus. Das Vorgehen wurde mit den Sequenzen

von G. aegis wiederholt.

Fir die Analyse von Hamocyaninen der Bivalvia habe ich die Genome der Arten Tegillarca granosa
(GCA_029721355.1), Potamilus streckersoni (GCA_016746295.1), Megalonaias nervosa
(GCA_016617855.1) und Margaritifera margaritifera (GCA_029931535.1) gegen KLH1
(AJ698339.2) oder Nautlius pompilius (AJ619741.1) mit der Blast Suche BlastN (Altschul et al. 1990)

auf Hdmocyanin-Gene untersucht.

Auch die Genom-Daten von Haliotis laevigata (GCA_008038995.1) wurden nach Hamocyanin-

Genen mit der Hdmocyanin-Sequenz von Haliotis rubra H1 und H2 mit Megablast NCBI durchsucht.

2.2. Material und Methoden Ferritin

Die vorhandenen Sequenzen von Mollusken Ferritinen wurden aus NCBI im FASTA Format in

Geneious® R9 importiert. Ebenso wurden die bereits vorhandenen Rohdaten aus dem SRA, analog
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zu den Hamocyanin-Daten, zur Assemblierung weiterer Ferritin-Sequenzen genutzt. Das Vorgehen
entspricht dem vorgenannten. Das Mapping erfolgte gegen XM_046507816.1 (Haliotis rufescens).
Im Anschluss wurden zur Analyse 98 Sequenzen (siehe Anhang Tabelle 13) mit MUSCLE
(implementiert in Geneious®) mit Standard-Parametern aligniert. Alle Sequenzen wurden mit dem
ORF analysiert, um eine moglichst hohe Vergleichbarkeit zu erreichen. Einzelne Alignments wurden
mit Gastropoda (50 Sequenzen), Polyplacophora (13 bzw. 12 Sequenzen, ohne Liolophura
japonica), Caudofoveata (6 Sequenzen), Scaphopoda (3 Sequenzen) und Solenogastres (2
Sequenzen) erstellt. Ebenso wurden weitere Alignments auf Unterklassen-Ebene wiederholt:
Caenogastropoda (7), Autobranchia (18), Coleoidea (3), Heterobranchia (4), Neomphaliones (2)
und Vetigastropoda (37 Sequenzen). Das Alignment mit 98 Sequenzen wurde in die
Aminosaurensequenzen Ubersetzt und in MEGA (Kumar S, Stecher G, Li M, Knyaz C, and Tamura K
2018) importiert. Es wurde der Algorithmus ,find best Model“ mit dem importierten MUSCLE-
Alignment mit allen 98 Nukleotid-Sequenzen durchgefiihrt und ein Phylogramm in Geneious R9®
mit PHYML und dem ermittelten Evolutionsmodell und Bootstrapverfahren 100 berechnet.

Die Distanzmatrices der Alignments wurden in MS Excel® importiert und hier mit Mittelwert und
Standardabweichung analysiert und ebenfalls die Sequenz-Langen der ORFs mit dem gewichteten
Mittelwert ausgewertet.

Die Ergebnisse wurden grafisch in MS Excel® dargestellt.

Die Phylogramme wurden mit der Web-applikation iTOIl bearbeitet (Letunic und Bork 2024).

3. Ergebnisse

3.1.Ergebnisse der Assemblierung und Analyse der Hamocyanine

Die assemblierten Hamocyanin-Sequenzen wurden im Fasta-Dateiformat im Supplement
hinterlegt. Eine Ubersicht der Ergebnisse der de novo assemblierten Sequenzen mit Angabe der
Spezies, der Accession-Nummer der Rohdaten und der Sequenzlange in bp sind in Tabelle 9 im

Anhang gelistet. Ein Uberblick tiber die Ergebnisse wird im Folgenden gegeben.

Die Anzahl der untersuchten Transkriptomdatensitze der einzelnen Mollusken-Klassen war
unterschiedlich hoch und die Verteilung in % der insgesamt 103 untersuchten Datensatze ist in

Diagramm 1 dargestellt.
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Anteil untersuchte Datensdtze nach Mollusken-
Klassen
in%

M Bivalvia
B Caudofoveata
m Cephalopoda

Gastropoda

B Monoplacophora

M Polyplacophora
B Scaphopoda

B Solenogastres

Diagramm 1: Prozentuale Verteilung der untersuchten Rohdatensdtze der Transkriptomdaten bezogen auf die
Mollusken-Klassen

Der Fokus meiner Arbeit lag originadr auf der Analyse der Hdmocyanine der Gastropoden, weshalb
ein Grof3teil der untersuchen Datensdtze von Gastropoden stammte. Dies spiegelte sich folglich in
den assemblierten Himocyanin-Sequenzen wider, wie Diagramm 2 darlegt. Fiir Solenogastres und
Scaphopoda konnten keine Hamocyanin-Sequenzen assembliert werden, weswegen sie nicht

dargestellt wurden.

Anteil der assemblierten Himocyanin Sequenzen
nach Mollusken-Klassen in %

M Bivalvia
B Caudofoveata

W Cephalopoda

Gastropoda

B Monoplacophora

B Polyplacophora

Diagramm 2: Anteil der assemblierten Himocyanin-Sequenzen der untersuchten Transkriptomdaten der Mollusken-
Klassen in Prozent anteilig aller assemblierten Himocyanin-Sequenzen

Die Ergebnisse zu den untersuchten Hamocyaninen der einzelnen Mollusken-Klassen in

alphabetischer Reihenfolge schlieRen sich hier an.
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3.1.1. Hdmocyanine der Bivalvia

Es wurden fir 16 Bivalvia-Spezies Rohdaten aus dem SRA untersucht, welche den beiden
Subklassen der Bivalvia Autobranchia und Protobranchia angehdorten. Fir Autobranchia, die ca. 10-
mal artenreicher als Protobranchia sind (W.0.R.M.S), wird postuliert, dass diese Subklasse kein
Hamocyanin aufweist (Mangum et al. 1987; PONDER et al. 2020). Dies wurde bereits 1987 bei zwei
Arten dieser Subklasse, Noetia ponderosa (Noetiidae) und Cyclocardia ventricosa (Carditidae)
bestatigt (Mangum et al. 1987). In dieser Arbeit wurden fiir 14 Autobranchia-Arten
Transkriptomdaten auf enthaltene Hamocyanintranskripte untersucht. Diese gehdrten neun
Ordnungen mit Vertretern von 10 Familien an. Sechs dieser Arten leben limnisch oder auch im
Brackwasser. Lediglich fiir eine Art, C. plicata, wurde im entsprechenden Transkriptom eine
Hamocyanin-Sequenz mit einer Lange von 4.586 bp assembliert. Zurzeit liegt kein Genom von C.
plicata vor, so wurden ersatzweise die anderen limnisch lebenden Autobranchia-Genome auf
Hinweise  eines = Hamocyanin-Gens  untersucht. Fir  Margaritifera  margaritifera
(GCA_029931535.1), Megalonaias nervosa (GCA_016617855.1), Potamilus streckersoni
(GCA_016746295.1) und Tegillarca granosa (GCA_029721355.1) konnten in den Genomen keine
Hinweise auf ein Hdmocyanin-Gen gefunden werden. Somit ist die mogliche Erklarung fir die
assemblierte Sequenz, dass es sich um ein , Artefakt” handelte und eine Kontamination durch
aufgenommenen Nahrungspartikeln die Assemblierung erméglicht hat. Es ist fir eine Bestatigung
der Hamocyanin-Sequenz die Sequenzierung des Genoms und/oder die Untersuchung der
Hamolymphe dieser Spezies notwendig. Da keine dieser Optionen zur Verfiigung stand, wurde die

Sequenz in der weiteren Untersuchung nicht einbezogen.

In Protobranchia wurden bereits Hdmocyanine nachgewiesen: flir Acila castrensis (Morse et al.
1986), Yoldia limatula (Morse et al. 1986; Terwilliger et al. 1988; Mangum et al. 1987), Solemya
velum (Mangum et al. 1987), Nucula proxima, Cyclocardia ventricosa (Mangum et al. 1987) und
Nucula hanleyi (Toulmond et al. 1987; Lambert et al. 1995), Nucula sulcata (Morse et al. 1986;
Terwilliger et al. 1988; Mangum et al. 1987; Lambert et al. 1995; Taylor et al. 1995; Bergmann et
al. 2007) und Nucula nucleus (AJ786639.1 und AJ786640.1(Bergmann et al. 2007)). Die hier
untersuchten Spezies gehoérten zwei Ordnungen (Solemyida, Nuculida) und zwei Familien
(Solemyidae, Nuculidae) an. Im Fall von Ennuncula tenuis (Nuculida) konnte eine Teilsequenz mit
2.997 bp assembliert werden. Sie gehort, wie auch Nucula nucleus, zur Familie der Nuculidae. Fir
Archarax bartschii (Solemyida) konnte in den Transkriptomdaten kein Hdmocyanin nachgewiesen

werden. Genomdaten von Protobranchien lagen nicht vor, was eine weitere Untersuchung dieser
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Subklasse nicht ermdglichte. Zudem wurden die Rohdaten der Bivalvia auf Spuren von Hamoglobin
und Hamerythrin analysiert, keine Transkriptom-Sequenz dieser respiratorischen Proteine konnte

assembliert werden.

3.1.2. Hdmocyanine der Caudofoveata

Fir Caudofoveata wurden Sequenz-Daten von sechs Arten in der Analyse untersucht. Bei zwei
Arten der Gattung Falcidens konnten Teil-Hdmocyaninsequenzen assembliert werden. Fir F.
caudatus mit einer Lange von 1.560 bp, fiir F. sagittiferus mit 4.422 bp allerdings mit 24
uneindeutigen Codons, fur Falcidens crossotu (AM949571, AM949572) wurden ebenfalls
Teilsequenzen verdéffentlicht (Lieb und Todt 2008). Fiir die dritte hier untersuchte Art der
Chaedodermatidae C. nitidulum konnte ebenso eine Teil-Hdmocyaninsequenz assembliert werden
(1.998 bp). Fir die drei weiteren Spezies aus den Familien Prochaetodernatidae (P. californicum,
S. clenchi) und Limifossoridae (S. ventrolienatus) konnten keine Hinweise auf Hamocyanine
gefunden werden. Die Rohdaten der Caudofoveaten wurden auch auf Hinweise auf Hamoglobin
und Hamerythrin analysiert und es konnten keine Hamoglobin- oder Hamerythrin-Sequenzen
assembliert werden. Einzelne ,reads” mappten zwar beim Alignment der Sequenz-Daten von S.
californicum und S. clenchi gegen Hamoglobin, jedoch konnten keine langeren Sequenzen
assembliert werden. Eine weitere Auswertung der Teilsequenzen wurde nicht vorgenommen, da
die Sequenzen nicht ausreichend lang assembliert werden konnten oder zu viele uneindeutige
Codons enthielten. Eine weitere Uberpriifung der Ergebnisse konnte wegen fehlender Genom-

Daten und Gewebeproben nicht durchgefiihrt werden.

3.1.3. Hamocyanine der Cephalopoda

Cephalopoden gliedern sich in die beiden morphologisch sehr unterschiedlichen Unterklassen
Coleoidea und Nautiloidea, wobei Nautiloidea die Ordnung Nautilida beinhaltet und Coleoidea sich
in die Superordnungen Decapodiformes und Octopodiformes untergliedert (W.0.R.M.S).
Octopodiformes wird in die Ordnung Octopoda und Vampyromorpha gegliedert, Decapodiformes
gliedern sich in sechs Ordnungen, siehe Abbildung 14 (W.0.R.M.S). Die Hdmocyanin-Genstruktur
der Cephalopoden gliedert sich in den Sepia-Typ mit der Duplikation der FU-d und dem Fehlen der
FU-h (Lamy et al. 1998) und den Nautilus-Typ, welcher mit sieben FUs (FU-a bis FU-g) (Bergmann
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et al. 2006) der kiirzeste Himocyanin-Typ ist. Dem Nautilus-Typ sind Nautiloidea und Octopoda

zuzuordnen (Gielens et al. 1986; Lamy et al. 1987; Bergmann et al. 2006).

— Bathyteutida

— Idiosepida

— Myopsida

— Decapodiformes — L Sepia-Typ

— Oegopsida 2 |soformen

— Sepiida

— Spirulida

\

~ Coleoidea —

r—_—_—l

— Octopoda

— Octopodiformes — 2 Isoformen

Cephalopoda -

| Nautilus-
Typ

— Vampyromorpha

~ Nautiloidea Nautilida 1 Isoform

=

Abbildung 14: Kladogramm der Cephalopoden mit Subklassen, Superordnungen, Ordnungen adaptiert nach (Lamy et al.
1998) mit Angabe des Himocyanin-Types und der Anzahl bekannter Isoformen. Fiir Vampyromorpha lagen keine Daten
vor, die Hypothese, dass diese Ordnung ebenso (iber zwei Himocyanin-Isoformen verfiigt, ist hier mit der gestrichelten
Klammer dargestellt (adaptiert nach Bergmann et al. (2006), Lamy et al. (1998)).

Fiir den einzigen Vertreter der Vampyromorpha Vampyroteuthis infernalis lagen keine
Hamocyanin-Sequenzen vor. Aus den vorliegenden Transkriptomdaten aus Armgewebe konnte
kein Himocyanin assembliert werden, der Nautilus-Typ fir diese Ordnung kann hier nicht bestatigt
werden (die Darstellung in Abbildung 14 ist eine Hypothese). Insgesamt lagen fiir Cephalopoda
bereits einige cDNA-Hamocyanin-Sequenzen vor. Flr die Sepia Euprymna scolopes (KF647898.1,
KF647897.1) lagen zwei Isoformen, flr Sepia officinalis (DQ388569.1, DQ388570.1, KF306341)
lagen drei Isoformen vor, fir Nautilus pompilius (AJ619741.1), sowie Enteroctopus dofleini
(AF020548.1) und Sepiella inermis (KF152913.1) jeweils eine Sequenz. Fir S. inermis und N.
pompilius wurde untersucht, ob eine zweite Himocyanin-Sequenz assembliert werden konnte, da
hier Transkriptomdaten zur Verfligung standen. Mit den vorliegenden SRA-Daten konnten keine
weiteren Hamocyanin-Sequenzen assembliert werden. Die fir S. inermis verfiigbaren
Transkriptomdaten wurden aus dem Eingeweidesack oder Gehirn sequenziert. Beide Datensatze
wiesen keine ausreichende Anzahl an ,,reads” aus dem Transkriptom auf, um eine Assemblierung
durchzufiihren. Fir N. pompilius wurden Sequenzdaten aus dem Mantel herangezogen. Es wurde
lediglich die bekannte Hamocyanin-Sequenz assembliert, keine zweite Isoform. Dieser Befund

wurde durch eine Blast-Suche im 2021 veréffentlichten Genom von N. pompilius bestatigt. Es
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konnte kein zweiter Gen-Locus gefunden werden, was den Befund von Bergmann et al. (2006)
bestatigt.

Insgesamt wurden sieben Hamocyanin-Sequenzen von Cephalopoden in die Analysen
eingeschlossen. Die ldentitdat der Himocyanin-Sequenzen bewegte sich zwischen 60 % und 97 %

(siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Distanzmatrix des Alignments der Cephalopoda mit den Sequenz-Identitdten [%] von N. pompilius H1, O.
dofleini H1, E. scolopes H1, H2, S. officinalis H1, H2 und S. maindroni H1

spezies NpH 1 b bisg | OdH 1 b bisg | EsH 1 b bisg | EsH 2 b bisg | SoH 2 b bisg | SoH 1 b bisg | SmH 1 b bis g

NpH 1 b bis g 60 60 61 61 61 61
OdH 1 b bis g 60 68 70 70 68 68
EsH1b bisg 60 68 80 75 79 79
EsH 2 b bis g 61 70 80 81 75 75
SoH 2 b bis g 61 70 75 81 82 81
SoH 1b bisg 61 68 79 75 82 97
SmH 1bbisg 61 68 79 75 81 97

Die cDNA-Sequenzen der Sepien wiesen eine ldentitdt untereinander von 75 % bis 97 % auf. Die
Hamocyanin-Isoformen der beiden Vertreter der Sepiidae S. officinalis und S. inermis haben die
hochste Identitat zueinander (81 % bzw. 97 %). E. scolopes (Sepiolidae) hat zu 80 % identische
Hamocyanin-Isoformen und zu den anderen Sepien eine Identitdt zwischen 75 % und 81 %, zu N.
pompilius 60 % und 68 % zu O. dofleini. Die jeweiligen Isoformen der untersuchten Himocyanine
haben mit ca. 80 % eine hohe Identitdt zueinander, welche sich sonst zwischen 60 % und 70 %
bewegt (Altenhein et al. 2002; Bergmann et al. 2007). Herausstechend ist, dass die jeweiligen
Isoformen 1 von S. officinalis und S. maindroni die hochste Identitdt mit 97 % ldentitdt zueinander

aufweisen, die Isoform 2 von S. officinalis ist zu 82 % identisch zu Isoform 1 (Thonig et al. 2014).

Weitergehend konnten keine Nachweise fiir Himoglobin oder Hamerythrin in den Sequenz-Daten

der Cephalopoden gefunden werden.

3.1.4. Hamocyanine der Gastropoda

Ein Fokus in meiner Arbeit wurde auf die bei weitem artenreichste und vielfiltigste Klasse der
Mollusken, die Gastropoden, gelegt. Insgesamt wurden Rohdaten von 50 Spezies auf das
Vorkommen von Sequenzen kodierend fiir Hamocyanin, Hamoglobin oder Hamerythrin
untersucht. Es konnten 31 Himocyanin-(Teil-) Sequenzen assembliert werden, mit Sequenzlangen
zwischen 1.044 bp und 14.085 bp. Fir die Teil-Sequenzen wurden typische Motive wie z.B. PYWDW

und WHRL der Hdmocyanine identifiziert (Miller et al. 1998; Lieb et al. 2000). Fiir die weiteren
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Analysen in meiner Arbeit waren diese Sequenzen zu kurz, somit wurden diese Sequenzen in der
Ergebnisliste (Tabelle 9) aufgefiihrt, aber nicht in die weitere Betrachtung eingeschlossen.
Hinweise auf Himoglobin oder Hamerythrin konnten in keinem der Datensatze gefunden werden.
Wie bereits erldutert, wurden fiir die Alignments der Hamocyaninsequenzen die orthologen
Bereiche der FU-b bis FU-g bei allen Mollusken einbezogen, bei den Gastropoden die vollstandigen
Hamocyanin-Sequenzen (Ausnahme Haliotis tuberculata und C. paradoxum beide FU-c bis FU-g).
Besondere Bedeutung kam der Betrachtung und Assemblierung der Hdmocyanin-Sequenzen der
beiden Tiefsee-Spezies C. squamiferum und G. aegis aufgrund ihrer morphologischen
Eigenschaften (hypertrophierte Osophagus-Driise und iiberdurchschnittlich groBer Habitus (Chen
et al. 2015c; Chen et al. 2015d)) und ihrer spezifischen Anpassungen an den Lebensraum in
unmittelbarer Nahe von heien Schloten zu (Rogers et al. 2012; Lan et al. 2021; Lan et al. 2022).
Die assemblierten Sequenzen der Isoform 1 wiesen die Struktur vom , Keyhole limpet Typ” auf, die
jeweils zweite assemblierte Isoform hatte einen um ca. 3.750 bp langeren ORF im Vergleich zur
Isoform 1. Zur weiteren Analyse der Sequenz-Struktur wurden einige Hdmocyaninaminosaure-
Sequenzen von verschiedenen Vertretern der Mollusken in die einzelnen FUs unterteilt. Die
Sequenzen wurden in Geneious®® mit ClustalW (Larkin et al. 2007) aligniert. Das Alignment war
die Basis fiuir das Phylogramm (LG+G+l in PHYML (Guindon und Gascuel 2003; Le und Gascuel 2008))
mit 54 Sequenzen in Abbildung 15.

Aus der Analyse der Sequenzen der einzelnen FUs der Hdmocyanin-Sequenzen (CsH 1, CsH 2, GaH2,
KLH 1, RvH 2, SoH 1) konnte im Phylogramm ermittelt werden, dass die jeweiligen FU-Sequenzen
der CsH 1 denen der FU-a bis FU-h in numerischer Reihenfolge den bekannten orthologen
Sequenzen der FUs entsprachen. Fir die Sequenzen der CsH 2 und GaH 2 wies die FU-1 die grofte
Ahnlichkeit mit den FU-a der alignierten Sequenzen auf, FU-2 bis FU-4 und FU-6 mit den Sequenzen
der FU-c, FU-5 mit FU-b, FU-7 entsprach der FU-d, FU-8 der FU-e, FU-9 entsprach FU-f, FU-10 war
FU-g und FU-11 wies die groRte Ahnlichkeit mit FU-h auf. Somit ergab sich folgende Struktur der

Transkriptions-Sequenzen von Isoform 2 der beiden Peltospiridae (Abbildung 16).
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Abbildung 15: Ungewurzelter Baum (PHYML in Geneious® (LG+G+l Bootstrap 100 (Standardparameter))), mit den
einzelnen FUs von C. squamiferum H 1 und H 2 und G. aegis H 2 nummeriert nach der Position in der Aminosdure-Sequenz
1 bis 8, bzw. 1 bis 11, sowie den FUs der folgenden Hdmocyanin-Sequenzen: S. officinalis, R. venosa H 2 und KLH 1. Die
orthologen FUs sind in der gleichen Farbe dargestellt und gruppieren in den jeweiligen Asten. Bootstrapwerte unter 85
sind ausgeblendet.
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Abbildung 16: Ermittelte Gen-Sequenzstruktur der Hdmocyanin-Isoform 2 von C. squamiferum und G. aegis mit der
Triplikation der FU-c zwischen FU-a und FU-b.
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Das Alignment der FUs der beiden Isoformen von C. squamiferum diente ebenso der Feststellung
der Ahnlichkeit und der Darstellung der konservierten Bereiche in den abgeleiteten

Aminosaurensequenzen (Abbildung 17).

Die abgeleiteten Aminosdaure-Sequenzen der FUs der beiden Isoformen von CsH wiesen die
konservierten Motive der Himocyanine in den griin gefarbten Sequenzbereichen auf. Auch die
zusatzlichen FUs (CsH 2 FU-2 bis CsH 2 FU-4) wiesen die bekannten Motive der FUs der
Hamocyanine auf, da in den griinen konservierten Bereichen keine abweichenden Aminosauren-
Sequenzen, wie aus Abbildung 17 ersichtlich, festgestellt wurden. Die Hintergrundfarbe der
Aminosauren, die in allen FUs identisch sind, wurden grin hinterlegt, hellgriin entsprach einer
Ahnlichkeit von 80 -100 %, gelb 60 % - 80 % und bei weniger als 60 % ist kein farbiger Hintergrund

hinterlegt.
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Abbildung 17: Alignment der beiden abgeleiteten Hdmocyanin-Proteinsequenzen CsH 1 und CsH 2, unterteilt in die
einzelnen FUs in Geneious® mit ClustalW mit der Matrix blosum62 (mit einem Threshold von 1) wo hochkonservierte
Aminoséuren dunkelgriin hinterlegt (100%) sind, eine Ahnlichkeit der Aminoséuren zwischen 80 und 100 % wurde mit
hellgriin hinterlegt und eine Ahnlichkeit von 60 % bis 80 % der Aminosduren mit gelb hinterlegt wurde. Bei einer
Ahnlichkeit von weniger als 60 % der Aminosduren wurde keine Farbe hinterlegt.
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Um weitere Erkenntnisse Uber die Himocyanin-Sequenzen zu erhalten, wurden die assemblierten
Sequenzen der beiden Peltospiridae mit Hilfe der Blast-Funktion von NCBI gegen die
entsprechenden verdffentlichten Referenz-Genome ,gemappt”. Hier zeigte sich fiur C
squamiferum eine Ubereinstimmung der Transkriptom-Sequenz mit der Gen-Sequenz. Im
Anschluss wurden die Aminosdure-Sequenzen in Geneious® gegen den so lokalisierten Genom-
Abschnitt zur Kontrolle ,,gemappt”. Die Aminosadure-Sequenz wurde gegen den lokalisierten Gen-
Abschnitt in GeneWise fir die Bestimmung der Exon-Intron-Struktur und der Phasen der Gen-
Abschnitte aligniert. Die Sequenzbereiche werden in Tabelle 4 gegeniibergestellt und die

entsprechende Lange der Sequenzbereiche mit der jeweiligen Phase und die FU zugeordnet.

Tabelle 4: Ergebnisse der Analyse der Gen-Sequenz gegen die AS-Sequenz von CsH 2. Gezeigt wird die Exonldnge laut
GeneWise und dem megablast Alignment aus NCBI fiir CsH 2 mit Angabe zu Phase und FU, Lédnge der Exons in nt.

GeneWise result CsH 2 Megablast result CsH 2
nt nt

Gene 12 | 63809 FU

Exon 12 68 | phase 0 56 | s | 24903384 | 24903445 61
Exon 41658 | 41778 | phase 0 120 | s

Exon 43165 | 43413 | phase 1| 248 | a | 24904834 | 24905081 247
Exon 44338 | 44659 | phase 1| 321 | a | 24905996 | 24906329 333
Exon 45223 | 45474 | phase 2 251 a 24906889 | 24907141 252
Exon 45661 | 46070 | phase 2 409 a 24907326 | 24907737 411
Exon 46549 | 47793 | phase 1| 1244 | c | 24908230 | 24909460 1230
Exon 48403 | 49638 | phase 1] 1235 c 24910081 | 24911304 1223
Exon 50462 | 51700 | phase 1] 1238 c 24912128 | 24913367 1239
Exon 52234 | 52490 | phase 1| 256 | b | 24913918 | 24914157 239
Exon 52701 | 53667 | phase 0| 966 | b | 24914350 | 24915334 984
Exon 54074 | 55312 | phase 1| 1238 | c | 24915761 | 24916979 1218
Exon 55527 | 56750 | phase 11223 | d | 24917191 | 24918417 1226
Exon 57150 | 58400 | phase 1| 1250 | e | 24918815 | 24920067 1252
Exon 58693 | 59940 | phase 1| 1247 | f | 24920356 | 24921609 1253
Exon 60256 | 60474 | phase 1 218 g 24921921 | 24922144 223
Exon 60907 | 61070 | phase 1 163 g 24922567 | 24922738 171
Exon 61259 | 62090 | phase 0| 831 | g | 24922924 | 24923757 833
Exon 62320 | 63809 | phase 1| 1489 h 24923987 | 24925479 1492

Dieses Vorgehen wiederholte ich flir CsH 1, um auszuschliefen, dass beide Sequenzen auf
demselben Lokus liegen, was entweder fiir eine falsche Assemblierung oder alternatives Spleiften
sprache. Die Analyse der CsH 1 mit GeneWise und der Blast-Suche gegen HtH 1 ergab folgende
Ergebnis-Tabelle (Tabelle 5):
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Tabelle 5: Ergebnisse der Analyse der Gen-Sequenz gegen die AS-Sequenz von CsH 1. Gezeigt wird die Exonlénge laut
GeneWise und dem megablast Alignment aus NCBI fiir CsH 1 mit Angabe zu Phase und FU, Lédnge der Exons in nt.
Chromosom 6 gegen HtH1 nach Lieb et al. (2001)

GeneWise result CsH 1 Megablast result CsH 1 HtH1 *
Gene | 340120 | 359202 | Phase | bp | FU bp bp
S 32
Exon | 340120 | 340171 0 51 S 24932760 24932811 51 16
Exon | 342017 | 342265 1 248 | a 24934655 24934906 251 350
Exon | 343487 | 343808 1 321 a 24936126 24936450 324 221
Exon | 344347 | 344601 2 254 a 24936983 24937241 258 255
Exon | 345497 | 345906 2 409 a 24938131 24938546 415 407
Exon | 346582 | 346838 1 256 | b 24939222 24939483 261 1245
Exon | 347139 | 348105 0 966 | b 24939779 24940745 966
Exon | 348520 | 349767 1 1247 | ¢ 24941160 24942407 1247 1242
Exon | 350194 | 351417 1 1223 | d 24942832 24944057 1225 1239
Exon | 351741 | 352991 1 1250 | e 24944376 24945631 1255 1260
191
Exon | 353188 | 354429 1 1241 | f 24945826 24947070 1244 1060
Exon | 354944 | 355162 1 218 g 24947579 24947804 225 219
Exon | 355658 | 355821 1 163 g 24948297 24948466 169 164
Exon | 356409 | 357240 0 831 g 24949049 24949881 832 826
Exon | 357704 | 359202 1 1498 | h 24950340 24951845 1505 1535

Die angegebenen Sequenzldngen fir die einzelnen FUs aus GeneWize stimmen mit den
assemblierten Ergebnissen (iberein. Aus den Ergebnissen der Blast-Suchen zeigte sich, dass die
beiden Gene auf unterschiedlichen Loci auf Chromosom 6 liegen. Bei der Blast-Suche der einzelnen
FUs von G. aegis gegen das Referenz-Genom erhielt ich keine Resultate, die die vollstandige
Transkriptom-Sequenzlange abdeckten. Lediglich die als ,hemocyanin 1-like“ benannte
Nukleotidsequenz mit der Accession NW_024537289.1 mit einer Ldnge von 5.388 bp wurde
gefunden. Die Referenzgenome beider Peltospiridae-Spezies sind auf Chromosom-Ebene publiziert
worden, das Genom von G. aegis ist mit 1.15 Gb und einer Vollstandigkeit von 94,6 % (Lan et al.
2021) deutlich groRer als das Genom von C. squamiferum mit 404 Mb mit einem BUSCO score von
96,6 % (Sun et al. 2020a; Lan et al. 2021). Daraus folgt, dass fir G. aegis ca. 62,1 Mb und fiir C.
squamiferum ca. 13,7 Mb nicht assembliert wurden, ergo die Himocyanin-Gene im G. aegis-

Genom konnten in diesem nicht assemblierten Bereich liegen.

Um den Grad der Identitdaten der Himocyaninsequenzen der Gastropoden zu vergleichen, wurden
statistische Werte wie der Mittelwert und die Standardabweichung der Identitdtswerte aus den
Distanzmatrices der Alignments errechnet. Bei der statistischen Auswertung wurde G. aegis H 1

nicht mit einbezogen (Diagramm 3).
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Diagramm 3: Vergleich der Sequenzidentitéiten der Gastropoden Himocyanine im Geneious® MUSCLE Alignment mit
Standard-Parametern und Berechnung von Mittelwert und Standardabweichung der Identitdt in % in der Distanzmatrix
nach Unterklasse, Ordnung und aller Gastropoden-Hdmocyanine unterteilt.

Der Mittelwert aller Identitdtswerte der Alignments der Gastropoden reicht von 56 % bis 69 %
Identitdt (Gastropoda bzw. Lepetellida). Der Mittelwert der ldentitat liegt bei Lepeteliida und
Heterobranchia mit 69 % am hochsten und bei Neomphaliones mit 57 % am niedrigsten, der
Mittelwert der Identitdt des Alignments aller Gastropoden-Hamocyanine liegt bei 56 %. Die
Standardabweichung liegt zwischen 4 % bei Trochida und 11 % bei Caenogastropoda, bei allen
Gastropoden bei 9 %. Die Minimalwerte der Identitat finden sich im Alignment aller Gastropoden
mit 29 %, sonst zwischen 44 % (Caenogastropoda) und 64 % (Heterobranchia). Bei Lepetellida,
Trochida und Vetigastropoda betragt die niedrigste Identitdt 62 %, bei Neomphaliones 51 %. Die
Maximalwerte unterscheiden sich dagegen, denn bei Trochida ist die maximale Identitat bei 70 %,
bei Heterobranchia bei 83 % und bei allen anderen Gastropoden-Ordnungen und den Gastropoden
gesamt bei Uber 90 %. Im Alignment mit allen Gastropoden sind 32 Sequenzen enthalten

(Distanzmatrix im Supplement hinterlegt).

Flr Haliotis laevigata wurde eine Teilsequenz mit ca. 2.000 bp assembliert. Da flir andere
Haliotidae bereits je zwei Isoformen vorliegen, habe ich das vorliegende Genom von H. laevigata
mit den Hamocyanin-Sequenzen von Haliotis ruba H1 und H2 durchsucht. Fiir jede der beiden
Sequenzen konnte ich zwei Treffer finden, was darauf hinweist, dass im Genom von H. laevigata
zwei diskrete Hamocyanine-Gene auf zwei Loci liegen, diese aber im Transkriptom nicht zu

assemblieren waren. Die Ergebnisse aus megablast in NCBI sind in Tabelle 6 Gbertragen worden.
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Tabelle 6: Ergebnis der megablast Suche in NCBI mit Haliotis rubra H1 und H2 gegen das Genom von Haliotis laevigata,

angegeben sind: Sequenzbereich, Ldnge dieses Bereichs (=Exon) und korrespondierende FU

Haliotis laevigata isolate GL20151002 HLAEV1_scaffold511, whole genome shotgun sequence
Sequenzbereich H2 Lange FU Sequenzbereich H1 Linge FU
67765 67818 54 S 14074 14124 51 S
22259 22613 355 S
74193 744117 225 a 23220 23442 223 a
75027 75291 265 a 24341 24595 255 a
76029 76439 411 a 24839 25251 413 a
77181 78420 1240 b 29839 31083 1245 b
78836 80082 1247 c 33072 34314 1243 c
80610 81856 1247 d 34653 35895 1243 d
82138 83396 1259 e 36223 37483 1239 e
83645 83835 191 f 37632 37822 191 f
84964 86024 1061 f 39645 40708 1064 f
86895 87118 224 g 41002 41223 222 g
87674 87839 166 g 42307 42472 166 g
88495 89330 836 g 43990 44818 829 g
89749 91285 1537 h 46110 47654 1545 h

Wu et al. (2016) haben die Himocyanin-Sequenzen von H. rubra aus Mantelgewebe gewonnen,
wie auch die Transkriptom-Daten von H. laevigata aus dem Mantelgewebe gewonnen wurden. Die

Alignments in megablast von H. rubra H1 und H2 zeigten anhand der grafischen

Zusammenfassungen, dass die Query-Sequenzen vollstindig gegen das Genom von H. laevigata

,mappten” (Abbildung 18, Abbildung 19).

Query H.rubraH1

| | |
1 2000 4000 6000 8000 10000

H. laevigata

Abbildung 18: Als Query Sequenz wurde H. rubra H1 mit megablast gegen das Genom von H. laevigata ,,gemappt”, die
alignierten Sequenzbereich der Exons sind rot dargestellt, die schwarzen Balken entsprechen den Introns.
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Abbildung 19: Als Query Sequenz wurde H. rubra H2 mit megablast gegen das Genom von H. laevigata ,,gemappt”, die
alignierten Sequenzbereiche der Exons sind rot dargestellt, die schwarzen Balken entsprechen den Introns.

3.1.5. Hdmocyanine der Monoplacophora

Die einzige Vertreterin der Monoplacophoren, deren Transkriptom-Daten hier untersucht werden
konnten, ist Laevipilina hyalina, deren Verbreitungsgebiet sich entlang des Kalifornischen Schelfs
erstreckt. Mit den Transkriptomdaten konnte eine vollstiandige Hdmocyaninsequenz assembliert
werden. Im Alignment zeigte die 10.293 bp lange Sequenz eine Ubereinstimmung mit den , Keyhole
limpet Type“. Dafir spricht das Ergebnis aus der Aufteilung der Sequenz analog der Analyse der
Hamocyanin-Sequenzen der Peltospiridae in die FUs (Abbildung 20). Bestatigend kann festgestellt
werden, dass die C-terminale FU ldanger ist als die anderen FUs, was fiir den Befund spricht, dass es
sich hierbei um eine FU-h handelt. Fiir die genauere Untersuchung wurde hierzu, wie zuvor fir die
Peltospiridae, ein Alignment mit den einzelnen FUs erstellt. Das aus dem Alignment wurde ein
ungewurzelter Baum berechnet, der zeigt, dass die Struktur des Hdmocyanins dem ,Keyhole limpet
Type“ entspricht. Die einzelnen FUs lieBen sich FU-a bis FU-h zuordnen (Abbildung 20). Dies zeigt
eine groRere Ahnlichkeit der Himocyanin-Sequenz zu Vetigastropoden und Polyplacophoren als
eine zu Cephalopoden, da die Himocyanine der Cephalopoden entweder den Nautilus-Typ oder
den Sepia-Typ aufweisen. Im Folgenden wurde dies genauer mithilfe weiterer phylogenetischer

Analysen untersucht.
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Abbildung 20: Die einzelnen FUs von KLH 1, R. venosa h2, C. aspersum alphaN, S. officinalis h1 und L. hyalina wurden als
ungewurzelter Baum ((PHYML, LG+G, bootstrap 100), FU-a ist in pink, FU-b in hellblau, FU-c in rot, FU-d in griin, FU-e in
dunkelblau, FU-f in gelb, FU-g in schwarz und FU-h in orange) dargestellt. Die FUs von L. hyalina wurden entsprechend
der Position in der Himocyanin-Sequenz mit FU 1 bis FU 8 benannt (Darstellung mit iTOL (Letunic und Bork 2024))

Bis dato liegen keine Genomdaten fiir L. hyalina vor, welche Riickschliisse auf die Exon-Intron-
Struktur des Hamocyanins zulassen und eine eingehendere Untersuchung ermaoglichen wirden.
Flr keine der 29 weiteren Arten, die den Monoplacophoren zugerechnet werden, liegen weitere
Transkriptomdaten (mit Ausnahme von Mitochondriendaten) vor, weshalb ich mich hier auf diese

eine Sequenz beschrianken musste.
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3.1.6. Hamocyanine der Polyplacophora

Bei den untersuchten Trankskriptomdaten der Polyplacophoren (16 Arten) wurden insgesamt fiinf
vollstdndige Hamocyanin-Sequenzen assembliert (Acanthochitona rubrolineata, Acanthopleura
granulata, Acanthopleura loochooana, Lepidopleurus cajetanus, Leptochiton asellus), wie auch drei
Teilsequenzen mit 2.114 bp fir Hanleya hanleyi, 4.872 bp flr Stenoplax bahamensis und 3.267 bp
flr Chiton olivaceus. Fir Callochitonida lagen zur Zeit der Untersuchung zwei Transkriptome in SRA
vor, mit beiden konnten keine Hdmocyanin-, Himoglobin oder Himerythrinsequenzen assembliert

werden. Fiir eine Ubersicht der Assemblierungsergebnisse siehe Abbildung 21.

—{ Callochitonida

Acanthochitona rubrolineata

Acanthochitonina
Chitonida Acanthopleura granulata
Neoloricata — Acanthopleura loochooana
Chitonina

Chiton olivaceus

Stenoplax bahamensis

Hanleya hanleyi

Lepidopleurida —— Lepidopleurina Lepidopleurus cajetanus

Leptochiton asellus

Abbildung 21: Darstellung der Assemblierungsergebnisse fiir Polyplacophora, vollausgefiillte Kdstchen der Arten
entsprechen vollstindig assemblierten Hdmocyanin-Sequenzen, teilausgefiillte Kdstchen der Arten entsprechen teil-
assemblierten Hdmocyanin-Sequenzen der Neoloricata, weifles Kdstchen reprdsentiert keine Assemblierungen fiir
Callochitonida.

Nach heutigem Wissensstand wird davon ausgegangen, dass fir diese Klasse jeweils nur eine
Hamocyanin-lsoform exprimiert wird (Schafer et al. 2021c; Warnke et al. 2011). In den
untersuchten Transkriptomdaten gab es keine Hinweise auf eine zweite Isoform. Insgesamt kann
ich feststellen, dass fiir keine der untersuchten Polyplacophoren Hamoglobin- oder Hamerythrin-
Sequenzen in den Transkriptomdaten gefunden wurde. Es liegen lediglich Genomdaten fir
Tonicella lineata, Liolophura japonica und Acanthopleura granulata vor. Nur fiir die letztgenannte
Art konnte eine Hamocyanin-Sequenz assembliert werden. Die Blast-Suche des Genoms
(GCA_016165875.1) gegen die Himocyaninsequenz ergab eine Ubereinstimmung mit 98 % bis 100
% Identitdat der Treffer (siehe Supplement). Die alignierten Sequenzbereiche decken die
vollstdndige Hamocyanin-Sequenz einschlieRlich des Signalpeptides ab. Ich konnte hier die in
Abbildung 22 fir Chitonida dargestellte Exon-Intron-Struktur der Polyplacophoren-Hamocyanine

erkennen. Das Signalpeptid weist ein internes Intron auf, alle FUs sind durch Linker Introns
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verbunden und weisen keine weiteren internen Introns auf. Dieser Befund der Blast-Suche deckt
sich mit den bereits publizierten Daten.
Beispiele fiir einige Exon-Intron-Strukturen in den Mollusken-Ordnungen sind grafisch in Abbildung

22 zusammengefasst.

Lepetellida Hcs KLH, KdH, HrH, HtH

b i Y § i i §

Peltospiridae Hcs CsH

b \ b b \ b b

Chitonida

i \ i i \ i \

Octopodoidea Hcs OdH, OvH,

R b Y Y \ Y

Nautilus

\ \ i U \ 0

ﬂl l Internal Intron Phase 0, 1, 2 G Linker Intron Phase 1

Abbildung 22: Ubersicht der Genstruktur der Hdmocyanine (Exon-Intron-Struktur) einiger Mollusken: Lepetellida,
Peltospiridae, Chitonida, Octopodoidea und Nautilus. Die Hdmocyanin-Gen-Struktur ist mit den internen und Linker
Introns dargestellt. Die grofsen Rechtecke stellen die funktionellen Einheiten gemdf3 dem bekannten Farbschema, FU a
bis FU g bzw. FU h dar. Linker Introns (Phase 1) sind mit gelben Pfeilen markiert, interne Introns je nach Phase weif3 (Phase
0), grau (Phase 1) und schwarz (Phase 2). Adaptiert nach (Schéfer et al. 2021b)

Fir L. japonica lasst sich feststellen, dass in den Transkriptomdaten eines ganzen Tieres keine
,reads” fir Himocyanin ,mappten” und somit keine Assemblierung durchgefiihrt werden konnte.
Eine Blast-Suche des Genoms gegen A. granulata-Hamocyanin ergab acht Treffer mit einer
Identitdt von min. 85 %. Die Suche deckte die gesamte Abfragesequenz ab, die Treffer deckten sich
mit der Lange der einzelnen FUs (siehe Supplement). Es gibt den Hinweis darauf, dass es ein

Hamocyanin-Gen in L. japonica gibt, ein Transkript aber nicht in den Sequenz-Daten enthalten war.
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3.1.7. Untersuchung der Scaphopoda auf respiratorische Proteine

Die untersuchten Daten der sechs Mitglieder der Scaphopoda wiesen in den Transkriptomdaten
kein Hamocyanin und Hamoglobin auf. Bei Entalina tetragona und Graptacme eborea wurden
jeweils Hamerythrin-Sequenzen assembliert, 474 bp bzw. 420 bp lang. Fir G. eborea wurde die
Hamerythrin-Sequenz unter KY929238 von Costa-Paiva et al. (2017) bereits publiziert. Die einzigen
Genom-Daten lagen fir Siphonodentalium dalli (GCA_032622095.1) vor. Die Blast-Suche wurde
gegen die Himocyanin-Sequenzen von A. granulata und L. hyelania ergebnislos durchgefiihrt. Es
gab keine Hinweise in den untersuchten Transkriptom-Daten auf Hdmocyanin oder Hamoglobin,

jedoch auf Hamerythrin. Die Hamerythrin-Sequenzen wurden nicht weiter untersucht.

3.1.8. Untersuchung der Solenogastres auf respiratorische Proteine

Die Solenogastren sind die achte Klasse der Mollusken. In meiner Arbeit wurden
Transkriptomdaten von E. babai und M. fodiens untersucht, beide zeigten keine Hinweise auf
Hamocyanin in ihren Transkriptomdaten, fiir M. fodiens publizierte Costa-Paiva et al. (2017) eine
Hamerythrin-Sequenz (KY929250), aus den Transkriptom-Daten liel sich hier keine Hamerythrin-

Sequenz assemblieren.

Fiir die phylogenetische Untersuchung der Himocyanin-Transkriptome bedeutete dies, dass die

Klassen Caudofoveata, Scaphopoda und Solenogastres nicht eingeschlossen werden konnten.

3.1.9. Phylogenie der Hdmocyanine der Mollusken

Nach der Untersuchung der Hamocyanine der Gastropoden wurden die orthologer
Sequenzabschnitte der Himocyanine der Mollusken verglichen. Dies entspricht der Nomenklatur
folgend der FU-b bis FU-g. Ein Phylogramm mit 46 Sequenzen und dem Substitutionsmodell
WAG+G+I+F wurde konstruiert (Abbildung 23). Hier bildeten die Hamocyanine der
Caenogastropoda das Schwestertaxon zu den Hamocyaninen der Heterobranchia mit einem
Bootstrap-Wert von 100. Zu diesem Ast bilden Vetigastropoden-Hamocyanine und
Neomphaliones-Hamocyanine das Schwestertaxon. Die Hamocyanine der Protobranchia sind zu
beiden das Schwestertaxon. Hierzu bilden Hamocyanine der Monoplacophora und Polyplacophora
das Schwestertaxon, wobei die Verzweigung der Monoplacophora-Hamocyanine nur mit einem
niedrigen Bootstrap-Wert (58) unterstiitzt wird. Die Cephalopoden-Hdmocyanine sind mit einer

frihen Divergenz der Nautiloidea Schwester zu allen anderen Mollusken-Hamocyaninen. Mit
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robusten Bootstrapwerten zeigte sich die Verwandtschaft von Neomphaliones und
Vetigastropoden auf Basis der Himocyanine, innerhalb der Vetigastropoden ist die Dichotomie von
den lIsoformen KLH 2, HoH 1, PH 1 und HrH 2, HdH 2 wenig unterstiitzt, sie divergiert in
Hamocyanine der Haliotidae und Fissurilidae mit einem Bootstrapwert von 56. Bei den
Heterobranchia-Hamocyaninen ist die Verwandtschaft zwischen AcH 1 und LsH 1 nur wenig
unterstitzt (Bootstrap-Wert von 53). Auf Duplikationsevents bei Heterobranchia-Hamocyaningene
kann aus diesem Phylogramm nicht geschlossen werden, da nicht alle Isoformen der
verschiedenen Spezies eingeschlossen wurden. Somit wirde die Anzahl der madglichen

Duplikationsevents zu gering angegeben sein.
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Neomphaliones

Protobranchia

Polyplacophora

Vetigastropoda

Heterobranchia

Abbildung 23: Evolutionsanalyse mit der Maximum-Likelihood-Methode in MEGAX: Die Evolutionsgeschichte wurde mit
Hilfe der Maximum-Likelihood-Methode und dem Modell von Whelan und Goldman + Freq. abgeleitet [1]. Dargestellt ist
der Baum mit der héchsten logarithmischen Wahrscheinlichkeit (-109976.97). Der prozentuale Anteil der Bdume, in denen
die zugehdrigen Taxa geclustert sind, ist neben den Zweigen angegeben. Die Ausgangsbdume fiir die heuristische Suche
wurden automatisch ermittelt, indem die Algorithmen Neighbor-Join und BioNJ auf eine Matrix paarweiser Abstdnde
angewandt wurden, die mit dem JTT-Modell geschdtzt wurden, und dann die Topologie mit dem héchsten log-Likelihood-
Wert ausgewdhlt wurde. Eine diskrete Gamma-Verteilung wurde verwendet, um Unterschiede in der Evolutionsrate
zwischen den Standorten zu modellieren (5 Kategorien (+G, Parameter = 1.3003)). Das Modell der Ratenvariation
ermdglichte es, dass einige Standorte evolutiondr unverdnderlich sind ([+1], 9.61% der Standorte). Der Baum ist
mafSstabsgetreu gezeichnet, wobei die Zweigldngen in der Anzahl der Substitutionen pro Standort gemessen werden. Der
Anteil der Stellen, an denen mindestens eine eindeutige Base in mindestens einer Sequenz fiir jede absteigende Klade
vorhanden ist, wird neben jedem internen Knoten im Baum angezeigt. Diese Analyse umfasste 46 Aminoséuresequenzen.
Die kodierenden Daten wurden unter der Annahme einer N/A genetischen Codetabelle iibersetzt. Der endgiiltige
Datensatz enthielt insgesamt 2926 Positionen. Die evolutiondren Analysen wurden in MEGA X [2] durchgefiihrt.1. Whelan
und Goldman (2001), Kumar S, Stecher G, Li M, Knyaz C, and Tamura K (2018), Felsenstein (1985).
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Um einen Vergleich zu den Ferritin-Sequenzen, die im Rahmen der Arbeit ebenso assembliert und
aligniert wurden zu ziehen, wurden statistische Werte wie Mittelwert und Standardabweichung
herangezogen und im Folgenden verglichen und diskutiert. Die statistische Auswertung der
Distanzmatrix mit der ldentitdt in % erfolgte hier analog zur den Gastropoden-Hamocyanin-

Sequenzen (Diagramm 4).

Identitat [%] der Alignments der Himocyanin-Sequenzen der Mollusken

FU-b bis FU-g
100
90
© 80
c 70
— 60
Hee)
= 50
€
S 40
S 30
20
10
0
Q 2 2> S
Q) Q‘} Q/ \\\ ,5& <
z(\x @ Q° & \ob S & \\oo e\\ Q° Qo
N I SN N G RN SRS
) R & N o & S Q& % x5 (¢S
$ <& O & N o X
& & 9
S G . .
Q:Z@ OQOb Identitatswerte der Distanzmatrix der Mollusken nach Subklassen und
N ng’é Ordnungen
o
Q . .
& m Mittelwert m Standardabweichung

Diagramm 4: Auswertung der Distanzmatrices der Identitét in % aus den Geneious® MUSCLE Alignments mit allen
Mollusken-Hdmocyaninen mit dem Sequenzbereich FU b bis FU g mit Mittelwert und Standardabweichung der
Identitdtswerte innerhalb der Klassen der Mollusken und der Subklassen und teilweise den Ordnungen der Gastropoden

Zur eingehenden Betrachtung der Identitdten der Himocyanin-Sequenzen in Bezug auf alle hier
untersuchten Mollusken ist festzustellen, dass der Mittelwert der Identitat in % fur alle Mollusken-
Hamocyanine zusammen bei 58 % lag, fiir Gastropoden-Hamocyanine bei 60% und fiir alle anderen
Hamocyanin-Alignments der Subklassen zwischen 68 % und 79 % lag. Die Standardabweichung
schwankte zwischen 4 und 12, betrug in fiinf von 11 Féllen 6. Der geringste Wert fir die Identitat
betrug bei allen Mollusken 45 %, sonst 48 % (Gastropoden) und héchstens 70 % (Neomphaliones).
Die maximalen Identitatswerte lagen zwischen 97 % (Molluska und Gastropoda) und 83 % bei
Heterobranchia. Die Vergleiche der Identitdtswerte gaben Auskunft Uber die ldentitdt der
Hamocyanin-Sequenzen und wurden mit denen der Ferritine verglichen. Jedoch waren die Werte

durch die Wahl der alignierten Sequenzen beeinflussbar und die Einbeziehung von stark
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abweichenden Sequenzen, wie die von R. venosa oder C. squamiferum beeinflusste die

Identitdatswerte entsprechend stark in diesen Alignments.

3.2. Ergebnisse der Ferritin Analyse

Die Alignments und Phylogramme der Ferritine beinhalten insgesamt 98 Sequenzen, die hier naher
analysiert wurden (Ubersicht siehe Anhang Tabelle 13). Aus dem ersten Alignment in Geneious®
mit MUSCLE zeigte sich, dass einige Ferritin-Sequenzen deutlich weniger Identitdt mit den librigen
Sequenzen aufwiesen, dazu gehorten die Sequenzen von L. japonica, P. fucata ferritin-like, S.
inermis und A. rubrolineata. Die Ergebnisse der Alignments (Distanzmatrices sind im Supplement
hinterlegt) und die statistische Analyse wurden in Diagramm 5 und Diagramm 6 zusammengefasst.
In der Distanzmatrix der 98 Ferritin-Sequenzen aller Spezies zeigte sich, dass Spezies, die
demselben Genus angehdrten in den meisten Fallen die hochste Identitdt der Ferritin Sequenzen
zueinander haben, Haliotis 93 % - 98 %, Argopecten 93 %, Acanthopleura 90 %, Neotrigonia 96 %,
innerhalb des Genus Falcidens hatten die Ferritin-Sequenzen lediglich 70 % ldentitat zueinander.
C. eremineus hatte 99 % bzw. 100 % ldentitdt zu den anderen Mitgliedern desselben Genus mit C.
ebraeus und C. frigidus. C. ebraeus und C. frigidus hatten dagegen eine ldentitdt der Ferritin-
Sequenzen von 97 %. Die Ferritin-Sequenz von L. japonica (Polyplacophora, Chitonidae) zeigte
durchgehend geringe Identitats-Werte zu allen anderen Sequenzen (ca. 40-50 % ldentitat). Die
Identitatswerte der Distanzmatrix mit allen Ferritin-Sequenzen lag bei 90,8 % der Werte zwischen
60-80 %. Bei den Autobranchia, mit 17 Spezies, war der niedrigste Wert 60 %, der héchste von
Pinctada fucata-ferritin like und P. imbricata lag bei 81 %. Aus der Klasse der Heterobranchia mit
vier Arten (von diesen gehorte keine zum selben Genus) lagen die Identitdts-Werte zwischen 73 %
und 77 %. Fur Protobranchia wurde von einer Art eine Ferritin-Sequenz in dem Alignment
eingeschlossen und die Identitdts-Werte zu allen anderen Ferritin-Sequenzen lagen zwischen 60 %
und 70 %, mit dem Hochstwert von 88 % zu G. tolmiei Ferritin. Aus der Klasse der Gastropoden
wurden Caenogastropoda, Neomphaliones und Vetigastropoda Ferritin-Sequenzen in die Analyse
eingeschlossen. Die Caenogastropoden mit 3 Genera und 5 Spezies zeigten Identitdaten von 61 %
bis 85 %, innerhalb eines Genus bis zu 100 %. Die Vetigastropoda mit insgesamt 37 Spezies in 33
Genera bildeten die groRte Gruppe der hier untersuchten Ferritin-Sequenzen. Die Identitdten
lagen bei 75 % der Werte zwischen 80 % und 88 %. Die beiden Neomphaliones-Ferritine hatten
zueinander 80 % Identitat, zu allen anderen Ferritin-Sequenzen 60 % bis 80 % ldentitat. Da L.
japonica eine deutlich andere Primar-Struktur in der Ferritin-Sequenz aufwies, wurde diese im

Folgenden explizit betrachtet.
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Diagramm 5: Vergleichende Analyse der Identitétswerte der Alignments in Geneious mit MUSCLE (Standardparameter)
der Ferritin-Sequenzen der Mollusken mit Klassen und Ordnungen mit Mittelwerten (blau) und Standardabweichung
(orange)

Die statistische Auswertung der Distanzmatrizes aller Ferritin-Sequenzen ohne L. japonica zeigt
Diagramm 6. Es war zu erkennen, dass die Ferritin-Sequenz von L. japonica die ldentitdts-Werte
des Alignments der Neoloricata-Ferritine beeinflusste, mit der Ferritin-Sequenz von L. japonica
betrug der Mittelwert 71 % und die Standardabweichung 12 %, ohne die Ferritin-Sequenz im
Alignment betrug der Mittelwert 75 % und die Standardabweichung 7 %. In Betracht wurde
gezogen, dass L. stagnalis ein zweites Ferritin im Dotter (X56779.1) exprimiert, auch bei anderen
Spezies kdnnen mehrere Ferritine gleichzeitig oder zu wechselnden Entwicklungsstadien
exprimiert werden. Hier wurde fiir S. inermis eine deutlich unterschiedlich lange Ferritinsequenz
(609 bp) zur bereits publizierten (JX401574.1, 516 bp) assembliert. Eine Schwierigkeit in der
Bewertung der Ergebnisse liegt darin, dass oftmals gerade bei dlteren Sequenzdaten keine
vollstidndigen Angaben zur Quelle gemacht werden, was fir JX401574.1 zutraf. Es ist nicht
nachzuvollziehen, ob es sich um ein Individuum oder eine gepoolte Probe handelte und in welchem
Entwicklungsstadium die Probe genommen wurden. Es fehlten hier entscheidende Informationen

zur weiteren Auswertung dieses Ergebnisses.
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Diagramm 6: Identitdtswerte in % der Ferritin-Alignments der Ferritine aller Mollusken mit 98 Sequenzen in Geneious®
mit MUSCLE und Standardeinstellungen durchgefiihrt. Alignments wurden mit allen Klassen und Ordnungen erstellt und
die Mittelwerte und Standardabweichungen verglichen.

Die Standardabweichung der Identitat der Ferritin-Sequenzen betrug bei Heterobranchia 2 % und
hatte bei Neoloricata den hochsten Wert mit 12 %. Wurde L. japonica aus dem Ergebnis entfernt,
so lag die Standardabweichung nur noch bei 7 %. Damit erreichten Coleoidea mit 10 % die hochste
Standardabweichung, generell lag die Standardabweichung zwischen 2 % und 7 %. Die Mittelwerte

der Identitat lagen zwischen 62 % (Coleoidea) und 82 % (Vetigastropoda).

Um eine weitere Einschatzung der Struktur der Ferritin-Sequenzen und Hinweise auf
Gemeinsamkeiten zu ermitteln, wurden fir alle Klassen der Median und der gewichtete Mittelwert
der Sequenz-Langen der ORFs in bp ermittelt, da bei einigen Subklassen die Sequenzlangen bei
gleichzeitig wenigen untersuchten Sequenzen sehr unterschiedlich waren (Bsp. Coleoidea).
Monoplacophora, Nautiloidea, Protobranchia, Neomphaliones, Scaphopoda und Trochida wiesen
einen Median und einen Mittelwert unter 520 bp Linge (ORF) auf. Sieben von insgesamt 17
gewichteten Mittelwerten liegen zwischen 520 bp und 530 bp und Coleoidea (548 bp), Chitonida
(541 bp) und Lepidopleurida (543 bp, beide Polyplacophoren) haben deutlich langere ORFs der

Ferritin-Sequenzen im Mittel.
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Lange der ORF der Ferritin-Sequenzen in bp
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Diagramm 7: Vergleich der ORF-Ldnge in bp der Ferritin-Sequenzen aller Klassen und Subklassen der Mollusken mit den
Medianen und gewichteten Mittelwerten aus den Alignments mit Geneious R9® MUSCLE mit Standardparametern.

Im Alignment mit allen Ferritin-Sequenzen der abgeleiteten Aminosaure-Sequenzen zeigte sich,
dass L. japonica in der Mitte der Sequenz einen 11 (THR101 bis GLU111) und 25 (ALA115 bis
ALA139, insgesamt 36 AS) AS langen Bereich aufweist, der bei keiner anderen Sequenz vorhanden
ist. Die sieben AS, die mit dem Ferroxidase-Zentrum korrespondieren, sind in Abbildung 24 mit den

roten Boxen markiert.
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griin entspricht 100 Identitdt in allen Ferritin-Sequenzen, hellgriin 100-80, gelb 60-80 und weifs unter 60 Identitdt

Abbildung 24: Geneious® mit ClustalW, AS Alignment der Ferritin-Sequenzen mit Blosum 62 Farbschema:



Fir L. japonica wird im Alignment eine Insertion dargestellt, die in keiner weiteren Ferritin-Sequenz
enthalten ist, mit Ausnahme des Motivs KKP, tlrkis in der folgenden Primarstruktur der Insertion

hervorgehoben.

Insertion: TYKDVCDKINEKKPAELSSACICEFTAAATGGDPSSCSA

Aus der vollstiandigen AS-Sequenz des Monomers wurde bereits eine 3D-Struktur mit AlphaFold
(Jumper et al. 2021; Varadi et al. 2022) modelliert und unter der Acc. Nummer 015972 in UniProt
(uniprot.org) hinterlegt. Die 3D Darstellung des L. japonica Ferritin-Monomers in Abbildung 25
zeigt die Insertion in der Mitte des Monomers beginnend mit THR101 (siehe schwarzer Pfeil rechts)
und endet in dem orangen Bereich mit ALA139 (schwarzer Pfeil links). Die Farbgebung korrespondiert

mit dem Konfidenz-Niveau in AlphaFold siehe Legende in Abbildung 25.

Struktur
Modell Konfidenz

Il Very high (pLDDT > 90)
Confident (90 > pLDDT > 70)
Low (70 > pLDDT > 50)

I Very low (pLDDT < 50)

AlphaFold gibt einen per-
Residue Confidence Score
(pLDDT) zwischen O und 100 an.
Manche Regionen mit niedrigem

plDDT kénnen isoliert ALA139

unstrukturiert sein.

,\M/'\
THR101

Abbildung 25: 3D-Darstellung von Liolophura japonica Ferritin-Monomer aus uniProt 015972 - 015972 _LIOJA (UniProt:
the Universal Protein Knowledgebase in 2023 2023; Jumper et al. 2021; Varadi et al. 2022)

Aus der Darstellung wird deutlich, dass die 3D-Struktur der Insertion mit einem niedrigen Konfidenz-
Niveau dargestellt ist und folglich nicht aufgeldst wurde. Im Vergleich zur L. japonica Ferritin-Monomer-
Struktur ist in Abbildung 26 die Struktur des Ferritin-Monomers von Crassotrea gigas dargestellt,

welche mit dem Konfidenzniveau ,very high” ebenso mit AlphaFold berechnet wurde.

Struktur
Modell Konfidenz

Il Very high (pLDDT > 90)
Confident (90 > pLDDT = 70)
Low (70 > pLDDT > 50)

Bl Very low (pLDDT < 50)

AlphaFold gibt einen per-
Residue Confidence Score
(pLDDT) zwischen 0 und 100
an. Manche Regionen mit
niedrigem plDDT kénnen
isoliert unstrukturiert sein.

Abbildung 26: Bindermodell eines Ferritin-Monomers von Crassostrea gigas (uniProt Accesion-Nummer: Q2PDG9)
unterAngabe des Konfidenz-Niveaus der Modellierung mit AlphaFold
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Dieses Ferritin-Monomer mit einer Aminosauren-Sequenz von 171 AS entspricht der Lange von 80
Ferritin-Sequenzen der 98 eingeschlossenen Ferritin-Sequenzen in meiner Studie und reprasentiert
die 3D-Struktur stellvertretend fir diese Sequenzen.

Nach der Analyse der Alignments der Himocyanin- und Ferritin-Sequenzen wurden die erhobenen
Mittelwerte und die Standardabweichungen der Identitat fir vergleichbar reprasentierte Klassen
und Unterklassen in Diagramm 8 gegeniibergestellt. In allen Fallen bis auf in Caudofoveata und
Coleoidea ist der Mittelwert der Identitat flr Ferritin-Sequenzen hoher als der entsprechende
Mittelwert der Hdmocyanin-Sequenzen, fiir Neoloricata sind beide Werte mit 71 % gleich hoch.
Wohingegen die Standardabweichung in fiinf Fallen fir die Hamocyanin-Sequenzen

(Caudofoveata, Gastropoda, Heterobranchia, Lepetellida und Vetigastropoda) geringer ist.

Vergleich der Mittelwerte und Standardabweichung der
Hamocyanin- und Ferritin-Sequenzen der Mollusken-Klassen

90,00
80,00 B Mittelwert Identitat
- 70,00 Ferritin
‘© 60,00
= 28,88 B Mittelwert Identitat
§ 30200 Hamocyanin
%8’88 Standardabweichung
0.00 Identitat Himocyanin
Q 2 2 > 2 2 ) @ 2 i
& O & obe & & ' (?;\_’b ' o& \@ S Sta nd.avr?dabw.elhchung
& RO & & & & & & Identitt Ferritin
(960 S obo ® & \50 S @Q VQJQ P
N\ OQO (J’b x@ < (o) ’QQO
» @e‘\ E g g

Differenzierung der Alignment nach Mollusken-Klassen und Unterklassen und alle
Sequenzen

Diagramm 8: Ferritin und Hdmocyanin Mittelwert und Standardabweichung aller untersuchten Sequenzen und nach
Mollusken-Klassen und Unterklassen getrennt

Hamocyanin-Sequenzen weisen im Phylum Mollusca eine geringere Identitat auf als vergleichbare
Ferritin-Sequenzen, wobei die Abweichung der Werte in flnf Fallen flr die Himocyanine geringer

ist.

3.2.1. Phylogenie der Ferritine der Mollusken

Fir die Rekonstruktion der Phylogenie der Mollusken-Ferritine wurde ein Phylogramm mit dem
Evolutionsmodell LG+G berechnet (siehe nachste Seite). Insgesamt ist zu bemerken, dass nur 12

Verzweigungen auf Art-Niveau mit Bootstrap-Werten liber 90 berechnet wurden.
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= Baum MaRstab: 1

Klassen und Subklassen
[ ] vetigastropoda
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Abbildung 27: Phylogramm der 98
AS-Sequenzen der Mollusken-
Ferritine mit gezeigten Bootstrap-
Werten ab 50 (Geneious® PhyML
(Guindon et al. 2010), LG+G (Le und
Gascuel 2008), Standard-Parameter,
'H octoradiata’ Grafik von iTOL (Letunic und Bork

u

S
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Das Phylogramm (Abbildung 27) zeigt, dass eine Rekonstruktion der Phylogenie mittels der Ferritin-
Sequenzen keine Auflosung der Verwandtschaft in dieser Matrix ermoglichte. Die Mollusken-
Klassen wurden auf verschiedenen Asten positioniert. Versuche weitere Isoformen aus den

Rohdaten der Transkriptome zu assemblieren blieben erfolglos.

4. Diskussion

4.1. Hamocyanine der Mollusken

Hamocyanine der Peltospiridae — ein neuer Hamocyanin-Typ

Der Vergleich der de novo assemblierten Transkriptom-Sequenzen der Peltospiridae mit den
jeweiligen Referenz-Genomen, zeigte dass es sich bei den beiden Isoformen der beiden Spezies um
zwei paraloge Hamocyanin-Gene handelt. Die cDNA-Sequenzen unterscheiden sich um ca. 3.750
bp in ihrer Lange. In der Verwandtschaftsbeziehung von Gigantopelta ist urspriinglich der Genus
Peltospira das Schwestertaxon und C. squamiferum wiederum als Schwester zu allen Peltospiridae
postuliert worden (Chen et al. 2017a). Neue mitogenomische Analysen enthielten Daten von
weiteren Peltospiridae und setzten statt Peltospira den monotypischen Genus Dracogyra

(subfusca) als Schwestertaxon zu G. aegis wie in Abbildung 28 dargestellt (Zhang et al. 2024; Zhong

et al. 2022).
{ Chrysomallon squamiferum 404 Mb ]
[: Depressigyra globulus 844 Mb ]
Pachydermia laevis 556 Mb ]
] 4[ Liraplex politus ]
Dragcogyra subfusca 1,16 Gb ]
[{( Gigantopelta aegis 1,15 Gb ]
4[ Nodopelta heminoda 447 Mb ]
Peltospira delicata 618 Mb ]
Peltospira smargdina 382 Mb ]
—[ Peltospira operculata 481 Mb ]
{ Symmetriapleta ]

Abbildung 28: Phylogenie und Genomgréf3e der Peltospiridae nach ,,NCBI Genome”, wobei die Fiillung der Kasten die
Genom-Gréf3e widerspiegelt, weifSe Kdstchen stehen dafiir, das keine Genomdaten vorliegen, das Kladogramm basiert
auf Zhang et al. (2024)
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Zhang et al. (2024) vermuten, dass die Besiedlung des indischen Ozeans von den Peltospiridae
dreimal erfolgte, zuerst von C. squamiferum, gefolgt von G. aegis und Dracogyra subfusca, und
dann von Liraplex politus. Von den insgesamt 27 Arten der Peltospiridae (W.0.R.M.S) sind lediglich
von 11 Arten Genome sequenziert worden, somit kann die Verwandtschaftsbeziehungen dieser
Spezies innerhalb der Familie nicht sicher aufgeldst werden. Bekannt ist, dass die Genomgrofie sich
innerhalb der Peltospiridae deutlich unterscheidet, aber die mogliche Relevanz in der Phylogenese
ist nicht bekannt. Der hier neue postulierte Himocyanin-Typ kdnnte auch in weiteren Ordnungen
evolviert sein, was aber mit den vorliegenden Daten nicht beantwortet werden kann. Im Kontext
der Himocyanin-Gene der beiden Peltospiridae kénnte die Abstammung von einem gemeinsamen
Vorfahren der Grund fir die gleiche Gen-Struktur sein, und wurde in diesem Fall vom letzten
gemeinsamen Vorfahren von C. squamiferum und G. aegis vererbt. Diese These wiirde durch die
Tatsache unterstiitzt, dass dieser Himocyanin-Typ auch bei den anderen Peltospiridae zu finden
ware, die nicht im indischen Ozean leben und ndher mit G. aegis verwandt sind. Auch eine parallele
Entwicklung der Hamocyanine aufgrund des gemeinsamen Habitats und die notwendigen
Adaptationen kommt in Betracht (Ronddn et al. 2024; Chen et al. 2017a; Chen et al. 2015b; Lan et
al. 2021). Viele Tiefsee-Organismen leben symbiontisch, diese Arten beherbergen die
Endosymbionten jedoch meist in den Kiemen (Stein et al. 1988; Breusing et al. 2022).
Moglicherweise geht die Modifikation der Himocyanine durch die Triplikation einer FU, wie auch
die Ausbildung einer hypertrophierten Oesophagus Drise (Sasaki et al. 2010), auf die Adaptation
an das Habitat zurlick (Rogers et al. 2012; Lan et al. 2021; Lan et al. 2022). Welche physiologischen
Vorteile ein verdndertes Himocyanin diesen Arten bringt, muss noch untersucht werden, es ist
aber sicher, dass die 3D-Struktur dieses neuen Hamocyanin-Typus von den bekannten Strukturen
der Hamocyanine abweicht. Moégliche Strukturen konnten sein, dass die zusatzlichen FU-c in den
Innenraum des Zylinders reichen, dhnlich des Sepia-Types (Miller et al. 1990) oder des Mega-
Hamocyanin-Types (Lieb et al. 2010). Neben der erhdhten Sauerstofftransportkapazitat oder
Sauerstoffaffinitat (Lieb et al. 2010; Terwilliger 1998a; van Holde und Miller 1995) kann auch eine
erhohte Stabilitat (Dolashki et al. 2019; Marshall et al. 2016; Burnett, Louis E., Scholnick, David A.,
Mangum, Charlotte P. 1988) eine Rolle in diesen schwierigen Habitaten spielen, welche von hohen
Temperaturen, niedrigem pH-Wert und hohem Druck gekennzeichnet sind (Hashimoto et al. 2001;
van Dover et al. 2002; Rogers et al. 2012; Handbook of deep-sea hydrothermal vent fauna 2006).
Die Variabilitdt der Expression zweier verschiedener Hamocyanin-Typen kann diese ndétigen
Anpassungen an schwierige Habitate ermoglichen, wie bei M. tuberculata (Lieb et al. 2010), R.

venosa, und N. lapillus (Schafer et al. 2021a) bereits gezeigt.
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Mollusken-Hamocyanine: Gene, Isoformen, Exon-Intron-Struktur

Fir die Gesamtheit der Mollusken gilt die Aussage, dass bisher nur wenige Genome bekannt sind.
Setzt man die Anzahl der sequenzierten Genome (407) in Bezug zu der geschatzten Zahl der
rezenten Mollusken von 86.600 (W.0.R.M.S) wird deutlich, dass nur ein minimaler Teil der Spezies

auf Genom-Ebene untersucht wurde.

Die weiteren assemblierten Hamocyanin-(Teil-)Sequenzen stimmten, soweit die Liange der
Teilsequenz eine Beurteilung zuliell, mit dem ,Keyhole limpet Typ“ Uberein. Fir die einzige
vollstandig assemblierte Sequenz eines Caenogastropoden, S. reiniana konnte keine Exon-Intron-
Struktur auf Grund fehlender Genomdaten ermittelt werden. In Hinblick auf die Tatsache, dass
Caenogastropoden und Heterobranchia eine groRRe Anzahl interner Introns (teilweise mehr als 50)
in den Hamocyanin-Genen aufweisen (Schafer et al. 2021c; Lieb et al. 2001; Chiumiento et al.
2020), ware hier die Information zur Exon-Intron-Struktur einer weiteren Familie der
Caenogastropoden informativ. S. reiniana gehort zur Superfamilie Cerithoidea, wie auch M.
tuberculata, die das Mega-Hamocyanin (Lieb et al. 2010) aufweist. Zumindest konnte festgestellt
werden, dass beide Hamocyanin-lsoformen von S. reiniana &hnlich lang sind und keine
Sequenzlange dem Mega-Hamocyanin entspricht. Dies kann darauf hinweisen, dass die Familie
Semisulcospiridae den ,Keyhole limpet Typ“ als Himocyanin aufweist und das Mega-Hamocyanin
auf die Familie Thiaridae beschrankt sein konnte. Die beiden Familien sind keine Schwester-Taxa,
wobei die genaue Phylogenie der Cerithioidea mit zur Zeit 19 Familien (Stand 20.04.2024
(W.0.R.M.S)) noch nicht bekannt ist. Es wurde abhangig der Auswahl verschiedener Familien der
Caenogastropoden keine monophyletische Familienverwandtschaft aufgelost (Neiber und
Glaubrecht 2019; Xu et al. 2024; Strong et al. 2011).

Die Assemblierung einer Teilsequenz eines Hamocyanins von der Autobranchia C. plicata
(Unionidae) ware der erste Nachweis fiir Hdmocyanin in Autobranchia, wogegen Hamoglobin bei
einigen anderen Autobranchia festgestellt wurde ((Barbatia sp. (Grinich und Terwilliger 1980),
Anadara inaequivalvis Arcidae (Gambacurta et al. 1993), (PONDER et al. 2020)). Bei der
Hamocyanin-Teilsequenz von C. plicata gehe ich davon aus, dass es sich um eine Verunreinigung
der Probe handelte und die Sequenz von anderen Organismen stammt, die z.B. als Nahrung
dienten (Bourlat et al. 2003; Meyer et al. 2010). Denn bei den drei weiteren untersuchten
Unionidae-Arten wurde, wie erwartet flir Autobranchia, keine Himocyanin-Sequenz assembliert.
Die zweite Unterklasse der Bivalvia, die Protobranchia, weisen oftmals Hamocyanin als
respiratorisches Protein auf und, im Falle von Endosymbionten, in den Kiemen auch Hamoglobin
(Doeller et al. 1988). Bei Nucula nucleus wurden bereits zwei Hamocyanin-Isoformen

nachgewiesen (Bergmann et al. 2007). Die hier untersuchten Proben von A. bartschii, E. tenuis und
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N. pernula ergaben nur fiir E. tenuis eine Teilsequenz, wobei lediglich fir A. bartschii angegeben
war, welchen Ursprung die Probe hatte (Mantel), bei allen anderen fehlte diese Angabe. Aus
Mantelgewebe wurden zwar mRNA-Hamocyanin-Sequenzen sequenziert (Haliotis rubra
KU496942.1, KU496943.1), jedoch nur bei zwei von den zehn hier untersuchten Sequenz-Daten
aus Mantelgewebe, bei R. olivacea (3267 bp) und H. laevigata (2214 bp), gelang die Assemblierung
von Teilsequenzen. Griinde fir die fehlgeschlagenen Assemblierungen von Hamocyaninen
koénnten in der Datenqualitat oder in der fehlenden bzw. zu geringer Expression des Himocyanins

im Mantelgewebe liegen.

Sequenz-Daten der Caudofoveata von sechs Arten wurden hier in der Analyse untersucht. Bei zwei
Arten der Gattung Falcidens konnten Teil-Hdmocyaninsequenzen assembliert werden (F. caudatus
1.560 bp, fiir F. sagittiferus 4.422 bp), was mit den bereits veréffentlichten Himocyanin-Sequenzen
fUr Falcidens crossotu (AM949571, AM949572) konform ist (Lieb und Todt 2008). Eine weitere
Spezies der Chaetodermatidae C. nitidulum wies ebenso eine Teil-Hdmocyaninsequenz auf (1.998
bp). Fur die drei weiteren Spezies aus den Familien Prochaetodermatidae (P. californicum, S.
clenchi) und Limifossoridae (S. ventrolienatus) konnten keine Hinweise auf Himocyanine gefunden
werden. Dies kdnnte bedeuten, dass nur Chaetodermatidae als eine der drei Familien der
Caudofoveata Hamocyanin exprimiert, die beiden weiteren Familien Uber kein Hamocyanin
verfligen. Die Anzahl der verfiigbaren Daten fiir Caudofoveaten ist nicht sehr grof3, so konnten
keine weiteren Auswertungen vorgenommen werden. Die Untersuchung weiterer Arten der
Familien Prochaetodermatidae und Limifossoridae konnte den Befund bestatigen. Auch die Frage

nach weiteren respiratorischen Proteinen steht noch im Raum.

Die Klasse der Cephalopoda, die sowohl mehrere Hamocyanin-Typen wie auch unterschiedliche
Isoformen aufweist, wurde hier mit einigen Sequenzen in die phylogenetischen Analysen
eingeschlossen. Die Assemblierung weiterer Sequenz war aber nicht Ziel meiner Arbeit. Lediglich
die neuen Sequenz-Daten des N. pompilius wurden auf eine zweite Isoform untersucht. Diese
wiesen jedoch nur die bereits bekannte Hamocyanin-Isoform auf, es gelang nicht aus den
vorliegenden Daten eine weitere Isoform zu assemblieren. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen

von Bergmann et al. (2006).

Bei den Gastropoden hingegen sind die Himocyanin-Gene diverser. Eine bekannte Vertreterin der
Vetigastropoden Megathura crenulata ist namensgebend fiir den bereits besprochenen , Keyhole
limpet“ Hdmocyanin-Typ (Lieb et al. 2000; Lieb und Markl 2004; Altenhein et al. 2002; Gatsogiannis

und Markl 2013). In der phylogenetischen Analyse der Hamocyanin-Sequenzen waren zwei
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Vetigastropoden (Megathura crenulata und Haliotis rubra) mit jeweils zwei Hamocyanin-
Sequenzen vertreten, wogegen ich fiir die von mir untersuchten Vetigastropoden jeweils nur eine
Isoform assemblieren konnte. Dies gilt auch fiir H. laevigata, wo auch nur eine Isoform assembliert
werden konnte. Da bekannt ist, dass Haliotidae mehrere Hamocyanin-lIsoformen aufweisen wurde
dieses Ergebnis genauer untersucht. Durch das Alignment des Genoms von H. laevigata gegen HrH
1 und HrH 2 wurden zwei Loci der Hdmocyanin-Gene, mit der fiir Vetigastropoden bekannten Exon-
Intron-Struktur lokalisiert (siehe Ergebnisse). Eine mogliche Erklarung fir die Assemblierung nur
einer Hamocyanin-lsoform aus den Transkriptom-Daten ist, dass in den sequenzierten
Transkriptom-Daten die zweite Isoform nur gering exprimiert wurde (Albrecht et al. 2001; Lieb et
al. 2010; Sairi et al. 2015; Strobel et al. 2012), so dass die Assemblierung einer zweiten Isoform
nicht gelang. Diese mogliche Erklarung wird durch Markl et al. (1991) gestiitzt, da hier festgestellt
wurde, dass die zwei Himocyanin-lsoformen nicht in gleichem Mal exprimiert werden und eine
unterschiedliche Funktion der Grund sein kdnnte. Zudem ist fiir M. crenulata bekannt, dass
Hamocyanin nach einer Blutabnahme nicht neu synthetisiert wird (Albrecht et al. 2001) und nicht
zu jedem Zeitpunkt exprimiert wird (Keller et al. 1999; Lieb et al. 1999). Dies trifft nicht auf alle
Vetigastropoden zu, da fir H. tuberculata nicht die gleichen Expressionsmuster nachgewiesen
wurden (Albrecht et al. 2001). Diese Befunde der unterschiedlichen Transkription kénnen zur
Erklarung herangezogen werden, warum aus einigen Transkriptom-Sequenzdaten der hier
untersuchten Vetigastropoden keine Hamocyanin-Sequenzen oder nur eine Himocyanin-Isoform
assembliert werden konnte. Aus 13 Sequenz-Daten der insgesamt 41 untersuchten Spezies der
Vetigastropoden konnte ich keine Hamocyanin-Sequenzen assemblieren aufgrund zu weniger
reads, die ,mappten” (siehe Tabelle 7). Prinzipiell kbnnen Grinde fir eine fehlgeschlagene
Assemblierung einer Transkription-Sequenz sein, dass eine unzureichende Konservierung des
Probengewebes durchgefiihrt wurde, eine zu geringe Datenqualitadt erzeugt wurde und keine oder
zu geringe Expression des Transkripts zum Zeitpunkt der Konservierung vorlag (Adema et al. 2017;

Jiang et al. 2015; Nagalakshmi et al. 2010).
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Tabelle 7: Ubersicht der Vetigastropoden-Spezies ohne Assemblierung einer Himocyanin-Sequenz aus den Rohdaten
unter Angabe der Accessionnummer, des akzeptierten Namens in WORMS und des Probengewebes.

Akzeptierter Name Spezies Accession- Probengewebe | Body
Nr. size/features

Amblychilepas nigrita SRR15563600 | N/A 18 mm

Neocollonia pilula Bothropoma pilula SRR15563563 | Ganzes Tier 5mm
Cantrainea macleani SRR15563561 | N/A 15 mm
Emarginula sp. SRR15563596 | N/A X
Lepetodrilus pustulosus SRR8318356 N/A 6 mm
Lucapina suffusa SRR15563586 | N/A 25 mm

Arene tricarinata Marevalvata tricarinata SRR15563577 | N/A 4 mm
Margarella refulgens SRR15563584 | N/A 6 mm
Montfortula rugosa SRR15563582 | N/A 24 mm
Perotrochus lucaya SRR15563579 | N/A X
Stomatia phymotis SRR15563571 | Ful 30 mm
Stomatolina sanguinea SRR15563570 | Ful 18 mm
Trochus maculatus SRR15563568 | FuR 70 mm

Die Griinde fur die fehlgeschlagenen Assemblierungen kénnen hier nicht determiniert werden. Von
den insgesamt 16 Sequenzdaten aus Probengewebe des Fulles der Vetigastropoden wurden nur
eine vollstandige Sequenz assembliert, 12 Teilsequenzen mit sehr unterschiedlicher Lange, (siehe
Tabelle 9) und in drei Fallen konnte kein Himocyanin (Trochida) assembliert werden (siehe Tabelle
7). Die Moglichkeit, dass diese Arten kein Hamocyanin aufweisen, kann nicht ausgeschlossen
werden. Wie bereits erwdhnt, vermuteten Albrecht et al. (2001), dass nicht in allen Spezies zu jeder

Zeit Hdmocyanin exprimiert wird, sondern nur zu bestimmten Zeiten im Jahr.

Die bisher erste Himocyanin-Sequenz einer Monoplacophora konnte hier assembliert werden. Die
Struktur entsprach dem ,Keyhole limpet Typ” und somit wurde dieser Typ in einer weiteren
Mollusken-Klasse bestatigt. Fir die hier untersuchten Transkriptom-Daten lagen keine
entsprechenden Genom-Daten vor, was eine Untersuchung der Exon-Intron-Struktur nicht
ermoglichte. Fir eine weitere Monoplacophora-Spezies L. antactica liegen zwar Genom-Daten vor,
aber keine entsprechenden Transkriptome-Daten. Auf eine weitere Analyse dieser Daten musste

aufgrund des Umfangs dieser Arbeit verzichtet werden.

Die Analyse der Hamocyanine der Polyplacophoren schloss sich an, fir die bis zum aktuellen
Zeitpunkt (08.04.2023) keine vollstandigen Hamocyanin-Sequenzen publiziert wurden. Frihere
molekulare Untersuchungen haben gezeigt, dass Polyplacophoren Homodimere besitzen (Harris et
al. 2004; Warnke et al. 2011; Lieb und Todt 2008; Herskovits und Hamilton 1987; Herskovits et al.
1986). In meiner Arbeit wurden neue (Teil)-Sequenzen fir die beiden Ordnungen Chitonida und

Lepidopleurida assembliert, darunter sechs vollstandige Hdmocyanin-Sequenzen von insgesamt 17
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untersuchten Arten. Alle identifizierten Sequenzen entsprachen dem ,Keyhole limpet Typ“
hinsichtlich Lange und Sequenzstruktur. Obwohl die Anwesenheit von Hamocyanin-Transkripten
in den FuBgewebsproben erwartet wurde, konnten nur fir A. granulata, A. loochooana und S.
bahamensis (Teil-)Sequenzen assembliert werden. Bei drei weiteren untersuchten Arten (C. lata,
C. japonica, C. septemvalvis) war keine Assemblierung moglich, wobei alle Daten der drei

Transkriptome aus einem Projekt stammen (PRINA674863).

Dies konnte darauf hindeuten, dass diese Arten entweder kein Hdmocyanin besitzen, wobei auch
keine Hinweise auf ein anderes respiratorisches Protein gefunden wurden, oder dass die
Transkriptome nicht vollstandig sequenziert wurden. Eine weitere mogliche Erklarung wéare analog
zu den Vetigastropoden, dass zum Zeitpunkt der Probennahme kein Hamocyanin exprimiert
wurde. Allerdings fehlen bisherige Hinweise auf Expressionsmuster der Hamocyanine dieser
Klasse, was eine interessante Fragestellung fir zukilinftige Forschungsarbeiten darstellt. Weitere

Transkriptomdaten oder Genomdaten lagen fiir diese drei genannten Arten nicht vor.

In meiner Arbeit wurde keine Evidenz fiir das Vorhandensein von Hiamocyaninen bei den beiden
untersuchten Callochiton-Arten gefunden. Jedoch wurde fir Callochiton bouveti eine Teilsequenz
veroffentlicht (AM949575.1). Fiur die Chitonida-Art A. fascilcularis konnte kein Hamocyanin
assembliert werden, moglichweise aufgrund des niedrigen Expressionslevels im Larvengewebe,
jedoch wurde in NCBI eine Hamocyanin-Teilsequenz publiziert (FM173223.1), was das
Vorhandensein von Himocyanin bestétigt. Ebenso wurde auch fir N. mirandus (FM173217.1) eine
1.220 bp lange Sequenz publiziert.

Die Assemblierung von Hamocyaninen aus Probengewebe des Mantels war, wie bereits zuvor
bemerkt, oft schwierig. Dies zeigte sich auch bei den Assemblierungsversuchen fiir T. linaeta, H.
hanleyi, und C. olivaceus, wo entweder keine oder nur Teil-Sequenzen assembliert werden
konnten. Es ist zu beachten, dass neben dem Gewebetyp auch die Methodik der Sequenzierung
sowie alle Schritte von der Probennahme bis zur bioinformatischen Auswertung eine signifikante
Rolle fur die Qualitdt der Daten spielen (Gant et al. 2017). Obwohl hier festgestellt werden kann,
dass Mantelgewebe sich oft weniger gut eignet als FuRgewebe, konnten weitere Einflussfaktoren
in dieser Studie nicht bewertet werden. Von den 11 in der NCBI-Datenbank verfligbaren Genomen
fir Polyplacophoren liegt keines fiir Callochitonidae vor. Daher war eine weitere Untersuchung
aufgrund des Mangels an verfligbaren Daten nicht moglich. Bei den Proben aus dem FulRgewebe
konnten bei 23 von insgesamt 31 Proben (Teil)-Sequenzen assembliert werden, was einer
Erfolgsquote von 74 % entspricht. Bei L. asellus zeigte sich, dass Proben aus dem FuBRgewebe

grundsatzlich fiir eine vollstandige Assemblierung geeignet sind. Im Gegensatz dazu war dies bei
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Proben aus dem Mantelgewebe nur bei 10 % der Rohdaten moglich. Dies spricht dafiir bei weiteren

Studien zu Hdmocyaninen Proben aus dem Gewebe des Fulies zu bevorzugen.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Scaphopoda und Solenogastres bestatigte die bisherige
Annahme, dass diese beiden Mollusken-Klassen tiber kein Himocyanin verfiigen (Lieb und Todt

2008; PONDER et al. 2020).

4.2. Ferritin-Sequenzen in Mollusken

Es ist bekannt, dass einige Spezies mehr als eine Ferritin-lsoform exprimieren. Fir jede hier
untersuchte Spezies konnte jedoch lediglich eine Ferritin-Sequenz assembliert werden, was die
Determination der orthologen Isoformen durch das Alignment und die anschlieRende
phylogenetische Untersuchung nicht ermdglicht. Ein wichtiger Aspekt, der bei der Analyse der
Ferritin-Sequenzen zu beriicksichtigen ist, besteht darin, dass die untersuchten Ferritin-Sequenzen
ausschlieBlich den Open Reading Frame (ORF) umfassten ohne die nicht-translatierte Region (UTR)
mit dem lron-Responsive Element (IRE). Das IRE beeinflusst die Sekretion von Ferritinen und ist ein
Element, das nicht in allen Ferritinen vorkommt, wie zum Beispiel bei Dotterferritin von L. stagnalis
und in Schistosoma mansoni. Da dieser Sequenz-Bereich nicht assembliert wurde und somit nicht
in die Analyse eingeflossen ist, wird an dieser Stelle nicht weiter darauf eingegangen, fiir einen
Uberblick siehe (Andrews 2010; Andrews et al. 1992; Plays et al. 2021; Harrison und Arosio 1996).
Ein weiterer Aspekt ist, dass sich Ferritine bei der Assemblierung zu Homo- und Heterodimeren
zusammenfigen (He et al. 2016), welche unterschiedliche Eigenschaften in Bezug auf die
Eisenspeicherung und die Immunabwehr haben kénnen. Auch diesen Aspekten der Aufgaben und
Funktionen kann hier aufgrund der Datenlage und des zeitlichen Umfangs dieser Arbeit keine
Rechnung getragen werden. Diese Einschrankungen schienen der grundsatzlichen Uberlegung die
Ferritin-Sequenzen als weitere Informationsquelle fir phylogenetische Analysen heranzuziehen
nicht entgegenzustehen. Ferritine wurden von mir gewahlt, da diese gegeniiber Himocyaninen
den Vorteil haben, dass Ferritin ubiquitar in allen Lebewesen vorkommt (Theil 1987; Andrews et
al. 1992). Dennoch missen auch hier die gleichen Schwierigkeiten fiir die transkriptomische
Analyse analog zu den Ausfiihrungen im Textabschnitt der Himocyanine in der Gewinnung sowie
Prozessierung der Proben, der Sequenzierung und aller ,downstream“-Schritte der Analyse,
Uberwunden werden. Dementsprechend konnten aus 90 Daten 81 Ferritin-Sequenzen assembliert
werden. Die genauen Ursachen fir die fehlgeschlagenen Assemblierungen von Ferritin-Sequenzen
bleiben unklar, werden aber in den vorgenannten Schwierigkeiten begriindet sein. Es ist auRerdem

zu beachten, dass Transkriptomdaten ein temporares Geschehen im Organismus
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(Expressionsmuster) widerspiegeln (Salinas-Clarot et al. 2011; Chavez-Mardones et al. 2013), was

eine mogliche Erklarung dafir sein kénnte.

Hinsichtlich der Analyse-Ergebnisse der Ferritine der Bivalvia wurde fiir die Protobranchia die erste
Ferritin-Sequenz flr E. tenuis assembliert, sodass kein Vergleich der Sequenzstrukturen der
Ferritine innerhalb dieser Unterklasse gezogen werden konnte. Die Ferritin-Sequenz zeigte mit
allen anderen hier untersuchten Ferritin-Sequenzen eine Identitat zwischen 45 % (L. japonica) und
88 % (G. tolmei). Aus den Rohdaten von A. bartschii gelang die Assemblierung einer 213 bp langen
Teilsequenz, die hier nicht in die Analyse eingeflossen ist und flr N. nucleus lagen keine Rohdaten
fir eine Assemblierung vor, weshalb nur deren Himocyanin-Sequenzen untersucht wurden. Es
|asst sich aus diesen Ergebnissen und den vorliegenden Daten keine Aussage Uber die Anzahl der
Ferritin-Gene, Expression und deren Sequenzlangen in Protobranchia treffen. Die Untersuchung
der Ferritine erfolgte zuvor bei Martinez et al. (2023) indirekt in Zusammenhang mit
Genexpressionsmustern unter thermischem Stress und zeigte, dass die Ferritin-Expression in
Zusammenhang mit der Stressantwort auf verdnderte Temperaturen im Habitat, im Hinblick auf
den Klimawandel, steht. Es liegen somit fiir diese Unterklasse keine weiteren Kenntnisse tiber die
Ferritin-Gene und Transkriptome vor und weitere Forschung ist notwendig.

Fir das artenreichere Schwestertaxon Autobranchia konnten 13 der insgesamt 18 untersuchten
Ferritin-Sequenzen assembliert werden. Fir die Unionidae Megalonaias nervosa wurden in NCBI
bereits flinf unterschiedliche Ferritin-Proteinsequenzen publiziert, wobei sich zu einer dieser
Ferritin-Sequenz (MDW5039771) eine maximale Ubereinstimmung mit 94 % zu der von mir
assemblierten Sequenz zeigte. Alle bereits in NCBI publizierten Soma-Ferritine dieser Spezies
wurden aus Gonadengewebe sequenziert. Die Rohdaten, die meiner Assemblierung zugrunde
lagen, stammten aus der Sequenzierung des FuRgewebes. Die Sequenzen der drei Soma-Ferritine
variieren in der Lange zwischen 143 AS und 174 AS und die zwei Dotter-Ferritine zwischen 229 AS
und 268 AS, dhnlich dem Dotterferritin der Heterobranchia L. stagnalis (X56779.1) mit 240 AS
Lange. Weitere Transkriptom-Daten aus Dottergewebe lagen fiir Autobranchia nicht vor, weshalb
kein Rickschluss auf eine grundsatzlich langere Ferritin-Sequenz im Dotter im Vergleich zu Soma-
Ferritinen an dieser Stelle gezogen wird. Jedoch begrenzen sich diese deutlich langeren Ferritin-
Sequenzen nicht auf Dotterferritine in anderen Mollusken-Klassen, da Ferritin-cDNA-Sequenzen
fir C. aspersum, H. laevigata, L. pustulosus, L. japonica, und S. inermis ebenfalls mit Sequenzlangen
zwischen 609 bp und 690 bp assembliert bzw. publiziert wurden (vergleiche Tabelle 13). Fiir einige
Spezies der Autobranchien, wie auch Gastropoden, ist bekannt, dass es bis zu flunf Ferritin-
Isoformen exprimiert werden (M. nervosa, Argopecten (He et al. 2011; La Coba de Pefia et al.

2016), Chlamys AY653293.1, AY653294.1, AY653295.1, Patinopecten yessoensis (Zhang et al.
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2013)). Insgesamt wurden 132 Ferritin-Proteinsequenzen bereits veréffentlicht, und in PDB sind
vier 3D-Strukturen fir diese Subklasse hinterlegt. Jedoch sind die Expressionsmuster, die
Sequenzstruktur und die Eigenschaften dieser Ferritine meist nicht bekannt. Die Analyse
zusatzlicher Daten der Bivalvia wurde zugunsten der Untersuchung der Ferritin-Sequenzen
weiterer Mollusken-Klassen eingeschrankt, gefolgt von der Analyse der Ferritin-Sequenzen der

Caudofoveaten.

Die Datenverfligbarkeit von Trankskriptomen fir die Klasse der Caudofoveata ermdéglichte die
Assemblierung von insgesamt sechs Ferritin-Sequenzen, wobei nach heutigem Stand keine Ferritin-
Sequenzen fiir Caudofoveaten publiziert wurden. Die Ferritin-Sequenz von F. sagittiferus hat zur
Ferritin-Sequenz von der zweiten Spezies desselben Genus F. caudatus eine Identitat von 71%,
dhnlich ist die Sequenz-ldentitdt mit 70 % der Prochaetodermatidae S. clenchi und P. californicum.
Dies zeigt ebenso, dass die Zugehorigkeit zum selben Genus keine hohere Ferritin-Sequenzidentitat
bei Caudofoveaten aufweist als zu weiter entfernten Arten. Generell lagen die weiteren Werte flr
die Sequenz-ldentitdt der Caudofoveata zwischen 66-68 %, vergleichbar mit den Identitatswerten
der Bivalvia. Die Ferritin-Sequenzlangen waren zwischen 513 bp und 534 bp, Daten fir die
Assemblierung von Dotterferritinen sind zurzeit nicht verfiigbar. Die Frage nach einer mdglichen
Abweichung der Ferritin-Sequenzlange im Dotter, wie bei Bivalvia beobachtet, kann also bis

weitere Daten vorliegen nicht beantwortet werden.

Auch firr die Cephalopoden konnten hier vier Ferritin-Sequenzen in die Analyse einflieen. Die
assemblierte Ferritin-Sequenz von S. inermis aus Gewebe des Tintensacks wich mit 609 bp deutlich
von der mittleren Sequenzldange der Ferritine aller Mollusken mit 529 bp ab, was auch auf die
Ferritin-Sequenzen von L. japonica (672 bp), L. pustulosus (642 bp), H. laevigata (633 bp), C.
aspersum (690 bp) zutrifft. Fir die vorgenannten Ferritin-Sequenzen liegt keine héhere Sequenz-
Identitdt im Verglich zu den weiteren Ferritin-Sequenzen aller Mollusken vor. Unter der Accession
JX401574.1 wurde bereits eine Ferritin-mRNA-Sequenz fiir S. inermis mit einem ORF von 516 bp
publiziert. Aus den dortigen Angaben lieRen sich keine Informationen zum Probengewebe
entnehmen. Zum Einen zeigte sich bei Studien zur Regulation der Expression von juvenilen und
adulten Tintenfischen, dass unter anderem die Ferritin-Expression in symbiontisch lebenden
Tintenfischen im Vergleich zu juvenilen nicht-symbiontischen Individuen hochreguliert ist (Kremer
et al. 2013). Und zum Anderen spielen Ferritine ebenso in der Immunantwort eine Rolle (Kremer
et al. 2013) was sich im Fall von Tintenfischen in der Wirt-Symbiont-Beziehung mit Vibrio fischeri
durch eine verdnderte Expression von Genen zeigt (Septer et al. 2011). Letztlich gibt der Befund
der zwei Ferritin-Isoformen fir S. inermis und drei Ferritin-Isoformen flir Octopus vulgaris (ein

,venom-related” Ferritin ((222 AS, CAI9733223) und zwei Soma-Ferritine (211 AS, CAI9733130.1
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und 174 AS, CAI9733130.1)) einen Hinweis darauf, dass auch in dieser Mollusken-Klasse mehr als
ein Ferritin-Gen existiert und exprimiert wird, weitere Erkenntnisse konnten aber aus meiner

Studie aufgrund fehlender weiterer Daten nicht erfolgen.

Zu diesen Befunden steht die Datenverfligbarkeit der Gastropoden im Gegensatz, da hier grofle
Datenmengen vorliegen und ein groRes Forschungsinteresse widerspiegeln. Beispielhaft ist die
groRRe Zahl der Studien, die sich mit B. glabrata (Rohdaten-Satze 2.400 im SRA, 4138 Eintrage im
PubMed Central, Stand 02.06.2024) aufgrund der Relevanz fiir die Bilharziose (WHO) befassten.
Die Datenverfiligbarkeit fiir Gastropoden ermoglichte es, dass insgesamt 50 Ferritin-Sequenzen in
die Alignments und phylogenetischen Untersuchungen eingeschlossen werden konnten, davon 41
de novo assemblierte Ferritin-Sequenzen. Der wissenschaftliche Fokus lag bisher auf fir den
Menschen relevanten Gastropoden, entweder im Sinne einer Gesundheitsbedrohung oder als
Quelle fiir medizinische Anwendungen. Ein Beispiel flir die medizinische Verwendung ist der
Einsatz von Conotoxin in der Schmerzbehandlung (Safavi-Hemami et al. 2019; Layer und McIntosh
2006). Ferritine wurden unter anderem im Zusammenhang mit der Giftproduktion in den
Giftdrisen der Conus-Spezies untersucht (Pardos-Blas et al. 2022). Schon seit vielen Jahrzehnten
ist bekannt, dass Ferritin das Hauptprotein in Oozyten der Gastropoden ist (Fioroni, P, Schmekel, L
1976). Flr den Genus Conus, der Gber 800 Arten zahlt, wurden 30 Ferritin-Sequenzen mit bis zu
drei Isoformen bereits veroffentlicht. In den von mir durchgefiihrten Alignments mit Ferritin-
Sequenzen von drei Conus-Arten stellte ich fest, dass die Ferritin-Sequenz von C. ermineus
(MH360399.1) im Gegensatz zu den beiden anderen Conus-Arten zueinander lediglich eine
Sequenz-ldentitdt von 70 % zu C. ebraeus (KY963315.1, FTH1) und C. frigidus (KY765615.1, FTH1),
wie auch zu den anderen Caenogastropoden aufwies. Dies konnte auf der entfernteren
Verwandtschaft beruhen (Duda und Kohn 2005; Puillandre et al. 2014), da diese Art von den drei
untersuchten Arten die einzige im Atlantik lebende ist (Rudolf Kilias 1997), oder als Anpassung an
das Habitat erfolgt sein. Alle drei Arten leben in tropischen Gebieten, C. ermineus ist jedoch in bis
zu 100 m Tiefe anzutreffen, die anderen beiden Arten leben in der obersten Zone bis 10 m
(sealifebase.ca). Eine weitere Erklarung fir die geringere Sequenz-ldentitdat kdnnte auch darin
liegen, dass nicht orthologe Isoformen aligniert wurden. Die bisherigen bis zu drei Ferritin-
Isoformen im Genus Conus, wobei eine mit der Giftsynthese in Zusammenhang steht, geben einen
Hinweis darauf, dass Ferritine unterschiedliche Funktionen im Laufe der Evolution und der
Anpassungen der Arten erlebten. Diese Fragen lieRen sich durch die Assemblierung und
Alignierung weiterer Isoformen der Ferritine gegebenenfalls beantworten, was aufgrund der

Datenlage nicht durchgefiihrt werden konnte.
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Eine weitere untersuchte Art ist die Heterobranchia L. stagnalis (Rivi et al. 2020; Kuroda und Abe
2020; Seppald et al. 2021; Amorim et al. 2019; Darl et al. 1994). Fir diese Spezies wurden zwei
unterschiedliche Isoformen gefunden, die in die Soma- und die Oozyten-Form differenziert
exprimiert werden (Bottke 1982). Beide unterscheiden sich in GrofRe und Eigenschaften, da sie
unterschiedliche Funktionen im Laufe der Ontogenese erfillen (Darl et al. 1994; Bottke 1982). In
Transkriptom-Studien wurden drei nicht weiter sequenzierte Ferritin-Varianten fir diese Spezies
erwdhnt (Seppala et al. 2021). Aus den verfligbaren Rohdaten gelang keine Assemblierung dieser
dritten Isoform. Auch fir die drei weiteren in meine Untersuchungen eingeschlossenen Arten der
Heterobranchia konnten keine zusatzlichen Ferritine (aulRer C. asperum, neu Assemblierung)
assembliert werden und kein Nachweis fiir weitere Isoformen erbracht werden. Ahnliche
Ergebnisse lag auch fiir die beiden Peltospiridae in Bezug auf die Assemblierung der Ferritine vor.
Diese beiden Spezies weisen, wie bereits in der Einleitung erlautert, eine anatomische
Besonderheit bezliglich der Beherbergung ihrer Endosymbionten auf (Lan et al. 2021; Lan et al.
2022). Eine endosymbiontische Lebensweise bewirkt oder setzt voraus, dass die Expression
verschiedener Gene der Wirte, wie Ferritin als Bestandteil der Immunantwort (Andrews et al.
1992) durch die Endosymbionten beeinflusst werden (Boutet et al. 2011; Kremer et al. 2013). Eine
Untersuchung der verfligbaren Genom-Daten auf das Vorhandensein mehrerer Ferritin-Gene
erfolgte aus zeitlichen Grinden nicht. Aber durch die Tatsache, dass bei einem Schlangenfisch aus
der Abyssopelagial-Zone 14 Genkopien der Ferritin-H-Kette nachgewiesen wurden, um die
Auswirkungen der reaktiven Sauerstoffspezies zu minimieren (Xu et al. 2023) ist die Frage nach der
Anzahl der Genkopien in zukinftigen Untersuchungen wichtig. Zurzeit wurde fiir keine Molluske
eine so groRe Zahl von Ferritin-Genen nachgewiesen.

In meiner Arbeit bildeten die Vetigastropoden die grofSte zahlenmaRige untersuchte Unterklasse
der Gastropoden mit fast 40 Ferritin-Sequenzen. Studien zum Ort der Synthese und zur Funktion
der Ferritine in Vetigastropoden wurden schwerpunkthaft in Haliotis durchgefiihrt (Jackson et al.
2007; Zoysa und Lee 2007; Salinas-Clarot et al. 2011; La Coba de Pefia et al. 2018), Sequenzdaten
sind dennoch rar, es wurden 35 Sequenzen neu assembliert und hier analysiert. Es zeigte sich, dass
keine signifikanten Unterschiede der Ferritine weder innerhalb der Ordnungen oder Familien in
der Sequenzlange oder Sequenzstruktur auszumachen waren. Zumindest fiir den Genus Haliotis
(H. discus hannai) sind bis zu drei verschiedene Ferritin-Sequenzen publiziert worden
(DQ845482.1/GU479917/EU660052), wovon zwei dieser Isoformen aus Daten des
Hepatopankreas-Transkriptom sequenziert wurden (Ort der Detoxifikation). Flir H. rufescens
(GU191936.1/MH006611/MH006612) wurden drei Ferritin-Isoformen publiziert.

Fiir keine weiteren Vetigastropoden konnten mehr als eine Ferritin-Sequenz assembliert werden,

was leider keine Aussage Uber die Entwicklung der Ferritin-Isoformen bei den Vetigastropoden
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zuliel. Sequenzdaten sollten vorzugsweise aus hepatopankreatischem Gewebe gewahlt werden,
wenn verfligbar. Sollten die weiteren Isoformen weniger stark exprimiert werden, sind sie
eventuelle in Daten des ganzen Organismus nicht auszumachen. Auch die Tatsache, dass nicht alle
Ferritin-lsoformen zum Zeitpunkt der Probenahme exprimiert werden, kdnnte den Nachweis in
Transkriptom-Daten unmoglich machen. Somit sind auch Genom-Daten in weiterfihrenden
Studien mit einzubeziehen.

Die Klasse der Monoplacophora ist hier mit einem Datensatz vertreten und es konnte die erste
Ferritin-Sequenz fir diese Klasse assembliert werden. Die hier untersuchte Art L. hyalina lebt in
Tiefen zwischen 350 bis 400 m und wird bis 2 mm ca. grof8 (Wilson et al. 2009). Die Ferritin-Sequenz
hatte die groRte Sequenz-ldentitdat mit den Sequenzen von Arca noae und Tegillara granosa, beide
Autobranchia, mit 87 %, wobei keine signifikante Identitat auszumachen war, die librigen Werte
wichen nicht wesentlich ab (69 — 84 %). Diese Ergebnisse spiegeln sich in den Phylogrammen wider
und werden spater diskutiert.

In der Klasse der Polyplacophoren lagen insgesamt 13 Ferritin-Sequenzen fir das Alignment vor,
wobei die Ordnungen Chitonida (10 Sequenzen), Lepidopleurida (zwei Sequenzen) und
Callochitonida (eine Sequenz) unterschiedlich stark vertreten waren, wovon bis auf L. japonica alle
Ferritin-Sequenzen neu assembliert wurden. Fiir Lepidopleurida ist bekannt, dass sich diese Klasse
frih von den restlichen Polyplacophoren abgespalten hat (Irisarri et al. 2020; Moles et al. 2021).
Diese friihe Divergenz kdnnte sich in den Identitdts-Werten widerspiegeln, beide Lepidopleurida
weisen die héchste hier bestimmte Sequenzidentitat innerhalb der Polyplacophoren mit 94 % auf.
Die Identitaten zu allen anderen Polyplacophoren (auBer L. japonica) liegen zwischen 63 und 81 %,
innerhalb der Chitonida wurden Werte zwischen 69 und 90 % (bei den anderen beiden Spezies des
Genus Acanthopleura) erreicht. Daten weiterer Vertreter der vier Familien innerhalb der
Lepidopleurida lagen fir weitergehende Untersuchungen nicht vor. Wie auch fir die anderen
Mollusken-Klassen wurde fiir Polyplacophoren nachgewiesen, dass sie liber mindestens zwei
Ferritin-Isoformen mit unterschiedlichen Eigenschaften verfiigen konnen (Varney et al. 2021). Fir
die Isoform 1 der Ferritine von A. granulata wurde festgestellt, dass diese durch das IRE reguliert
wird, was nicht auf die Isoform 2 zutrifft; welche weniger stark exprimiert wird (Moles et al. 2021).
Die Funktion von Ferritin in der Biomineralisation der Radula-Zahne der Polyplacophoren wurde
bereits seit vielen Jahren erforscht (Brooker et al. 2003; Kim et al. 1986) und in diesem
Zusammenhang spielt Ferritin eine wichtige Rolle in der Bereitstellung von Eisen fir die
Entwicklung dieser Radula-Zdhne (Varney et al. 2021). Zum einen muss also Eisen gebunden
werden, um die schadlichen Auswirkungen auf den Organismus zu verhindern und zum anderen

muss Eisen fur die Radulazahne bereitstellen. Dies wird durch die unterschiedliche Expression der
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beiden Isoformen, deren unterschiedliche Regulation und Expression in differenten
Korperregionen, gewahrleistet.

Wie aber auch fir alle anderen Mollusken-Klassen in dieser Studie konnte aus den vorliegenden
Transkriptom-Daten jeweils nur eine Isoform assembliert werden.

Fir die zehn Ferritin-Sequenzen der artenreichen Chitonida ohne L. japonica betrachtet lagen
keine weiteren Sequenzdaten in NCBI vor, was also keine vergleichenden Analysen zulieRR. Drei der
vier Superfamilien der Unterordnung Acanthochitonina weisen Gemeinsamkeiten in den zwei
fehlenden AS an Position 3-5 nach dem Start-Codon auf, was aber nicht fiir die letzte der vier
Unterordnungen gilt. Mopalioidea fehlen am 3’Ende drei Nukleotide, also ein Codon, wie es auch
fiir Callochiton festgestellt wurde. Dieser gehort aber zu einer anderen Ordnung, Callochitonida.
Insgesamt wiesen die Polyplacophoren nur zwei strukturelle Abweichungen auf, die Sequenz-
Identitdten betrugen mindestens 69 % ohne die beiden Sequenzen von L. japonica und A.
rubrolineata, die langer waren. Da bisher keine weiteren Sequenzen assembliert wurden, und auch
keine weiteren Isoformen untersucht werden konnten beschrankt sich die Aussagekraft darauf,
dass zwei Sequenzen stark abwichen, die beide nicht aus Dottergewebe gewonnen wurden.

Bei den drei Ferritin-Sequenzen der Scaphopoda zeigten sich im Sequenzalignment keine
auffalligen Gemeinsamkeiten innerhalb der Klasse, wie auch zu den anderen hier eingeschlossenen
Mollusken-Ferritinen. Dies kdnnte in den unterschiedlichen Habitaten begriindet sein (Verbreitung
in verschiedenen Klimazonen und unterschiedlichen Tiefen) (Steiner und Kabat 2004). Es lasst sich
feststellen, dass die Identitditen der Ferritin-Sequenzen in vergleichbaren Bereichen der
Caudofoveaten liegen (68-75 %). A. entalis (Dentaliidae) und G. tolmiei (Gadilidae) wiesen die
hohere Sequenz-ldentitdt zueinander mit 75 % auf, wohin gegen G. eborea (Dentaliidae) eine
geringere Sequenz-ldentitdt zu A. entalis (73 %) hat. A. entalis und G. tolmiei gehéren
unterschiedlichen Ordnungen an und teilen sich kein Habitat, aber vielleicht ist die grofRere
Ahnlichkeit in Zusammenhang mit dem groRBen Verbreitungsraum zu sehen, der sich von
gemaligtem Klima bis in die Polarregion zieht. Flir G. eborea ist ein Verbreitungsraum in den
Tropen bekannt (Steiner und Kabat 2004). Im Rahmen meiner Arbeit kann ich feststellen, dass sich
die Ferritin-Sequenzen sich (iber die Ordnungen hinweg &dhnlicher sind, was nicht in der
phylogenetischen Entwicklung begriindet ist. Da diese Klasse lber keine Hamocyanine verfigt,
ergaben sich keine weiteren Erkenntnisse zur phylogenetischen Position innerhalb des Mollusken-
Stammbaums. Die UTR hatte generell fir alle Ferritin-Sequenzen einen entscheidenden
Informationsgehalt geliefert, um sie in sekretorisch und nicht-sekretorisch einzuteilen und

funktionale Unterschiede der Ferritine bei der Betrachtung mit einzubeziehen.
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Solenogastres sind mit M. fodiens, welche zur Familie Dondersiidae gehort und Epimenia babai
(Epimeniidae) in der Analyse vertreten. Fir die Solenogastren wird nach der Klasse in Familien
differenziert, nach Kocot et al. (2019) bilden beide keine Schwestertaxa. Auch bei Yap-Chiongco et
al. (2024) wird die Phylogenie dieser beiden Familien als friihe Divergenz von Dondersiidae und
eine jingere Erscheinung der Epimeniidae publiziert. Beide Spezies sind unterschiedlich grol (> 4
mm M. fodiens (Salvini-Plawen 1986) und bis zu 30 cm E. babai (Salvini-Plawen 1997)). Insgesamt
werden laut (W.0.R.M.S) zum aktuellen Stand (13.04.2024) 35 Familien gezahlt. Ich kann
feststellen, dass die Sequenzidentitdt mit 67 % vergleichbar gering mit den vorherigen Alignments
war. Eine Einbeziehung von Daten weiterer Familien dieser speziellen Mollusken-Klasse kénnte
weitere Hinweise sowohl auf die phylogenetische Position der Familien, wie auch der Klasse,
liefern. Da die hier untersuchten Arten kein Hdmocyanin aufwiesen und die Aussagen aus den
Ferritin-Sequenzen nicht valide waren, ist hier keine weitere Aussage moglich. Die beiden hier
assemblierten Ferritin-Sequenzen sind die ersten dieser Mollusken-Klasse, und ob weitere
Isoformen hier vorkommen, kann nicht beantwortet werden. Diese Fragen werden nur mit
weiteren Transkriptom-Daten und Referenzgenomen zu beantworten sein. Eine Blast-Suche des
Genoms von E. babai ergab Hinweise auf vielleicht drei Isoformen, dies muss noch weiter

untersucht werden, was im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden konnte.

4.3. Phylogenetische Untersuchungen der Transkriptom
Sequenzen

Schon lange gibt es Kontroversen bei der Zuordnung von Ordnungen, Familien und Spezies in der
Uiber 200-jahrigen Geschichte der Malakologie (fiir einen Uberblick siehe Sigwart und Lindberg
(2015) und Ponder et al. (2020)).

In der hier erstellten Phylogenie der Ferritin-Sequenzen wurde deutlich, dass diese im Vergleich zu
Hamocyaninen oder mehr faktoriellen Untersuchungen nicht ausreichten, um die komplexen
Verwandtschaftsverhaltnisse der Mollusken aufzulésen (Sigwart und Lindberg 2015; Sigwart et al.
2021). Insgesamt sind die Bootstrap-Werte in diesem Ferritin-Phylogramm nicht aussagekraftig
und somit kdnnen keine Erkenntnisse beziiglich der Phylogenie der Ferritine der Mollusken daraus
gewonnen werden. Ursache hierfiir konnte die Tatsache sein, dass mehrere Ferritin-Isoformen in
den verschiedenen Spezies, nachweislich in Bivalvia und Gastropoda, exprimiert werden (He et al.
2011; La Coba de Pefia et al. 2016; Li et al. 2012; Zhang et al. 2013; Zoysa und Lee 2007). Bei den
meisten untersuchten Arten ist lediglich eine Ferritin-Sequenz bekannt, wie sie auch aus den

Transkriptom-Daten assembliert werden konnte. Fir die Arten, bei denen mehrere Ferritin-
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Sequenzen bekannt sind, wurde eine der Sequenzen fiir die Analyse ausgewahlt, wobei es sich
nicht um orthologe Ferritin-Sequenzen gehandelt hat. Fiir weitere Analysen missen orthologe
Ferritin-Sequenzen herangezogen werden. Durch Einbeziehung der 5’UTR kdénnte das IRE Motiv
weitere Differenzierungsmoglichkeiten liefern, um die Orthologen zu identifizieren und so eine

Phylogenie der Ferritin-Sequenzen zu erstellen.

Die Hdmocyanin-Sequenzen wurden bereits fiir phylogenetische Analysen verwendet (Lieb und
Markl 2004). Die hier publizierte Phylogenie der Cephalopoden-Hamocyanine stimmt mit den
vorhergehenden Studien Uberein. Nautiloidea-Hamocyanine divergieren friih von den Coleoidea
(Schafer et al. 2019) und in der weiteren Evolution fand ein Duplikationsevent nach der Trennung
von Octopoda und Sepiida (Schafer et al. 2019) statt.

Eine bekannte Hypothese ist die Aculifera-Hypothese, die besagt, dass Polyplacophora die
Schwesterklasse zu Chaetodermomorpha (Caudofoveata) und Neomeniomorpha (Solenogastren)
sind (Kocot et al. 2011; Kocot et al. 2020). Vinther et al. (2012) bestatigten die Aculifera These und
widerlegten die Aussage, dass Aplacophora eine basale Gruppe der Mollusken sind, es wird
postuliert, dass Aculifera und Cephalopoden einen Clan bilden und verwandt zum Schwestertaxon
Gastropoden + Bivalvia sind. Eine Abwandlung zeigen Dunn et al. (2008), hier sind die
Cephalopoden Schwestertaxon zu Caudofoveata und beide Schwester zu Polyplacophora.

Wenn wir davon ausgehen, dass Aplacophora und Polyplacophora zusammen Aculifera bilden,
sehen wir bei der Analyse von Kocot et al. (2019) und Zapata et al. (und der Pramisse, dass
Gastropoda und Bivalvia ein Taxon bilden), dass Caudofoveata basal zu Solenogastres stehen und
beide monophyletisch sind. Da sich ein Phylogramm durch Einschluss oder Entfall von Klassen,
Ordnungen oder Spezies anders darstellt macht dies Vergleiche zwischen verschiedenen Analysen
schwierig. Aufgrund der fehlenden Himocyanine in einigen Klassen konnen diese Hypothesen hier
nicht bewertet werden.

Auch fur die Phylogenese innerhalb der Gastropoden wurden unterschiedliche Hypothesen
vertreten. Bei Aktipis und Giribet (2010) und Kocot et al. (2020) werden Hypothesen postuliert, die
sich teilweise mit meinen Ergebnissen decken, wie die Verbindung von Caenogastropoden mit
Heterobranchia als Schwestergruppe (Kocot et al. 2020; Cunha und Giribet 2019a), wie es auch in
Ronddn et al. (2024) auf der Ebene der chemo-sensorischen Genfamilien bestatigt wurde. Auch bei
Schéfer et al. (2021c) werden die Himocyanin-Gene der Caenogastropoden und Heterobranchia
als Schwester-Taxa gesehen. Eine Ubereinstimmung der Schwesterposition von Vetigastropoden
und Neomphaliones, wie hier festgestellt wurde, ist auch bereits postuliert worden (Sun et al.
2020a). In allen betrachteten Phylogenien ist die Monophylie der Gastropoden gut unterstiitzt. Flr
eine Ubersicht empfehle ich Ponder 2019; Ponder 2008. Bei Zapata et al. (2014) wird ein Uberblick
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Uber verschiedene Hypothesen der internen Verwandtschaft der Gastropoden gegeben, hier sind
Monoplacophora mit eingeschlossen, diese bilden die Schwester zu Cephalopoden und Aculifera
sind basal hierzu und Scaphopoda naher mit Gastropoda + Bivalvia verwandt.

Die Position der Monoplacophora ist, wie viele andere im Stammbaum, auch noch nicht
abschlieRend aufgeklart. In meiner Studie divergieren die Monoplacophoren frilh von den
Polyplacophoren, jedoch mit einer schwachen Unterstiitzung, und beide bilden das Schwester-
Taxon zu Cephalopoda. Bei Smith et al. (2011) wurden alle Mollusken-Klassen in die Analyse
eingeschlossen und in keinem Modell bildeten die Monoplacophoren dort mit den
Polyplacophoren ein Schwester-Taxon. Kocot et al. (2020) haben analog meiner Untersuchung
einen neuen Datensatz von einer Monoplacophora (Laevipilina antarctica) fur die Phylogenie aller
Subklassen der Mollusken eingeschlossen. Bei den dort vier verschiedenen gewdhlten Methoden
wurde in keinem Fall Monoplacophora als Schwester zu Polyplacophora positioniert. Bei der
vorgehenden Untersuchung von Giribet et al. (2006) wurde jedoch genau diese Verwandtschaft
publiziert. Auch hier wurde Laevipilina antarctica untersucht, aber mit einem 1,2 kb langen
Fragment der 28SrRNA, eine im Vergleich zu heutigen Analysen kurze Sequenz. Insgesamt sind
weder Bivalvia noch Gastropoda bei Giribret et al. (2006) monophyletisch.

Die postulierte Seralia-These, also Polyplacophora und Monoplacophora als Schwestertaxa, ist das
Ergebnis meiner Analysen und wird auch von Wilson et al. (2010) unterstitzt. Fir Callochitonida
lieR sich aus den verfligbaren Transkriptomdaten kein Hdmocyanin assemblieren. Somit begrenzt
sich meine Aussage auf die beiden artenreicheren Ordnungen Chitonida und Lepidoleurida. Bei
Irisarri et al. (2020) gliedern sich die Chitonida in zwei Aste, und Callochiton divergiert um 292 mya
(244-336) vor deren Aufspaltung. Die Abspaltung der Lepidopleurida erfolgt bereits 338 mya. Es
gibt einige Diskussionen auch bei den Polyplacophoren, ob es drei oder zwei Ordnungen gibt. Fiir
drei Ordnungen haben sich in jlingster Zeit einige Forschende ausgesprochen (Alnashiri et al. 2023;

Moles et al. 2021), was auch in der Eingruppierung von (W.0.R.M.S) Glbernommen wurde.

Die hier zahlenmaRig stark vertretenen Vetigastropoden sind nicht die artenreichste Subklasse der
Gastropoden, dennoch werden immerhin vier Ordnungen mit 40 Familien und 2.565 Arten zurzeit
hier zugerechnet, wobei auch hier urspriinglich zugerechnete Ordnungen, wie Neomphalina, nun
die eigenstandige Subklasse Neomphaliones bilden (Kano 2008; Hess et al. 2008). Die Monophylie
bei den Vetigastropoden ist nicht etabliert (Aktipis und Giribet 2010; Aktipis und Giribet 2012). Die
Position und Zugehorigkeit von Familien, wie Skeneidae, zur Subklasse Vetigastropoda wurde
schon lange diskutiert (Williams et al. 2008; Kano 2008; Williams 2012; Hickman 2013; Haszprunar
et al. 2016). Aktipis und Giribet 2012; Cunha und Giribet 2019b schlossen M. ammonoceras

(Skeneidae) in lhren Studien ein. In meiner Analyse bildet diese Art im Phylogramm der
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Hamocyanine das Schwester-Taxon zu A. porcata und beide bilden gemeinsam das Schwestertaxon
zu Haliotidae. H. octoradiata ist die Schwester zu Puncturella, diese Positionen finden sich auch bei
Cunha und Giribet (2019b). Von den 18 dort untersuchten Familien wurden hier 15 auf
Hamocyanine untersucht und lediglich fir zwei Familien vollstandige Hamocyanin-Sequenzen
assembliert, was die phylogenetische Analyse der Hamocyanine der Vetigastropoden stark
einschrankte. Jedoch ist dies ein groBer Wissensgewinn, da bis jetzt nur Haliotidae- und M.
crenulata-Hamocyanine assembliert wurden. Von den 15 untersuchten Familien wiesen vier keine
Hamocyanine auf und in 11 Familien konnte zumindest eine Teilsequenz assembliert werden. Es
ist aber nicht sicher, ob die vier Familien ohne Hamocyanine tatsachlich keins aufweisen oder
dieser Befund auf die verfiigbaren Daten zuriickzufiihren ist. Weitere Untersuchungen missten
hier noch erfolgen. Es steht die Untersuchung der weiteren 25 Familien der Vetigastropoden auf

Hamocyanine noch aus.

Da nur eine Spezies der Bivalvia N. nucleus in meiner phylogenetischen Untersuchung
eingeschlossen war, ist die Position als Schwester-Taxon zu Polyplacophora
+Monoplacophora+Cephalopoda nicht gut unterstiitzt und fiir Bivalvia ist keine Aussage zur

Position innerhalb der Mollusken moglich.

Zu den Scaphopoden kann hier festgestellt werden, dass keine der sechs Spezies (iber Hdmocyanin-
Transkritpome in den Proben verfiigte. Scaphopoda divergierten von Gastropoden vor ca. 473 Ma
(Kocot et al. 2020) bzw. von Bivalvia vor 522-517 Ma (Song et al. 2023), wobei die Verwandtschaft
nicht von allen Wissenschaftlern so gesehen wird. Scaphopoda werden als Schwestertaxon zu
Gastropoda (Kocot et al. 2020; Smith et al. 2011) oder zu Bivalvia (Osca et al. 2014) oder als
Schwestertaxon zu Bivalvia + Gastropoda (Kocot et al. 2011; Zhang et al. 2023) angesehen. Fir G.
tolmiei war das Gewebe nicht angegeben und fiir G. eborea, E. tetragona und A. entalis wurden
entweder ein ganzes Individuum oder der Mantel sequenziert. Nur fiir G. eborea und E. tetragona
fand ich Hinweise auf Hamerythrin in den Transkriptomdaten, was einer genaueren Untersuchung
bedarf. Meine Erkenntnis aus meiner Arbeit ist, dass die Position nicht aufgeklart ist und die
Schwesterposition zu Gastropoda nicht als gesichert gelten kann. Eine Studie zu Metallothioninen,
die wie Ferritine ubiquitdr vorkommen, zeigte, dass die der Scaphopoda denen der Bivalvia dhneln

und nicht denen der Gastropoden (Calatayud et al. 2021).

Noch schwieriger ist die Datenlage fiir die Solenogastres, die weniger Artenreich wie Scaphopoda
sind. Flr die zwei hier untersuchten Spezies lieR sich kein respiratorisches Protein in den Daten

nachweisen. Die hier untersuchten Arten M. fodiens und E. babai stehen bei Kocot et al. (2019) in
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entfernter Verwandtschaft, was eine mogliche Erklarung fir die entfernte Positionierung hier im

Phylogramm der Ferritin-Sequenzen sein kdnnte.

Die Analyse der Hdmocyanin- und Ferritin-Sequenzen konnte die Phylogenie der Mollusken nicht

weiter auflosen.

5. Fazit

Meine Arbeit trug zur Erforschung der Himocyanin- und Ferritin-Sequenzen in Mollusken bei. Ich
konnte einen neuen Hamocyanin-Typ in den Peltospiridae-Arten C. squamiferum und G. aegis
entdeckt. Dieser neue Hamocyanin-Typ unterscheidet sich von den anderen Typen durch eine
Triplikation der FU-c und weist somit 11 statt der verbreiteten acht FUs auf. Neben dem Mega-
Hamocyanin Typ mit der mehrfachen Duplikation der FU-f zeigte auch dieser Himocyanin-Typ,
dass Mollusken Uber diversere Himocyanin-Typen verfiigen, als bekannt ist. Es konnten keine
weiteren respiratorischen Proteine in Mollusken in den hier untersuchten Arten bestétigt werden,
wobei es Hinweise auf vereinzelt Himerythrin in Scaphopoda und Solenogastres gibt.

Die Auswertung und Assemblierung der Rohdaten war nicht immer moglich und hangt von der
Datenqualitdat und dem Expressions-Niveau ab, mit den entsprechenden Genom-Daten konnte
aber in manchen Fallen der Nachweis eines (zweiten) Himocyanin-Gens erbracht werden.

Die phylogenetischen Untersuchungen sind fiir Himocyanine nicht fir alle Klassen mdglich, da
einige kein Hdmocyanin aufweisen. Fir Ferritin gilt zwar, dass es ubiquitar vorliegt, aber aufgrund
der zahlreichen Isoformen war eine phylogenetische Untersuchung nicht moéglich. Es gelang mir
nicht die orthologe Ferritin-Sequenzen zu bestimmen. Einige Spezies haben bis zu vier Ferritin-
Isoformen, was die Auswertung erschwerte. Bis auf wenige Ausnahmen konnte aus den Rohdaten
jeweils nur eine Isoform assembliert werden, obwohl anzunehmen war, dass mehr als eine vorliegt.
Neben der Datenqualitét ist auch die Probenprozessierung und das Probengewebe fiir den Erfolg
und die Aussagekraft der Assemblierung wichtig. Fiir die weitere Analyse missen die Gene und

Expressionsmuster erforscht werden, ob die jeweiligen Befunde richtig sind.

6. Ausblick

Betrachtet man die grofRe Artenvielfalt der Mollusken mit ihrer groBen Diversitdt und das dem
gegeniberstehenden Wissen Uber diese Lebewesen, wird offensichtlich, dass bisher immer noch
nur wenig Uber diese Tiere bekannt ist. Die Auswertung der kontinuierlich generierten Sequenz-
Daten bietet die Moglichkeit mit wenigen Kosten und ohne erneute Probennahme diverse

Forschungsfragen auf der Ebene von Gen- oder Transkriptom-Sequenzen zu erforschen. Meine
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Arbeit hat gezeigt, dass so in diesem Rahmen wichtige Erkenntnisse gewonnen werden kénnen.
Weitere Forschungen mittels morphologischer und molekularer Daten werden nétig sein, um auch
weitere Erkenntnisse fir die Evolution der Mollusken zu generieren. Mollusken bleiben ein
spannendes und weites Forschungsfeld. Meine Ergebnisse zeigten, dass noch weitere Himocyanin-
Typen entdeckt werden kdnnen. Diese Ergebnisse sind die Grundlage, um weiterflihrende Fragen
z.B. nach der Anpassungsfahigkeit der Organismen auf sich dndernde Umwelteinfllisse zu

beantworten. Es ist weiterhin viel zu tun und es bleibt weiterhin spannend.
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Anhang

Tabelle 8: Liste der Spezies mit Accession-Nummern fiir de novo Assemblierungen Himocyanine, Himoglobin,

Hdmerythrin und Ferritin

Akzeptierter Name Spezies Accession Nummer
Acanthochitona fascicularis SRR13862575
Acanthochitona rubrolineata SRR8442643
Acanthopleura granulata SRR11584256
Acanthopleura loochooana SRR15694065
Acharax bartschii SRR8217839
Amblychilepas nigrita SRR15563600
Angaria exasperata Angaria nodosa SRR15563599
Antalis entalis SRR330084
Antalis vulgaris SRR108988
Arca noae SRR1559268
Arene cruentata SRR15563588
Argopecten irradians irradians SRR9190187
Argopecten purpuratus SRR21093221
Astarte sulcata SRR1559270
Astralium SRR15563566
Austrocochlea porcata SRR15563564
Bathyacmaea lactea SRR18045285
Neocollonia pilula Bothropoma pilula SRR15563563
Callochiton SRR11674125
Cantharidus japonicus SRR15563562
Cantrainea macleani SRR15563561
Chaetoderma nitidulum SRR5341487
Rhyssoplax olivacea Chiton olivaceus SRR618506
Choneplax lata SRR13010088
Chrysomallon squamiferum SRR8599693
Chrysostoma paradoxum SRR15563560
Cittarium pica SRR15563598
Cristaria plicata SRR2175868
Cryptoplax japonica SRR13010086
Diodora listeri SRR15563597
Emarginula sp. SRR15563596
Ennucula tenuis SRR331123
Entalina tetragona SRR2057018
Epimenia babai SRR6926338
Eurytrochus affinis Eurytrochus cognatus SRR15563594
Falcidens caudatus SRR6926337
Falcidens sagittiferus SRR6926339
Fissurella nodosa SRR15563593
Gadila tolmiei SRR331897
Gigantopelta aegis SRR13131431
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Gigantopelta aegis

SRR13131432

Graptacme eborea SRR2057020
Haliotis laevigata SRR6678007
Haliotis tuberculata SRR2599646
Hanleya hanleyi SRR11674123
Hemitoma octoradiata SRR15563592
Komaitrochus T. Cunha
Laevipilina hyalina SRR330425
Laevipilina hyalina SRR1505115
Lepetodrilus pustulosus SRR8318356
Lepidopleurus cajetanus SRR8245857
Leptochiton asellus SRR22572835
Leptochiton asellus SRR11674122
Liotinaria semiclathratula Liotina semiclathratula SRR15563589
Lithopoma tectum SRR15563587
Lottia fenestrata SRR8318352
Lucapina suffusa SRR15563586
Lunella coronata SRR15563585
Arene tricarinata Marevalvata tricarinata SRR15563577
Margarella refulgens SRR15563584
Pinctada margaritifera Margaritifera margaritifera SRR5230928
Megalonaias nervosa SRR12244630
Micromenia fodiens SRR6926322
Montfortula rugosa SRR15563582
Munditiella ammonoceras SRR15563581
Myochama anomioides SRR1560429
Nautilus pompilius SRR13131288
Neotrigonia lamarckii SRR8217856
Neotrigonia margaritacea SRR1560432
Nucella lapillus SRR999591
Nuttallochiton mirandus SRR11674133
Tegula pfeiffri Omphalius pfeifferi SRR15563580
Perotrochus lucaya SRR15563579
Pinctada imbricata SRR18491444
Polyschides SRR108992
Potamilus streckersoni SRR13176628
Spathoderma californicum Prochaetoderma californicum SRR6926326
Prochaetoderma californicum AG Daten
Puncturella SRR15563578
Pyropelta sp. SRR15563576
Scutopus ventrolienatus AG Daten
Scutopus ventrolienatus SRR108982
Semisulcospira reiniana DRR346023
Semisulcospira reiniana DRR346023
Sepiella inermis Sepiella maindroni SRR13452112
Sinezona sp. SRR15563573
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Sinosolenaia oleivora SRR15505917
Siphonodentalium dalli SRR23008380
Spathoderma clenchi SRR8258011
Stenoplax bahamensis SRR13010087
Stomatia phymotis SRR15563571
Stomatolina sanguinea SRR15563570
Rochia nilotica Tectus niloticus SRR15563575
Tegillarca granosa SRR18671877
Agathistoma fasciatum Tegula fasciata SRR15563569
Tonicella lineata SRR6926331
Trochus maculatus SRR15563568
Turbo argyrostomus SRR15563567
Umbonium giganteum h1 partial SRR15563565

Befehle zum Download der Rohdaten in Windows 10/11 Eingabeaufforderung:

C:\Users\Acer>C:\sratoolkit.2.9.6-1-win64/bin/prefetch --max-size 100000000 SRRXXXXXXX

C:\sratoolkit.2.9.6-1-win64\bin>fastg-dump SRRXXXXXX

Tabelle 9: Assemblierte Himocyanin-Sequenzen mit Spezies, dem akzeptieren Namen nach W.O.R.M.S, der Isoform, der

Accession-Nummer und der Lénge des ORF in bp

Accession Lange ORF

Akzeptierter Name Spezies Isoform Nummer in bp
Acanthochitona rubrolineata |h 1 SRR8442643 10263 bp

Acanthopleura granulata h1 SRR11584256 10317 bp

Acanthopleura loochooana h1 SRR15694065 10278 bp

Angaria exasperata Angaria nodosa h1 SRR15563599 1176 bp
Arene cruentata hi SRR15563588 2682 bp

Astralium hi SRR15563566 4228 bp

Austrocochlea porcata hi SRR15563564 10242 bp

Callochiton SRR11674125 639bp

Cantharidus japonicus hi SRR15563562 1944 bp

Chaetoderma nitidulum SRR5341487 1998 bp

Chiton olivaceus hil SRR618506 3267 bp

Chrysomallon squamiferum |h1 SRR8599693 10290 bp

Chrysomallon squamiferum | h?2 SRR8599693 14085 bp

Chrysostoma paradoxum hil SRR15563560 7608 bp

Cittarium pica hil SRR15563598 2622 bp

Cristaria plicata SRR2175868 4584 bp

Diodora listeri hil SRR15563597 6714 bp
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Ennucula tenuis hil SRR331123 2997 bp
Eurytrochus affinis Eurytrochus cognatus hil SRR15563594 1662 bp
Falcidens caudatus hil SRR6926337 1560 bp
Falcidens sagittiferus SRR6926339 4422 bp
Fissurella nodosa hil SRR15563593 4596 bp
Gigantopelta aegis hi SRR13131431 10212 bp
Gigantopelta aegis h2 SRR13131432 13953 bp
Haliotis laevigata hi SRR6678007 2214 bp
Hanleya hanleyi hi SRR11674123 2010 bp
Hemitoma octoradiata hil SRR15563592 10275 bp
Komaitrochus hil T. Cunha 2994 bp
Laevipilina hyalina hil SRR1505115 10293 bp
Lepidopleurus cajetanus hil SRR8245857 10302 bp
Leptochiton asellus hil SRR22572835 10353 bp
Liotinaria semiclathratula | Liotina semiclathratula hil SRR15563589 2700 bp
Lithopoma tectum hil SRR15563587 1044 bp
Lunella coronata hil SRR15563585 2037 bp
Munditiella ammonoceras hi SRR15563581 8679 bp
Tegula pfeiffri Omphalius pfeifferi hi SRR15563580 1149 bp
Puncturella hi SRR15563578 10296 bp
Pyropelta sp. hi SRR15563576 2001 bp
Semisulcospira reiniana hi DRR346023 10311 bp
Semisulcospira reiniana h2 DRR346023 10368 bp
Sinezona sp. hil SRR15563573 4368 bp
Stenoplax bahamensis hil SRR13010087 4872 bp
Rochia nilotica Tectus niloticus hil SRR15563575 2046 bp
Agathistoma fasciatum Tegula fasciata hil SRR15563569 1506 bp
Turbo argyrostomus hil SRR15563567 3411 bp
Umbonium giganteum h1l h1 SRR15563565 6603 bp
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Tabelle 10: Liste der Hdmocyanin-Sequenzen mit Angabe der Spezies, der Isoform, Accession-Nummer oder SRA-
Accession und der Linge der Sequenz in bp fiir die Alignments und die Phylogenetischen Untersuchungen

Spezies Isoform | Accession Nummer | Himocyanin Lange in bp
Acanthochitona rubrolineata hil SRR8442643 10263 bp
Acanthopleura granulata h1 SRR11584256 10317 bp
Acanthopleura loochooana h1 SRR15694065 10278 bp
Aplysia californica h1 BK010575.1 10299 bp
Aplysia californica h2 BK010576.1 9888 bp
Aplysia californica hl AJ556169.1 10299 bp
Austrocochlea porcata h1l SRR15563564 10242 bp
Chrysomallon squamiferum h1l SRR8599693 10287 bp
Chrysomallon squamiferum h2 SRR8599693 14085 bp
Cornu aspersum h2 MH485357.1 10302 bp
Cornu aspersum h1l MH485356.1 10299 bp
Crepidula fornicata h1l 0Q309180.1 10299 bp
Crepidula fornicata h2 0Q309181.1 9867 bp
Euprymna scolopes h1 KF647898.1 10244 bp
Euprymna scolopes h2 KF647897.1 10294 bp
Gigantopelta aegis h1 SRR13131431 10212 bp
Gigantopelta aegis h2 SRR13131432 13953 bp
Haliotis discus hannai h1l MG767306.1 10263 bp
Haliotis discus hannai h2 MG767307.1 10347 bp
Haliotis rubra hil KU496942.1 10266 bp
Haliotis rubra h2 KU496943.1 10283 bp
Haliotis tuberculata hil Y¥13219.2 8000 bp
Hemitoma octoradiata hil SRR15563592 10275 bp
Laevipilina hyalina hil SRR1505115 10293 bp
Lepidochitona cinerea h1 AG Daten 10251 bp
Lepidopleurus cajetanus h1 SRR8245857 10302 bp
Leptochiton asellus h1 SRR22572835 10353 bp
Lymnaea stagnalis h1 MH485363.1 10311 bp
Lymnaea stagnalis h2 MH485364.1 10290 bp
Megathura crenulata h1l AJ698339.2 10245 bp
Megathura crenulata h2 AJ698340.1 10272 bp
Melanoides tuberculata hil KC405575.1 10338 bp
Melanoides tuberculata h2 KC405576.1 15000 bp
Munditiella ammonoceras hil SRR15563581 8679 bp
Nautilus pompilius hil AJ619741.1 8802 bp

84



Nucella lapillus (Linnaeus, 1758) | h 1 MT939254.1 10326 bp
Nucella lapillus (Linnaeus, 1758) | h 2 MT939255.1 11310 bp
Nucula nucleus hil AJ786639.1 11090 bp
Nucula nucleus h2 AJ786640.1 10849 bp
Octopus dofleini h1 AF020548.1 8806 bp

Puncturella hil SRR15563578 10284 bp
Rapana venosa hil BK014286.1 10323 bp
Rapana venosa h2 BK014287.1 10662 bp
Semisulcospira reiniana h1l DRR346023 10311 bp
Semisulcospira reiniana h2 DRR346023 10326 bp
Sepia officinalis h1 DQ388569.1 10079 bp
Sepiella maindroni h1l KF152913.1 10083 bp

Tabelle 11: Resultate "find best model" MEGA X aus dem Alignment der einzelnen FUs mit Peltospiridae

Model #Param BIC
LG+G+I 107 55282,55317
LG+G 106 55284,54574
WAGH+G+F 125 55324,88733
WAG+G+I+F 126 55327,95829
WAG+G 106 55344,924
WAG+G+I 107 55346,47624
LG+G+F 125 55362,78293
LG+G+I+F 126 55363,57949
NREV+G+I+F 126 55547,99805

AlCc
54427,67862
54437,65094
54326,40872
54321,50343

54498,0292
54491,60169
54364,30433
54357,12464

54541,5432

InL Invariant
-27106,31173 0,010840176
-27112,30769 n/a
-27037,48472 nla
-27034,02053 0,008656433
-27142,49682 n/a
-27138,27327 0,009370741
-27056,43253 n/a
-27051,83114 0,01059441
-27144,04041 0,010027819

Gamma
1,223764733
1,162481865
1,319733924
1,380418557
1,346148502
1,415372147
1,118882792

1,17049999
1,193407371

Freq A
0,079066
0,079066

0,063147374

0,063147374

0,0866279
0,0866279

0,063147374

0,063147374

0,063147374

Tabelle 12: Resultate find best model aus MEGA X mit dem Alignment der Himocyanin-Sequenzen der Mollusken FU-b
bis FU-g, hier ein Auszug der besten Modelle.

Model #Param
WAG+GHI+F 112
LG+G+I+F 112
WAGH+G+F 111
LG+G+F 111
LG+G+HI 93
LG+G 92
WAG+GH| 93
WAG+G 92
rtREV+G+I+F 112
NREV+G+F 111
Dayhoff+G+I+F 112
Dayhoff+G+F 111
JTT+GHI+F 112
JTT+G+F 111
Dayhoff+G+I| 93
Dayhoff+G 92
rREV+G+| 93
rtREV+G 92
JTT+GHI 93
JTT+G 92

BIC
222821,1581
222847,3467
222899,6602
222907,0183
223370,0995
223422,5723
223460,5453
223538,0922
224134,4647
224199,3397
224652,3765

224726,012
224900,7828
224972,6592
225253,5563
225328,2889
225421,4292
225489,7835
225671,2257
225738,2119

AlCc

221739,2401
221765,4287
221827,4002

InL
-110757,5109
-110770,6052
-110802,5929 n/a

221834,7583 -110806,2719 n/a
222471,6906 -111142,7699
222533,8222 -111174,8373 n/a
222562,1364 -111187,9928
222649,3421 -111232,5973 n/a
223052,5466 -111414,1642
223127,0797 -111452,4326 n/a
223570,4584 -111673,1201
223653,7521 -111715,7688 n/a
223818,8648 -111797,3233
223900,3992 -111839,0924 n/a
224355,1474 -112084,4983
224439,5388 -112127,6956 n/a
224523,0204 -112168,4348
224601,0333 -112208,4429 n/a
224772,8168 -112293,333
224849,4618 -112332,6571 n/a
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Invariant

0,093454049

0,087551644

0,084392901

0,092526127

0,088665617

0,083604104

0,090658119

0,083597385

0,088405132

0,087893857

Gamma
1,275753224
1,094199496
0,852114371
0,779921828
1,08010986
0,781045078
1,277671809
0,859852029
1,110138566
0,77954233
1,147218934
0,81622947
1,14913627
0,804706035
1,176145973
0,839083657
1,134704747
0,792721449
1,146246248
0,814760832



Tabelle 13: Liste der Rohdaten und der Accession-Nummern der Ferritine der untersuchten Spezies, Accession-Nummer,
der Sequenzlinge des ORF der Ferritin-cDNA-Sequenzen (no'steht fiir , keine Contigs gefunden”, no* entspricht
keiner erfolgreichen Assemblierung), dem Probengewebe falls angegeben und dem Habitat. Griin markierte
Sequenzen wurden in die Assemblierungen und Phylogenetischen Untersuchungen eingeschlossen.

Spezies Acc-Nr. Ferritin | Probengewebe Habitat
Acanthochitona fascicularis SRR13862575 no* |Larve marin
Acanthochitona rubrolineata | SRR8442643 552 |adult marin
Acanthopleura granulata SRR11584256 525 | FuR, ein Individuum marin
Acanthopleura loochooana SRR15694065 525 | FuR marin
Acharax bartschii SRR8217839 213 | Mantel marin
Amblychilepas nigrita SRR15563600 519 |tissue N/A marin
Angaria nodosa SRR15563599 519 |FuR marin
Antalis entalis SRR330084 519 |tissue N/A marin
Antalis vulgaris SRR108988 no! |ein Individuum marin
Aplysia californica NM_001204732.1 519 marin
Arca noae SRR1559268 519 | adult Mantel/FuR marin
Arene cruentata SRR15563588 522 |tissue N/A marin
Argopecten irradians irradians | SRR9190187 522 |adult Blut marin
Argopecten purpuratus KT895278.1 516 marin
Argopecten purpuratus KT895279.1 522 marin
Astarte sulcata SRR1559270 519 | adult Mantel/FuR marin
Astralium SRR15563566 519 | FuR, ein Tier marin
Austrocochlea porcata SRR15563564 519 |tissue N/A marin
Bothropoma pilula SRR15563563 540 |ganzes Tier marin
Callochiton SRR11674125 522 |ganzes Tier marin
Callochiton septemvalvis SRR13010089 no* | FuB marin
Cantharidus japonicus SRR15563562 519 |tissue N/A marin
Cantrainea macleani SRR15563561 519 |tissue N/A marin
Chaetoderma nitidulum SRR5341487 516 |juvenile, ganzes Tier marin
Chiton olivaceus SRR618506 525 | Mantel marin
Cheinplax lata SRR13010088 519 |FuR marin
Chrysomallon squamiferum SRR8599693 516 | Adult, Blutgefal marin
Chrysostoma paradoxum SRR15563560 519 |FuR marin
Cittarium pica SRR15563598 519 |FuR, ein Tier marin
Conus ebraeus KY963315.1 519 marin
Conus ermineus MH360399.1 522 marin
Conus frigidus KY765615.1 519 marin
Cornu aspersum SRR14200903 690 terrestrisch
Crepidula fornicata SRR14267599 516 marin
Cristaria plicata SRR2175868 519 |viceral Masse limnisch
Cryptoplax japonica SRR13010086 522 | Fulk marin
Diodora listeri SRR15563597 540 | FuR marin
Emarginula sp. SRR15563596 519 |tissue N/A marin
Ennucula tenuis SRR331123 513 |tissue N/A marin
Entalina tetragona SRR2057018 no* |adult 1 Tier marin
Teil des mittleren Kérpers, mit

Epimenia babai SRR6926338 543 | Mantelgewebe angereichert marin
Euprymna scolopes SRR8159239 no! |Kiemen marin
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Eurytrochus cognatus SRR15563594 519 | Fulk marin
Falcidens caudatus SRR6926337 531 |ganzes Tier marin
Falcidens sagittiferus SRR6926339 534 |ganzes Tier marin
Fissurella nodosa SRR15563593 519 | FuR marin
Gadila tolmiei SRR331897 513 |tissue N/A marin
Gigantopelta aegis SRR13131431 522 | FuR ein Tier marin
Graptacme eborea SRR2057020 528 |[adult1 Tier marin
Haliotis discus hannai DQ845482.1 516 | Mantel marin
Haliotis laevigata SRR6678007 633 | Mantel marin
Haliotis rubra SRR7811718 no* marin
Haliotis rufescens GU191936.1 516 marin
Haliotis tuberculata SRR2599646 516 | Mantel/ Hdimolymphe adulte | marin
Hanleya hanleyi SRR11674123 no? marin
Hemitoma octoradiata SRR15563592 519 |FuR marin
Komaitrochus not public available | 513 marin
Laevipilina hyalina SRR330425 516 | tissue N/A marin
Lepetodrilus pustulosus SRR8318356 642 marin
Lepidopleurus cajetanus SRR8245857 543 | adult Muskel marin
Leptochiton asellus SRR11674122 525 | Mantel marin
Liolophura japonica AB006447.1 672 |Leber marin
Liotina semiclathratula SRR15563589 519 |ganzes Tier marin
Lottia fenestrata SRR8318352 no! |tissue N/A marin
Lucapina suffusa SRR15563586 519 |tissue N/A marin
Lunella coronata SRR15563585 519 |FuR marin

. brackw.,
Lymnaea stagnalis X56778.1 525 visceral Masse limnisch
Marevalvata tricarinata SRR15563577 519 |tissue N/A marin
Margarella refulgens SRR15563584 519 |tissue N/A marin
Margaritifera margaritifera SRR5230928 519 | Niere limnisch
Megalonaias nervosa SRR12244630 525 | multiple Gewebe adult limnisch
Melanoides tuberculata SRR9056081 171 | adult, ganzes Tier limnisch
Micromenia fodiens SRR6926322 519
Montfortula rugosa SRR15563582 519 |tissue N/A marin
Munditiella ammonoceras SRR15563581 516 |ganzes Tier marin
Myochama anomioides SRR1560429 513 | adult Mantel/FuR marin
Nautilus pompilius SRR13131288 519 | Muskel marin
Neotrigonia lamarckii SRR8217856 519 | Mantel marin
Neotrigonia margaritacea SRR1560432 519 | adult Mantel/FuR marin
Nucella lapillus SRR999591 567 marin
Nuttallochiton mirandus SRR11674133 519 |Gdrtel marin
Octopus dofleini AF117271.1 519 marin
Omphalius pfeifferi SRR15563580 519 |FuR marin
Pinctada fucata ferritin-like AF547223.1 621 marin
Pinctada imbricata SRR18491444 522 | Mantel marin
Polyschides SRR108992 no? marin
Potamilus streckersoni SRR13176628 525 | Mantel limnisch
Prochaetoderma californicum | SRR6926326 513 |ganzes Tier marin
Puncturella SRR15563578 519 |tissue N/A marin
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Pyropelta sp. SRR15563576 519 | tissue N/A marin
Rapana venosa SRR23649037 519 marin
Ruditapes philippinarum KF017278.1 513 marin
Scrobicularia plana JQ959539.1 525 marin
Scutopus ventrolienatus Bernd 534 | Hdmolymphe marin
Scutopus ventrolienatus SRR108982 no! |2 ganze Tiere marin
Semisulcospira reiniana DRR346023 519 |tissue N/A limnisch
Sepia officinalis SRR10843375 525 |Schale marin
Sepiella maindroni SRR13452112 609 | Tintensack marin
Sepiella maindroni JX401574.1 516 marin
Sinosolenaia oleivora SRR15505917 534 | Kiemen limnisch
Siphonodentalium dalli SRR23008380 no*

Spathoderma clenchi SRR8258011 516 |1Tier marin
Stenoplax bahamensis SRR13010087 525 | FuR marin
Stomatia phymotis SRR15563571 519 |FuR marin
Stomatolina sanguinea SRR15563570 519 |FuR marin
Tectus niloticus SRR15563575 513 | FuR marin
TeKiemenarca granosa GU078657.1 519 |Hamocyte marin, brackw.
Tegula fasciata SRR15563569 513 |tissue N/A marin
Tonicella lineata SRR6926331 546 | Mantel marin
Tritonia diomedea EU906914.1 543 marin
Trochus maculatus SRR15563568 519 |FuR marin
Turbo argyrostomus SRR15563567 519 |FuR marin

Tabelle 14: ,Find best Model” aus dem Alignment der Ferritine mit AS 98 Sequenzen MEGAX Ausschnitt aus Ergebnis

Model
LG+G
LG+G+I
WAG+G
WAGH+GHI
LG+G+F
LG+G+I+F
Dayhoff+G
rnREV+G
Dayhoff+G+l
rtREV+G+|
JTT+G
JTT+GHI
rtREV+G+F
rREV+G+I+F
WAG+G+F
WAG+GHI+F
JTT+G+F
JTT+G+I+F

#Param

194
195
194
195
213
214
194
194
195
195
194
195
213
214
213
214
213
214

BIC

20036,1268
20042,40435
20170,07334
20175,05445
20274,47394
20280,30056
20282,61282
20283,86411
20287,32061
20289,9545
20313,79248
20319,57155
20397,586
20405,62779
20542,99295
20552,73623
20566,99767
20576,73974

AlCc
18539,06809
18537,65234
18673,01463
18670,30244
18631,28433
18629,42229
18785,55411
18786,80539

18782,5686
18785,20249
18816,73377
18814,81954
18754,39639
18754,74951
18899,80333
18901,85796
18923,80806
18925,86147
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InL

-9073,280783 n/a

-9071,549541

-9140,254053 n/a

-9137,874594

-9099,924096 n/a

-9097,96739

-9196,523792 n/a
-9197,149436 n/a

-9194,007673
-9195,324617

-9212,113622 n/a

-9210,133144

-9161,480126 n/a

-9160,631003

-9234,183599 n/a

-9234,185227

-9246,18596 n/a

-9246,186979

Invariant

0,00001

0,00001

0
0,00001

0,00001

0,00001

0,002311639

Gamma
0,695088308
0,69429633
0,732429967
0,728695521
0,699937816
0,699206282
0,705761512
0,725248242
0,700548249
0,724385559
0,715898416
0,714905744
0,716824175
0,716621885
0,678297248
0,679391157
0,696977601
0,702731957
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WURDEN ALS UNGEWURZELTER BAUM ((PHYML, LG+G, BOOTSTRAP 100), FU-A IST IN PINK, FU-B IN HELLBLAU, FU-C IN
ROT, FU-D IN GRUN, FU-E IN DUNKELBLAU, FU-F IN GELB, FU-G IN SCHWARZ UND FU-H IN ORANGE) DARGESTELLT. DIE
FUs VON L. HYALINA WURDEN ENTSPRECHEND DER POSITION IN DER HAMOCYANIN-SEQUENZ MIT FU 1 BIS FU 8
BENANNT. teteetiutteteeeeesssauurreeeeeessasunteneeesssssasssaneaaeesssassssseaesesssnsassssseeesssssasssssseesssssssssseeesesssessnssneeesssnnsnnnes 45

ABBILDUNG 22 DARSTELLUNG DER ASSEMBLIERUNGSERGEBNISSE FUR POLYPLACOPHORA, VOLLAUSGEFULLTE KASTCHEN DER
ARTEN ENTSPRECHEN VOLLSTANDIG ASSEMBLIERTEN HAMOCYANIN-SEQUENZEN, TEILAUSGEFULLTE KASTCHEN DER ARTEN
ENTSPRECHEN TEIL-ASSEMBLIERTEN HAMOCYANIN-SEQUENZEN DER NEOLORICATA, WEIRES KASTCHEN REPRASENTIERT
KEINE ASSEMBLIERUNGEN FUR CALLOCHITONIDA. ...cttttttterereeeeeeeeerereseseseseseseseseseeesesesesesesesesesesesememesesememesmsemmmmm 46

ABBILDUNG 23 UBERSICHT DER GENSTRUKTUR DER HAMOCYANINE (EXON-INTRON) DER MOLLUSKEN, LEPETELLIDA,
PELTOSPIRIDAE, CHITONIDA, OCTOPODOIDEA UND NAUTILUS HAMOCYANIN STRUKTUR MIT INTERNEN UND LINKER
INTRONS. DIE GROREN RECHTECKE STELLEN DIE FUNKTIONELLEN EINHEITEN GEMAR DEM BEKANNTEN FARBSCHEMA, FU A
BIS FU G Bzw. FU H DAR. LINKER INTRONS (PHASE 1) SIND MIT GELBEN PFEILEN MARKIERT, INTERNE INTRONS JE NACH
PHASE WEIR (PHASE 0), GRAU (PHASE 1) UND SCHWARZ (PHASE 2). ADAPTIERT NACH (SCHAFER ET AL. 2021B).......... 47

ABBILDUNG 24: EVOLUTIONSANALYSE MIT DER MAXIMUM-LIKELIHOOD-METHODE IN MEGAX: DIE EVOLUTIONSGESCHICHTE
WURDE MIT HILFE DER MAXIMUM-LIKELIHOOD-METHODE UND DEM MODELL VON WHELAN UND GOLDMAN + FREQ.
ABGELEITET [1]. DARGESTELLT IST DER BAUM MIT DER HOCHSTEN LOGARITHMISCHEN WWAHRSCHEINLICHKEIT (-
116434,87). DER PROZENTUALE ANTEIL DER BAUME, IN DENEN DIE ZUGEHORIGEN TAXA GECLUSTERT SIND, IST NEBEN
DEN ZWEIGEN ANGEGEBEN. DIE AUSGANGSBAUME FUR DIE HEURISTISCHE SUCHE WURDEN AUTOMATISCH ERMITTELT,
INDEM DIE ALGORITHMEN NEIGHBOR-JOIN UND BIONJ AUF EINE MATRIX PAARWEISER ABSTANDE ANGEWANDT WURDEN,
DIE MIT DEM JTT-MODELL GESCHATZT WURDEN, UND DANN DIE TOPOLOGIE MIT DEM HOCHSTEN LOG-LIKELIHOOD-WERT
AUSGEWAHLT WURDE. EINE DISKRETE GAMMA-VERTEILUNG WURDE VERWENDET, UM UNTERSCHIEDE IN DER
EVOLUTIONSRATE ZWISCHEN DEN STANDORTEN ZU MODELLIEREN (5 KATEGORIEN (+G, PARAMETER = 1,5664)). DAS
MODELL DER RATENVARIATION ERMOGLICHTE ES, DASS EINIGE STANDORTE EVOLUTIONAR UNVERANDERLICH SIND ([+1],
4,21 % DER STANDORTE). DER BAUM IST MARSTABSGETREU GEZEICHNET, WOBEI DIE ZWEIGLANGEN IN DER ANZAHL DER
SUBSTITUTIONEN PRO STANDORT GEMESSEN WERDEN. DER ANTEIL DER STELLEN, AN DENEN MINDESTENS EINE EINDEUTIGE
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BASE IN MINDESTENS EINER SEQUENZ FUR JEDE ABSTEIGENDE KLADE VORHANDEN IST, WIRD NEBEN JEDEM INTERNEN
KNOTEN IM BAUM ANGEZEIGT. DIESE ANALYSE UMFASSTE 46 AMINOSAURESEQUENZEN. DIE KODIERENDEN DATEN
WURDEN UNTER DER ANNAHME EINER N/A GENETISCHEN CODETABELLE UBERSETZT. DER ENDGULTIGE DATENSATZ
ENTHIELT INSGESAMT 2484 POSITIONEN. DIE EVOLUTIONAREN ANALYSEN WURDEN IN MEGA X [2] DURCHGEFUHRT. 1.
WHELAN UND GOLDMAN (2001), KUMAR S, STECHER G, LI M, KNYAZ C, AND TAMURA K (2018), FELSENSTEIN (1985)

ABBILDUNG 25 AMIOOSAUREN ALIGNMENT DER FERRITIN-SEQUENZEN BLOSUM 62 FARBSCHEMA GRUN ENTSPRICHT 100
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ABBILDUNG 26 3D DARSTELLUNG VON LIOLOPHURA JAPONICA FERRITIN-MONOMER AUS UNIPROT 015972 - 015972_LIOJA
(UNIPROT: THE UNIVERSAL PROTEIN KNOWLEDGEBASE IN 2023 2023; JUMPER ET AL. 2021; VARADI ET AL. 2022) ... 57
ABBILDUNG 27 BANDERMODELL EINES FERRITIN-MONOMERS VON CRASSOSTREA GIGAS (UNIPROT ACCESION-NUMMER:
Q2PDG9) UNTER ANGABE DES KONFIDENZ-NIVEAUS DER MODELLIERUNG MIT ALPHAFOLD .......ccoevviveerereereneereenennes 57
ABBILDUNG 28 PHYLOGRAMM DER MOLLUSKEN-FERRITINE MIT GEZEIGTEN BOOTSTRAP-WERTEN AB 50 (LETUNIC UND BORK

ABBILDUNG 30 PHYLOGENIE EINIGER HALIOTIDAE NACH (TSHILATE ET AL. 2023) MIT DER ANGABE DER ANZAHL DER FERRITIN-
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Supplements

Assemblierte Sequenzen Hamocyanine und Ferritine im Fasta-Format, Distanzmatrix Alignments
Hamocyanine, Hdmocyanine Gastropoden, Ferritine

\Nucleotide alighment Lepetellida.fasta"

\Nucleotide alignment Mollusca Caenogastropoda Fu b bis g MUSCLE .fasta"

\Nucleotide alignment Mollusca Caenogastropoda MUSCLE ohne RvH 2 NIH 2.fasta"
\Nucleotide alighment Molluska Gastropoda ohne GaH1.fasta"

\Nucleotide alignment Neoloricata.fasta"

\Nucleotide alignment Neomphaliones.fasta"

\Nucleotide alignment Trochida.fasta"

\Nucleotide alignment Vetigastropoda.fasta"

\Statistik Ferritin Analyse alignments Identity und Ldnge gesamt.xlsx"
\UWCZCVEWO016-Alignment Acanthopleura granulata genom hamocyanin sequenz mit
transkriptom blast ncbi.txt"

\UWCZCVEWO016-Alignment Acanthopleura granulata hamocyanin sequenz mit transkriptom
blast nchi gegen Genom Liolophura japonica bearbeitet.txt"
\Assemblierte Sequenzdaten Ferritin"

\Assemblierte Sequenzdaten Hamocyanin"

\AS Alignment 32 S Gastropoda ClustalW Geneious®.csv"

\AS Alignment 46 S Mollusca ClustalW Geneious®.csv"
\Ferritin Alignment 2 S Neomphaliones Muscle Geneious®.csv"
\Ferritin Alignment 2 S Solenogastres Muscle Geneious®.csv"
\Ferritin Alignment 3 S Scaphopoda Muscle Geneious®.csv"
\Ferritin Alignment 4 S Coleoidea Muscle Geneious®.csv"
\Ferritin Alignment 4 S Heterobranchia Muscle Geneious®.csv"
\Ferritin Alignment 6 S Caudofoveata Muscle Geneious®.csv"
\Ferritin Alignment 7 S Caenogastropoda Muscle Geneious®.csv'
\Ferritin Alignment 13 S Neoloricata Muscle Geneious®.csv"
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\Ferritin Alignment 13 S Neoloricata ohne L. japonica Muscle Geneious®.csv'
\Ferritin Alignment 18 S Autobranchia Muscle Geneious®.csv"

\Ferritin Alignment 37 S Vetigastropoda Muscle Geneious®.csv"

\Ferritin Alignment 50 S Gastropoda Muscle Geneious®.csv"

\Ferritin Alignment 98 S Mollusca Muscle Geneious®.csv"

\Nucleotide alignment alle Mollusca ohne GaH1 ohne outgroup translation alignment.fasta"
\Nucleotide alignment Caenogastropoda.fasta"

\Nucleotide alignment Coleoidea.fasta"

\Nucleotide alignment Ferritin 98 S MUSCLE Default Geneious® 90 identity.fa"

\Nucleotide alignment Ferritin Autobranchia 18 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin Caenogastropoda 7 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin Caudofoveata 6 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin Chitonida 10 S ohne Liolo MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin Chitonida 11 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin Coleoidea 3 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin gastropoda 50 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alighment Ferritin Heterobranchia 4 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin Lepetellida 14 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin Lepidopleurida 2 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alighment Ferritin Neoloricata 12 S ohne Liolophara MUSCLE Default
Geneious®.fasta"

\Nucleotide alignment Ferritin Neoloricata 13 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin Neomphaliones 2 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin Scaphopoda 3 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alighment Ferritin Solenogastres 2 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin Trochida 22 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alignment Ferritin Vetigastropoda 37 S MUSCLE Default Geneious®.fasta"
\Nucleotide alighment Gastropoden translation alignment 2.fasta"

\Nucleotide alignment Heterobranchia.fasta"
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