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1 Einleitung

,» 1 he time will come I believe, though I shall not live to see it, when we shall have fairly
true genealogical trees of each great kingdom of nature*

(Charles Darwin, 1857)

1.1 Die Phylogenie der Metazoa

Taxonomische Einordnungen der Tiere und Pflanzen werden bereits seit dem Altertum
getroffen. Schon Aristoteles unterschied die Tiere in Vertebraten und Invertebraten, also Tiere
mit Blut und Tiere ohne Blut. Damit traf er eine fiir diese Zeit eindeutige Zuordnung, sofern
der Begriff des ,,Blutes* ausreichend definiert ist. Mit dem Fortschritt der Wissenschaft und
Forschung wurden die Merkmale, anhand derer taxonomische Einordnungen getroffen
wurden, immer komplexer. Mit der steigenden Zahl von taxonomischen Merkmalen stieg
auch die Anzahl der konkurrierenden Hypothesen beziiglich der phylogenetischen

Einordnungen.

Die Phylogenie der Metazoa, also die stammesgeschichtlichen Zusammenhénge der
vielzelligen Tiere, gibt seit mehr als hundert Jahren Anlall zu kontroversen Debatten und

vielfaltigen Fragen:
e In welche Untergruppen lassen sich die Metazoen einteilen?
e Welche Merkmale zur phylogenetischen Klassifizierung sind plausibel?
e Welche Methoden zur Klassifizierung sollten angewandt werden?

e Sind morphologische oder molekulare Merkmale besser geeignet, um die

phylogenetischen Zusammenhénge innerhalb der Metazoen zu untersuchen?



Insbesondere bei der Wahl der Merkmale gibt es recht haufig widerspriichliche Ergebnisse
zwischen den morphologischen und den molekular-basierten Analysen. Beispielhaft fiir einen
solchen Konflikt sei im Folgenden die Hypothese zweier Tiergruppen, der Articulata und der
Ecdysozoa, dargestellt:

Die durch Georges dé Cuvier 1795 vertretene Auffassung, dass die Tierstimme der
GliederfiiBer (Arthropoda) und der Ringelwiirmer (Annelida) aufgrund ihres segmentierten
Korpers zur Gruppe der Articulata (Gliedertiere) zusammengefafit werden konnen, wurde
lange Zeit durch weitere morphologische Synapomorphien gestiitzt, wie z.B. Ahnlichkeiten
im Strickleiternervensystem beider Tierstimme. Zur Gruppe der Articulata wurden weiterhin
auch die Stimme der Zungenwiirmer (Pentastomida), Bértierchen (Tardigrada) und
Stummelfiiler (Onychophora) gezéhlt (Westheide and Rieger 1996). Die molekulare Analyse
von 18S-rRNA-Sequenzen im Jahr 1997 brachte jedoch das unerwartete Ergebnis, dass
innerhalb der Protostomia die Fadenwiirmer (Nematoda) enger mit den Arthropoda verwandt
sind als die Annelida (Aguinaldo et al. 1997). Die dadurch begriindete Gruppierung der Taxa
Nematoda, Arthropoda, Tardigrada, Onychophora, Saitenwiirmer (Nematomorpha),
HakenriiBler (Kinorhyncha) und Priapswiirmer (Priapulida) zum Taxon Ecdysozoa beruhte
neben den molekularen Analysen auf Synapomorphien wie der namensgebenden Hiutung
(Ecdysis), dem daran beteiligten Hautungshormon Ecdyson und einer dreilagigen Cuticula.
Breit angelegte molekular-phylogenetische Analysen konnten in jlingster Vergangenheit die
Ecdysozoa-Theorie zumeist unterstiitzen [e.g. (Dunn et al. 2008; Philippe et al. 2005) siche
jedoch auch (Rogozin et al. 2007b; Wolf et al. 2004)].

Unumstritten in der Metazoen-Phylogenie ist die Einteilung der vielzelligen Tiere nach der
Anzahl ihrer Keimblatter in Diploblasten und Triploblasten — Diploblasten mit 2 Keimbléttern
(Ectoderm, Endoderm), Triploblasten mit 3 Keimblittern (Ectoderm, Endoderm, Mesoderm)
[e.g. (Westheide and Rieger 1996)]. Eine aktuelle Analyse konnte zeigen, dass die hoheren
Tiere (Deuterostomia und Protostomia = Bilateria) sich vermutlich nicht, wie bisher
angenommen, aus den niederen Tieren (Porifera, Cnidaria, Ctenophora und Placozoa)
entwickelt haben (Schierwater et al. 2009). Viel mehr ist es wahrscheinlich, dass die
Entwicklung der hoheren und der niederen Tiere parallel abgelaufen ist. Demnach konnte der
Uberblick iiber die ,tiefsten” phylogenetischen Zusammenhinge innerhalb der Metazoa wie

folgt aussehen.
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Abbildung 1.1: Aktuelle Vorstellung der ,tiefsten® Verzweigungen der Metazoa

Dargestellt ist die aktuellste Vorstellung von den tiefsten phylogenetischen Zusammenhangen der
Metazoa. Die hoheren und die niederen Tiere haben sich relativ frih voneinander getrennt und

entwickelten sich dann parallel. Abbildung nach Schierwater et al. (2009).

Die meisten weitergehenden Einteilungen der Bilateria sind allerdings nach wie vor strittig,
insbesondere da morphologische Kriterien wie Korpersegmentierung (s.o.) oder Leibeshohle
in die Irre fiihren konnen. Beruhend auf dem Vorhandensein einer sich aus dem Mesoderm
entwickelnden Leibeshohle wurden die vielzelligen Tiere so beispielsweise in Tiere ohne
Coelom (Acoelomata), Tiere mit einem Pseudocoelom (Pseudocoelomata) und Tiere mit
einem echten Coelom (Coelomata) unterteilt [e.g. (Westheide and Rieger 1996)]. Diese
klassisch-morphologische Einteilung konnte auch durch molekulare Analysen unterstiitzt
werden (Rogozin et al. 2007a; Wolf et al. 2004), dies stellt jedoch heute eine
Minderheitsmeinung dar. Laut der Coelomata-Hypothese sind Vertebrata und Arthropoda eng
miteinander verwandt, wéihrend die Nematoda basal zu dieser Gruppierung stehen [e.g.
(Mushegian et al. 1998)]. Diese Hypothese widerspricht auch der Ecdysozoa-Hypothese, die

rezent mehrfach unterstiitzt werden konnte (s.0.).



Der Grofiteil der Phylogenetiker folgt heute der Hypothese, dass die Bilateria in Urmiinder
(Protostomia) und Neumiinder [Deuterostomia, (Grobben 1908; 1910)] unterteilt werden.
Dieser Hypothese zugrunde liegt die Entwicklung des Urmundes, der sich bei den
Protostomiern zum Mund entwickelt und der After sekundir entsteht. Bei den
Deuterostomiern hingegen entsteht der After aus dem Urmund und der Mund entsteht
sekundidr. Diese Vorstellung fand durch die bahnbrechende Arbeit von Aguinaldo et al.
(1997) gute molekulare Unterstiitzung und ist auch in neuesten Analysen nachzuvollziehen

[e.g. (Dunn et al. 2008)].

Die Ergebnisse von Aguinaldo et al. (1997) zeigten zudem, dass die Protostomia weiterhin in
die monophyletischen Ecdysozoa und Lophotrochozoa (Halanych et al. 1995) gegliedert
werden konnen. Die Bezeichnung Lophotrochozoa setzt sich dabei aus den Bezeichnungen
der Supertaxa Trochozoa und Lophophorata zusammen. Trochozoa bezeichnet die Taxa
Annelida, Echiura, Sipunculida, Mollusca, Nemertea und Entoprocta, die aufgrund der
Trochophora-Larve zusammengruppiert werden (Peterson and Eernisse 2001). Die Taxa der
Bryozoa, Phoronida und Brachiopoda werden aufgrund ihrer ciliierten ,,Mundstruktur®,
Lophophor genannt, zu den Lophophorata zusammengruppiert (Hyman 1959). Zu den
Lophotrochozoa zéhlen also der letzte gemeinsame Vorfahre der Lophophorata, Annelida und
Mollusca sowie deren Abkommlinge (Halanych et al. 1995). Molekulare Unterstiitzung fiir
das Supertaxon Lophotrochozoa konnte sowohl durch Einzelgen-Analysen wie auch durch
phylogenomische Untersuchungen grofer molekularer Datensétze erbracht werden [e.g.
(Dunn et al. 2008; Helmkampf et al. 2008a; Helmkampf et al. 2008b)]. Die Gleichsetzung der
Nicht-Edysozoa-Protostomia mit dem Begriff Lophotrochozoa wird derzeit zumindest
teilweise durch den Begriff Spiralia ersetzt, welcher auf der Spiralfurchung der meisten
integrierten Taxa beruht (Garey and Schmidt-Rhaesa 1998; Giribet 2002). Notwendig wurde
diese Nomenklaturdnderung aufgrund der Tatsache, dass andere Nicht-Ecdysozoa-
Protostomia nicht in die urspriingliche Definition der Lophotrochozoa nach Halanych (1995)
fallen. Im weiteren Verlauf werde ich den Uberbegriff Spiralia verwenden. Als weiteres
Subtaxon der Spiralia (neben den Lophotrochozoa) wurde die Gruppierung der Taxa
Platyhelminthes, Gnathostomulida, Rotifera, Gastrotricha und Acanthocephala als Platyzoa
postuliert (Cavalier-Smith 1998). Grundlage fiir diese Gruppierung war definitionsgeméal der
mit Cilien versehene, nicht segmentierte acoelomate oder pseudosoelomate Korper, dem ein
vaskuldres System fehlt. Wiahrend molekulare Unterstiitzung fiir eine Monophylie der
Lophotrochozoa mittlerweile zahlreich ist (s.0.), so konnten fiir die Platyzoa-Hypothese bisher

noch keine statistisch belastbare Beweise gefunden werden [e.g. (Dunn et al. 2008; Giribet
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2008)]. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die phylogenetischen Zusammenhénge
innerhalb der Ecdysozoa und Spiralia (Lophotrochozoa und Platyzoa) durch eine Vielzahl
molekular-phylogenetischer Arbeiten, meist allerdings auf geringen Datensédtzen beruhend,

bisher nur unzureichend aufgeldst werden konnten (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Die Phylogenie der Metazoa

Darstellung der moglichen phylogenetischen Zusammenhéange innerhalb der Deuterostomia und
Protostomia nach Halanych (2004, verandert). Polytomien zeigen bis dato unklare, ,tiefe"
phylogenetische Zusammenhange innerhalb der Ecdysozoa und der Spiralia. Innerhalb der
Deuterostomia gibt es abweichend von der Darstellung inzwischen starke Hinweise darauf, dass
die Craniata enger mit den Tunicata als mit den Cephalochordata verwandt sind (Delsuc et al.
2006).



1.2 Phylogenomik — die L6sung des Problems?

*“...a classification founded on any single character, however important that my be, has

always failed*

(Charles Darwin, 1857)

Molekular-phylogenetische Analysen der Metazoa basierten traditionell aus Kosten- sowie
Praktikabilitits-Griinden auf Sequenzen einzelner oder weniger Gene [e.g. (Aguinaldo et al.
1997; Garcia-Varela et al. 2000; Mallatt and Winchell 2002)]. Nachteil war (und ist) dass
diese Analysen gemiB dem obigen Zitat von Charles Darwin inkongruente Stammbaum-
Rekonstruktionen lieferten [e.g. (Littlewood et al. 1998)]. Ausschlaggebend fiir inkongruente
Ergebnisse konnen zum einen stochastische Fehler sein, die meist bei wenigen Daten (=
kurzen Sequenzen) auftreten. Grundlage fiir solche Fehler kann die Interpretation eines Gen-
Baums als Spezies-Baum sein. Dies illustriert die Arbeit von Rokas et al. (2003), welche die

phylogenetischen Beziehungen der Hefe, basierend auf 106 Genen, untersuchte.

Die Stammbaum-Rekonstruktionen der einzelnen Gene lieferten dabei insgesamt 20
verschiedene Topologien, mithin also Inkongruenz. Diese Untersuchung ist damit ein gutes
Beispiel dafiir, dass ein Gen-Baum nicht unbedingt die Phylogenie der gesamten Spezies

reprasentiert.

Weitere Griinde fiir stochastische Fehler konnen auch das Auftreten von Homoplasie oder
konvergente Evolution sein. In diesen Fillen entwickeln sich Merkmalen unabhingig
voneinander in verschiedenen Taxa. Auf morphologischer Ebene seien hier beispielsweise die
Korperformen der Haie und Delphine oder die Fliigel der Vogel und Fledermiuse angefiihrt
(Nei and Kumar 2000), als Beispiel fiir konvergente Evolution von Proteinen dient Lysozym
der Lemuren, das dem Lysozym der Rinder dhnlicher ist als dem der artverwandten Paviane
(Stewart et al. 1987). Wiirden also die Verwandtschaftsverhéltnisse der Rinder, Lemuren und
Paviane auf dem Vergleich der Lysozym-Sequenzen postuliert, wiirde félschlicherweise der
Gen-Baum als Spezies-Baum angenommen und somit falsche Hypothesen zur Evolution
getroffen werden (Nei and Kumar 2000). Auch der Vergleich paraloger Sequenzen, die durch
Genduplikationsereignisse entstanden sind, birgt die Gefahr falscher evolutionérer
Hypothesen. Die Himoglobine der Vertebraten bestehen aus in a- und f-Hamoglobinen, die

sich vor ca. 450 Millionen Jahren voneinander trennten (Goodman et al. 1987) und sind ein
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gutes Beispiel fiir paraloge Sequenzen. Der Vergleich paraloger Sequenzen und die Annahme
eines Gen-Baums dieser Paralogen als Spezies-Baum fiihren zu falschen evolutiondren
Annahmen, da nur orthologe Gene die Speziationsereignisse wiedergeben konnen (Nei and
Kumar 2000). Neuere methodische Ansétze gehen oft davon aus, dass diese Probleme jedoch
in grofen Datensitzen verschwinden. So konnten Rokas et al (2003) beim Zusammenfassen
aller 106 Pilzgene zu einem Datensatz die vermutlich richtige Phylogenie der Pilze

rekonstruieren.

Eine rapide ansteigenden Zahl von Eintrdgen in Sequenzdatenbanken, leistungsfihigere
Algorithmen zur Berechnung phylogenetischer Fragestellungen und potentere Computern fiir
diese Algorithmen haben es in den letzten Jahren ermdglichst, sowohl die Anzahl der
untersuchten Taxa als auch die Anzahl der untersuchten Nukleotid- und Protein-Positionen in
der molekularen Phylogenie drastisch zu erhdhen, auch in der Erwartung, stochastische
Irrtimer damit zu umgehen. Analysen dieser groen Datensédtze werden als Phylogenomik

gezeichnet.

Bei der derzeit populédrsten Vorgehensweise werden EST-Sequenzen (,,expressed sequence
tags®) verschiedener Taxa per Sanger- oder Pyro-Sequencing generiert, kodierende
Abschnitte extrahiert und diese dann zur Kldrung phylogenetischer Fragestellungen genutzt.
Zwei unterschiedliche Strategien stehen dabei zur Verfiigung: Zum einen konnen
identifizierte Einzelgene durch Konkatenieren zu einem einzigen hypothetischen Supergen
aneinandergefiigt werden [Supermatrix-Ansatz, e.g. (Bapteste et al. 2002; Bourlat et al. 2006;
Dunn et al. 2008; Philippe et al. 2005; Philippe et al. 2004)]. Der zweite Ansatz besteht darin,
die Einzelgene zur phylogenetischen Rekonstruktion zu benutzten und im Anschluf3 daran die
entstandenen FEinzelbdume zu einem ,SuperTree zu kombinieren [Supertree-Ansatz,

e.g.(Bininda-Emonds 2004; Bininda-Emonds et al. 1999)].

In phylogenomischen Analysen kénnen zum einen gemischte Alignments untersucht werden,
die aus unterschiedlichen Gene respektive Proteinen bestehen [e. g. (Bourlat et al. 2006;
Philippe et al. 2004)]. Als probate Alternative hat sich herausgestellt, fiir phylogenetische
Rekonstruktionen ausschlielich ribosomale Proteine zu nehmen [e. g. (Hausdorf et al. 2007;
Helmkampf et al. 2008b; Hughes et al. 2006; Roeding et al. 2007)]. Dies liegt in folgenden

Eigenschaften der ribosomalen Proteine begriindet:

Ribosomale Proteine besitzen durchgehend einen mittleren bis hohen Konservierungsgrad
(Yoshihama et al. 2002), weisen wenige bis gar keine Paraloge auf (Philippe et al. 2004) und

konnen aufgrund ihrer ubiquitidren Expression mit EST-Projekten relativ einfach und in
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grolen Mengen gewonnen werden, da sie fiir die Translation unabkdmmlich sind. Gerade
aufgrund der Tatsachen, dass ribosomale Proteine durch EST-Projekte relativ einfach zu
gewinnen sind und dass fiir eine Vielzahl von Spezies bereits EST-Projekte veroffentlicht
sind, konnen orthologe Sequenzen ribosomaler Proteine in den Datenbanken relativ einfach
fir ein groBe Zahl verschiedener Spezies identifiziert werden. Auch koénnen mit
vergleichsweise wenigen ESTs (1000-2000) bereits eine grole Anzahl von ribosomalen
Proteinen der untersuchten Spezies gefunden werden (Hughes et al. 2006). Dies hat gerade in
jungster Zeit dazu gefiihrt, dass fiir phylogenetische Untersuchungen Datensitze
ausschlieBlich aus ribosomalen Proteinen bestehend herangezogen wurden. Auf ribosomalen
Proteinen basierende Untersuchungen erbrachten sowohl innerhalb der Prokaryoten
(Hansmann and Martin 2000), als auch innerhalb der Metazoa (Hausdorf et al. 2007;
Helmkampf et al. 2008b; Hughes et al. 2006; Landais et al. 2003; Roeding et al. 2007; Struck
and Fisse 2008) kongruente Ergebnisse.

Allerdings gibt es auch in der Phylogenomik systematische Fehler, die zu inkongruenten
Ergebnissen fiihren konnen. So fithren schnelle Mutationsraten zu langen Asten in den
entstehenden Biumen, und verschiedene Taxa konnen aufgrund der #dhnlich langen Aste
félschlicherweise zusammengruppieren [,long-branch-attraction®, e.g. (Felsenstein 1978)].
Ein weiteres Problem der Phylogenomik stellt die unterschiedliche Basenzusammensetzung
verwandter Taxa dar. Durch Ahnlichkeiten im GC-Gehalt entfernt verwandter Taxa kénnen
konvergente Basenkompositionen auftreten, die u. U. dann zur Zusammengruppierung der
beiden Taxa fithren [e.g. (Hassanin 2006)]. Diese Probleme konnen durch das Entfernen
schnell-evolvierender Sequenzpositionen, schnell-evolvierender Taxa oder durch das
Hinzunehmen von mehr Taxa (um die langen Aste in kiirzere Aste zu brechen) angegangen

werden [e.g. (Lartillot et al. 2007)].

Ungeachtet dieser noch existierenden methodischen Schwichen sind durch phylogenomische
Analysen bereits fundamentale phylogenetische Fragestellungen bei Metazoen, wie die
Monophylie der Deuterostomia und Protostomia und die Monophylie der Spiralia geklért
worden [e.g. (Bourlat et al. 2008; Dunn et al. 2008; Hausdorf et al. 2007)]. Zur Frage der
Monophylie der Ecdysozoa existierten zunédchst auch in der Phylogenomik widerspriichliche
Arbeiten [e.g. (Dopazo and Dopazo 2005; Philippe et al. 2005; Rogozin et al. 2007b)]. Die
Unstimmigkeiten beruhten jedoch auf schnell-evolvierenden Taxa in den Analysen von
Koonin, Wolf und Rogozin (Rogozin et al. 2007a; Rogozin et al. 2007b; Wolf et al. 2002;
Wolf et al. 2004), die aufgrund von ,long-branch-attraction zu einer artifiziellen

Gruppierung der Arthropoda mit den Nematoda fiithrten und damit der Ecdysozoa-Hypothese
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irrtiimlich widersprachen. Aus heutiger Sicht sind auch die Ecdysozoa monophyletischen
Ursprungs, was durch verschiedene aktuelle phylogeomische Untersuchungen belegt werden

konnte [e.g. (Bourlat et al. 2008; Dunn et al. 2008; Telford et al. 2008)].

Innerhalb der Ecdysozoa und der Spiralia ist die Auflosung der phylogenetischen Verhéltnisse
trotz zahlreicher aktueller Studien [e.g. (Bourlat et al. 2008; Dunn et al. 2008; Hausdorf et al.
2007; Struck and Fisse 2008)] noch unzureichend. Dies konnte durch Einbinden von mehr
Taxa (Erhohen des ,,Taxon-Sampling*) besser untersucht werden [e.g. (Dunn et al. 2008)].
Auch innerhalb der Deuterostomia besteht noch Klarungsbedarf, was die phylogenetischen
Verhiltnisse angeht. So wurde erst im Jahr 2006 durch eine phylogenomische Analyse eine
Schwestergruppenbeziehung der Manteltiere (Tunicata) mit den Wirbeltieren (Vertebrata)
postuliert, zu denen die Schidellosen (Cephalochordata) basal stehen (Delsuc et al. 2006).
Dies steht entgegen der traditionellen zoologischen Sichtweise, nach der die Cephalochordata

die Schwestergruppe zu den Chordata darstellen (Schaeffer 1987).

1.3 ,,Strange worms*: Unsere Taxa im DFG Schwerpunktprogramm

1174 ,,Deep Metazoan Phylogeny*

Das ,Deep Metazoan Phylogeny“-Programm 1174 (DMP) der Deutschen
Forschungsgemeinschaft (DFG) hat es sich zum Ziel gesetzt, die tiefen Verzweigungen des
,»Iree of life” zu untersuchen. Dabei arbeiten Wissenschaftler verschiedenster Fachrichtungen
zusammen, um ihre Expertise zu verschiedenen Tiergruppen, Morphologie, Paldontologie,
Molekularsystematik und Informatik im DMP zu vereinen und die bis dato fraglichen
phylogenetischen Zusammenhédnge der Metazoa mittels einer ,,Total Evidence“-Analyse
aufzukldren. Zu Beginn des Projektes wurden die Tiergruppen der Metazoa auf die einzelnen
teilnehmenden Arbeitsgruppen aufgeteilt. Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thomas Hankeln
konzentriert sich dabei auf verschiedene, bislang kaum molekular erforschte wurmartige
Tierstimme, deren phylogenetische Positionen umstritten sind. Mit den Xenoturbellida und

den Syndermata wurde sich im Rahmen dieser Arbeit beschaftigt.

1.3.1 Xenoturbellida: ein neuer Stamm der Deuterostomia

Neben den Stimmen der Chordata, Echinodermata und Hemichordata bilden die

Xenoturbellida den vierten Stamm der Deuterostomia (Bourlat et al. 2006; Telford 2008).
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Dieser besteht aus einer einzigen Familie (Xenoturbellidae) mit zwei bisher bekannten
Spezies: Xenoturbella bocki (Westblad 1949) und Xenoturbella westbladi (Israelsson 1999).
Xenoturbella bocki (Abbildung 1.3) wurde 1915 von dem Zoologen Sixten Bock vor der
schwedischen Kiiste entdeckt, allerdings erst Jahre spiter beschrieben und zu Ehren seines

Entdeckers benannt (Westblad 1949).

Xenoturbella bocki ist ein 1-3 cm langes, wurmartiges Lebewesen mit einem sehr einfachen
Bauplan (Abbildung 1.3). Es besitzt einen ventral gelegenen Mund, der in eine von
Gastrodermis umgebene Leibeshohle miindet, eine Epidermis mit eine basiepidermalen
Nervenschicht und als sensorisches System eine anterior gelegenen Statocyste (Ehlers 1991;
Ehlers and Sopott-Ehlers 1997). Ansonsten fehlen ausgeprigte Organe jeglicher Art
(Israelsson 1999; Westblad 1949), weswegen Xenoturbella bocki auch als ,,.Begeilelter Sack*
beschrieben wurde (Israelsson and Budd 2005).

Statocyste Mund Gastrodermale
Leibeshdhle

Abbildung 1.3: Xenoturbella bocki

A: Bauplan von Xenoturbella bocki mit Mund, Statocyste und gastrodermaler Leibeshéhle. B:
Xenoturbella bocki

Quellen  der  Abbildungen:  A: http://www.palaeos.com/Invertebrates/Deuterostomia/lmages/Xenoturbella.jpg, B:

http://www.bionaut-online.de/news/0708/xenoturbella.jpg

Das merkwiirdige Erscheinungsbild und der einfache Bauplan waren seit ihrer Entdeckung
Grundlage fiir die kontroversen Hypothesen zur phylogenetischen Einordnung der
Xenoturbellida: Urspriinglich wurden sie zu den Plattwiirmern gezéhlt, und diese Zuordnung

war auch namensgebend (Xeno = Fremd, Turbellaria = Plattwurm). Ultrastrukturelle
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Untersuchungen der epidermalen cilidren Strukturen unterstiitzen diese Theorie (Lundin 1998;

Lundin 2001).

Weitere morphologische Untersuchungen stellten eine Verwandtschaft zwischen
Xenoturbellida und Bryozoa [morphologische, entwicklungsspezifische und ultrastrukturelle
Untersuchungen kombiniert mit 18S rRNA-Daten, (Zrzavy et al. 1998)] und Mollusca
[Untersuchungen der Embryogenese und Ontogenese, (Israelsson 1997; Israelsson 1999)] her
oder ordneten gar die Xenoturbellida als Schwestertaxon der Bilateria ein, basierend auf
ultrastrukturellen Untersuchungen der subepidermalen Muskulatur (Ehlers and Sopott-Ehlers

1997).

Phylogenetische Untersuchungen von Nukleotid-Sequenzen der 18S rRNA und der
Cytochtrome C Oxidase I (Cox/) zeigten zwar auch eine Verwandtschaft der Xenoturbellida
zu den Mollusca (Noren and Jondelius 1997), allerdings beruhten diese Ergebnisse auf der
Amplifikation von Mollusken-Sequenzen durch PCR aus Xenoturbella Gewebe (Bourlat et al.
2003; Gee 2003). In den Analysen, in denen die Kontamination als Grundlage fiir die falsche
Gruppierung beschrieben wurde, konnte auch gezeigt werden, dass die Xenoturbellida
richtigerweise innerhalb der Deuterostomia einzugruppieren sind (Bourlat et al. 2003). Was
die Griinde fiir die Kontaminationen in den anfinglich molekular-phylogenetischen Analysen
sind ist bis heute nicht ganz klar. Embryonen und Eier von Xenoturbella bocki scheinen
zumindest endogenen Ursprungs zu sein (Israelsson and Budd 2005) und nicht von
aufgenommenem (Mollusken-) Futtermaterial zu stammen (Bourlat et al. 2003). Sie scheiden
somit als Ursache der Kontamination von Xenoturbella mit Mollusken-DNA  aus.
Ungewohnliche Mechanismen einer Phagocytose innerhalb der Gastrodermis konnten
moglicherweise die Kontamination von Xenoturbella-Gewebe mit Mollusken-DNA erklaren

(Israelsson 2008).

Die Zugehorigkeit der Xenoturbellida zu den Deuterostomia ist inzwischen auch durch
phylogenomische Analysen basierend auf 2 EST-Datensétzen (Bourlat et al. 2006; Dunn et al.
2008) gut unterstiitzt. Diese Arbeiten entstanden parallel zu unserer eigenen Analyse (s. u.).
Die exakte Stellung der Xenoturbellida innerhalb der Deuterostomia ist indessen noch unklar
und gibt Anlal fiir weitere Analysen, da hier zwei unterschiedliche Hypothese (Abbildung
1.4) vertreten werden: i) Xenoturbellida als Schwestergruppe zu den Ambulacraria [e. g.
(Bourlat et al. 2003)] und 11) Xenoturbellida as basale Gruppe innerhalb der Deuterostomia [e.
g. (Perseke et al. 2007)]
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Abbildung 1.4: Xenoturbellida innerhalb der Deuterostomia — konkurrierende Hypothesen

Darstellung der phylogenetischen Hypothesen zur Stellung der Xenoturbellida innerhalb der
Deuterostomia: die Xenoturbellida sind entweder Schwestergruppe der Ambulacraria (Bourlat et al.
2006; Bourlat et al. 2008; Dunn et al. 2008; Telford 2008) oder basale Vertreter der Deuterostomia
(Fritzsch et al. 2008; Perseke et al. 2007)

Schon erste phylogenetische Analysen basierend auf authentischen 18S rRNA Sequenzen
legten eine Schwestergruppen-Verwandtschaft der Xenoturbellida zu den Ambulacraria nahe,
wenngleich noch nicht gekldrt werden konnte, ob die Xenoturbellida nicht doch mit einer der
beiden Gruppen der Ambulacraria ndher verwandet sind (Bourlat et al. 2003).
Weiterfithrende, auf mittelgroBen EST-Projekten (1000 — 3500 ESTs) basierenden
phylogenomische Analysen unterstiitzten sodann die Theorie der Verwandtschaft zu den
Ambulacraria und postulierten die Schwestergruppenbeziehung der Xenoturbellida zu den
Ambulacraria (Bourlat et al. 2006; Dunn et al. 2008). Eine Analyse der gesamten
proteinkodierenden Gene des mitochondrialen Genoms von Xenoturbella bocki erbrachte

weitere Unterstiitzung flir die Schwestergruppenbeziechung zu den Ambulacraria (Bourlat et
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al. 2006), ebenso wie eine Multigen-Analyse ribosomaler RNA, mitochondrialer und

nukledrer Gene (Bourlat et al. 2008).

Eine weitere, unabhingige Analyse des mitochondrialen Genoms von Xenoturbella bocki,
basierend auf allen proteinkodierenden Gene sowie der Anordnung der mitochondrialen Gene
hingegen liefert Hinweise darauf, dass die Xenoturbellida basal innerhalb der Deuterostomia
stehen (Perseke et al. 2007). Bei der Analyse der HOX-Gene von Xenoturbella bocki konnten
5 authentische HOX-Gen-Kopien identifiziert werden. Basierend auf diesem Befund wurde
die Evolution des Hox-Gen-Clusters in den Deuterostomiern untersucht. Die Ergebnisse
dieser Arbeit waren konsistent mit einer basalen Stellung der Xenoturbellida innerhalb der
Deuterostomia (Fritzsch et al. 2008) und lieferten somit weitere Unterstiitzung flir diese

Hypothese.

1.3.2 Syndermata

Im Taxon Syndermata sind die beiden Tierstimme der Réadertierchen (Rotifera) und der
Kratzwiirmer (Acanthocephala) aufgrund der in diesen Taxa vorhandenen syncytialen
Epidermis zusammengefalit (Ahlrichs 1995b; Ahlrichs 1997).

Bei den Rotifera handelt es sich sowohl um freilebende wie auch kommensalisch lebende
Mikroorganismen, die feuchte oder wilBrige Habitate besiedeln. Die Rotifera werden
traditionell in die drei Subtaxa Bdelloidea, Monogononta und Seisonidea unterteilt (Ricci

1998b; Segers 2007; Westheide and Rieger 1996).

Die ca. 1570 bekannten Spezies der Monogononta (Abbildung 1.5A) stellen das
morphologisch unterschiedlichste Subtaxon der Rotifera dar. Die Monogononta bewohnen
limnische Habitate, Brack- und Salzwasserhabitate und besitzen einen alternierenden
Fortpflanzungszyklus aus parthenogenetischer und sexueller Reproduktion (Melone and
Ferraguti 1999; Wallace and Snell 2001). Im Gegensatz zu den Bdelloidea konnte bei
Monogononta bislang kein Trans-Splicing von RNA im Transkriptom nachgewiesen werden
(Suga et al. 2007). Allerdings weisen auch Vertreter der Monogononta interessante,
genetische Besonderheiten auf: so besteht das mitochondriale Genom von Brachionus
plicatilis aus zwei verschiedenen Chromosomen (Suga et al. 2008), was bislang einzigartig

innerhalb der Metazoa ist.

Die Bdelloidea (Abbildung 1.5B), von denen ca. 460 Spezies bekannt sind, besitzen einen

eher konservierten Bauplan, bestehend aus einem Torso und einziehbaren Kopf- und
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FuBregionen (Serensen and Giribet 2006). Sie bewohnen Frischwasserhabitate, besitzen
teilweise die Fiahigkeit zur Anhydrobiose (Ricci 1998a) und pflanzen sich rein
parthenogenetisch fort [e. g.(Fontaneto et al. 2008; Mark Welch and Meselson 2000)]. Die
Genome einiger Bdelloidea weisen einige Besonderheiten auf wie beispielweise Trans-
splicing (Pouchkina-Stantcheva and Tunnacliffe 2005), verschiedene transposable Elemente
(Arkhipova and Meselson 2005; Gladyshev et al. 2007), massiven horizontalen Gentransfer
(Gladyshev et al. 2008) und Tetraploidie (Hur et al. 2008; Mark Welch et al. 2008).

Vom Subtaxon Seisonidea (Abbildung 1.5C) sind bisher nur vier Spezies der Gattungen
Seison und Paraseison bekannt sind (Segers 2007; Serensen et al. 2005). Die Tiere leben als
Epibionten auf Crustaceen der Gattung Nebalia und pflanzen sich strikt sexuell fort (Ahlrichs
1995b; Ricci et al. 1993). Ob des gemeinsam namensgebenden Réderorgans, das bei den
Monogononta und Bdelloidea vorhanden, bei den Seisonidea aber reduziert ist, werden
Monogononta und Bdelloidea in morphologischen Arbeiten und Lehrbiichern hiufig als
Schwestergruppen unter dem Namen Eurotatoria bezeichnet (Ahlrichs 1995b; Ricci 1998b;
Wallace and Colburn 1989; Westheide and Rieger 1996).

Die Acanthocephala (Abbildung 1.5D) sind im Gegensatz zu den Rotifera obligate
Endoparasiten mit einem zweiteiligen Lebenszyklus. Uber ihre Zwischenwirte (Insekten,
Chilopoden und Crustaceen) gelangen sie in den Darm ihrer Endwirte, die verschiedenste
Wirbeltiere sein konnen, beispielsweise Amphibien, Reptilien, Vogel, Fische oder Sdugetiere
[e. g. (Amin et al. 2008; Amin and Van Ha 2008; Meyer 1933)]. Innerhalb der
Acanthocephala werden vier Subtaxa unterschieden: die Archiacanthocephala, die
Eoacanthocephala, die Palacacanthocephala und die Polyacanthocephala. Morphologische wie
auch molekulare Studien haben unstrittig die Monophylie der Acanthocephala per se zeigen
konnen [e.g. (Ahlrichs 1997; Garcia-Varela et al. 2002; Garcia-Varela et al. 2000; Garcia-
Varela and Nadler 2006; Herlyn and Ehlers 2001; Herlyn et al. 2003; Monks 2001; Near
2002; Near et al. 1998; Wallace et al. 1996)], wenn auch die interne Phylogenie der
Acanthocephala noch Fragen offen l4Bt: so ist beispielsweise die Frage, ob die
Palaeacanthocephala monophyletisch oder paraphyletisch sind, noch nicht hinreichend

untersucht (Garcia-Varela and Nadler 2006; Herlyn et al. 2003).
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EINLEITUNG

Abbildung 1.5: die verschiedenen Subtaxa der Syndermata

Dargestellt sind alle 4 Klassen der Syndermata. A: Brachionus plicatilis als Vertreter der
Monogononta; B: Philodina roseola als Vertreter der Bdelloidea; C: Seison africanus als Vertreter der

Seisonidea; D: Pomphorhynchus laevis als Vertreter der Acanthocephala.

Quellen der Abbildungen: A: http://www.livt.net/CIt/Ani/Nem/nem016.jpg; B: http://golgi.harvard.edu/Meselson/Proseola.jpg; C:
(Sgrensen et al. 2005); D: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/4/47/Acanthocephala_Pomphorhynchus.jpg/
240px-Acanthocephala_Pomphorhynchus.jpg

1.3.2.1 Die Stellung der Syndermata innerhalb der Metazoa

Urspriinglich wurden die Rotifera und Acanthocephala in der phylogenetischen Einteilung
aufgrund ihres runden Korpers zusammen mit Nematoda, Gastrotricha, Kinorhyncha und
Priapulida zu den Rundwiirmern (Aschelminthes) gezéhlt (Hyman 1951). Allerdings haben
verschiedene molekulare, auf 18S rRNA-Sequenzen beruhende Studien die Monophylie der
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Aschelminthes widerlegen konnen [e. g.(Aguinaldo et al. 1997; Garey et al. 1996; Garey and
Schmidt-Rhaesa 1998; Garey et al. 1998)].

Mit der Einteilung der Protostomia in Ecdysozoa und Lophotrochozoa, respektive Spiralia
(Aguinaldo et al. 1997; Garey and Schmidt-Rhaesa 1998; Giribet et al. 2000; Halanych et al.
1995) wurden die Syndermata aufgrund ihrer Spiralfurchung [e. g. (Westheide and Rieger
1996)] zu den Spiralia gezdhlt. Der Stamm Spiralia besteht demnach aus den Unterstimmen
Lophotrochozoa (Giribet 2002; Halanych et al. 1995) und Platyzoa (Cavalier-Smith 1998;
Garey and Schmidt-Rhaesa 1998; Giribet et al. 2000). Der Unterstamm der Platyzoa
wiederum umfait dabei die Taxa Platyhelminthes, Syndermata, Gastrotricha und
Gnathostomulida (Cavalier-Smith 1998; Garey and Schmidt-Rhaesa 1998; Giribet et al. 2000)
und wurde auf Grundlage des mit Cilien versehenen, nicht-segmentierten acoelomaten oder
pseudocoelomaten Korpers, dem ein vaskuldres System, fehlt postuliert (Cavalier-Smith
1998). Molekulare Unterstiitzung fand dieses Super-Taxon durch die Analyse von 18S rRNA-
Sequenzen (Giribet et al. 2000), allerdings gibt es auch Analysen, welche die Platyzoa-
Hypothese widerlegen [e. g. (Zrzavy et al. 1998), morphologische und 18S rRNA-Daten
kombiniert]. Auch in aktuellen, auf ESTs basierenden phylogenomischen Untersuchungen
konnten keine kongruenten Hinweise auf die Platyzoa-Hypothese gefunden werden (Dunn et
al. 2008). Innerhalb der Platyzoa bilden die Rotifera und Acanthocephala mit den
Gnathostomulida zusammen das Taxon der Gnathifera (Ahlrichs 1995a; Ahlrichs 1997;
Giribet et al. 2000; Serensen et al. 2000), basierend auf dhnlichen Ultrastrukturen ihrer
Kieferapparate. Ungeachtet der unwidersprochenen morphologischen Eingruppierung konnten
bis dato keinen eindeutigen molekularen Hinweise fiir den Clade Gnathifera erbracht werden.
Auf 18S rRNA-Sequenzen basierende Analysen unterstiitzen zwar die Gnathifera-Hypothese
(Giribet et al. 2000), jedoch konnte eine Analyse der kombinierten 18S rRNA-/ 28S rRNA-/
Histon H3- und Cytochrom C-Sequenzen keine Unterstiitzung fiir monophyletische

Gnathifera finden (Giribet et al. 2004).

Die Rotifera und Acanthocephala werden aufgrund von Ahnlichkeiten der syncytialen
Epidermis sowie der Spermien im Taxon Syndermata zusammengefalit (Ahlrichs 1995b;
Ahlrichs 1997). Nicht nur morphologisch ist das Taxon Syndermata unstrittig unterstiitzt [e. g.
(Melone et al. 1998; Wallace et al. 1996)]: auch molekulare Analysen von Einzelgenen wie
18S rRNA-Sequenzen [e. g. (Giribet et al. 2000; Herlyn et al. 2003)] und phylogenomische
Analysen [e. g.(Hausdorf et al. 2007)] liefern kongruente Unterstiitzung fiir die Syndermata.
Aktuelle Analysen zeigen weiterhin, dass die Acanthocephala ein Subtaxon der Rotifera sind
[e. g.(Herlyn et al. 2003; Serensen and Giribet 2006)].
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Auf molekularer wie morphologischer Ebene ist die Einordnung der Syndermata in die
Spiralia unstrittig [e. g. (Hausdorf et al. 2007; Passamaneck and Halanych 2006)]; ebenfalls
unstrittig ist die morphologischen Merkmalen folgende Eingruppierung der Syndermata in die
Gnathifera [e.g. (Ahlrichs 1995b; Ahlrichs 1997; Serensen et al. 2000)]. Allerdings ist die
exakte Position der Syndermata innerhalb der Spiralia, respektive der Platyzoa, bei weitem
noch nicht ausreichend gekldrt, wenn auch einige Untersuchungen der 18S rRNA die
Einordnung der Syndermata in die Platyzoa unterstiitzen [e. g. (Giribet et al. 2000;
Passamaneck and Halanych 2006)].

1.3.2.2 Die interne Phylogenie der Syndermata

Gestaltet sich schon die phylogenetische Einordnung der Syndermata innerhalb der Spiralia
schwierig (e. g. Platyzoa? Gnathifera?), so wirft die interne Phylogenie der Syndermata
(Acanthocephala, Bdelloidea, Monogononta und Seisonidea) noch mehr Fragen auf. Hier

stehen fiinf konkurrierende Hypothesen im Raum (Abbildung 1.6A-E).

Die Lemniscea-Hypothese wurde von Lorenzen (1985) begriindet und stellt eine
Schwestergruppenbeziehung zwischen Acanthocephala und Bdelloidea dar, zu denen
Seisonidea und Monogononta basal stehen (Abbildung 1.6A). Morphologisch wurde diese
Hypothese auf Merkmalen wie zwei lateralen Intrusionen im Halsbereich und der
einziehbaren anterioren Korpersektion der Bdelloidea und Acanthocephala begriindet
(Lorenzen 1985). Auch molekulare Daten basierend auf Untersuchungen der 16S rRNA, 18S
rRNA, 28S rRNA, Cytochrom C Oxidase 1 (cox/) und dem Histon H3 stiitzen diese
Hypothese (Garcia-Varela and Nadler 2006; Garey et al. 1996; Garey et al. 1998; Giribet et
al. 2000; Giribet et al. 2004).

Der zweiten Hypothese (Eurotatoriat+Pararotatoria) liegt eine Schwestergruppen-
beziehung zwischen Monogononta und Bdelloidea (Eurotatoria) bzw. Acanthocephala und
Seisonidea (Pararotatoria, Abbildung 1.6B) zugrunde. Diese Hypothese wurde auf dem
Réderorgan der Réidertierchen (reduziert in Seisonidea) und auf ultrastrukturellen
Besonderheiten wie z.B. der Epidermis mit speziellen Filamenten (Ahlrichs 1995b; Ahlrichs
1997; Ahlrichs 1998) begriindet. Zusétzliche Unterstiitzung fiir die Monophylie der
Pararotatoria konnte in Analysen der 18S rRNA (Herlyn et al. 2003) und einer kombinierten
Analyse der 18S rRNA, des Hitzeschockproteins 82 (Asp82) und morphologischen Daten
(Zrzavy 2001) gefunden werden.
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Eurotatoria +

Lemni A
emniscea [A] Pararotatoria [B]

Monogononta
—— Bdelloidea
Seisonidea
— Monogononta
Bdelloidea
{ — Acanthocephala
Acanthocephala
—— Seisonidea
Evidenz: Evidenz:
Morphologie: Laterale Intrusionen im Halsbereich, Morphologie: Epidermis mit speziellen Filamenten
einziehbare anteriore Kérperregion Molekular: 185 rRNA, hsp82
Molekular: 165 rRNA, 185 rRNA, 285 rRNA, cox1, h3
Rotifera + Eurotatoria +
Acanthocephala [C] Acanthocephala [D]
Acanthocephala Seisonidea
Seisonidea Acanthocephala
Bdelloidea Monogononta
_ Monogononta _ Bdelloidea
Evidenz: Evidenz:
Morphologie: Morphologie der Zehen, Morphologie: Fehlen acrosomaler Strukturen
sensorischer Apparat, Kauwerkzeuge Molekular: hsp82

Molekular: 185 rRNA

Hemirotifera [E]
Monogononta

—1 [ Bdelloidea

Acanthocephala

—— Seisonidea
Evidenz:

Morphologie: komb. mit mol. Daten
Molekular: 185 rRNA, 285 rRNA, cox1, h3

Abbildung 1.6: Konkurrierende Hypothesen zur internen Phylogenie der Syndermata

Cladogramme zur Darstellung der konkurrierenden Hypothesen zu den phylogenetischen
Verwandtschaften zwischen Acanthocephala, Bdelloidea, Monogononta und Seisonidea. A
Lemniscea-Hypothese (Lorenzen 1985). B Eurotatoria+Pararotatoria-Hypothese (Ahlrichs 1995b;
Ahlrichs 1997; Ahlrichs 1998). C Rotifera+Acanthocephala-Hypothese (Nielsen 1995; Wallace et al.
1996). D Eurotatoria+Acanthocephala-Hypothese (Mark Welch 2000). E Hemirotifera-Hypothese
(Serensen and Giribet 2006).
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Die klassische Sichtweise der monophyletischen Rotifera, bestehend aus Eurotatoria und
Seisonidea und den  Acanthocephala als  Schwestergruppe  der  Rotifera
(RotiferatAcanthocephala, Abbildung 1.6C), wurde auf spezifischen Besonderheiten wie
der Morphologie der Zehen, den sensorischen Apparaten und den Kauwerkzeugen der
Rotifera und der Eurotatoria begriindet (Melone et al. 1998; Nielsen 1995). Diese Hypothese
konnte auch durch molekulare Analysen der 18S-rRNA Unterstiitzung finden (Garcia-Varela

et al. 2000).

Die vierte Hypothese, basierend auf Sequenzen des Asp82-Gens, gruppiert die Eurotatoria
zusammen, die Acanthocephala als Schwestergruppe zu diesen und die Seisonidea basal in
den Syndermata [Eurotatoria+Acanthocephala, Abbildung 1.6D, (Mark Welch 2000)].
Diese Hypothese zugrunde legend, konnte das Fehlen von acrosomalen Strukturen eine

Synapomorphie der Eurotatoria und der Acanthocephala sein (Serensen et al. 2000).

Als Hemirotifera wird die monophyletische Gruppierung von Acanthocephala, Bdelloidea
und Seisonidea bezeichnet (Abbildung 1.6E), die allerdings bisher noch keine Aussage iiber
die phylogenetischen Zusammenhédnge der drei Taxa untereinander trifft. Dieser Hypothese
zugrunde liegt die Analyse eines kombinierten Datensatzes aus molekularen (18S rRNA, 28S

rRNA, Histon H3, cox/) und morphologischen Daten (Serensen and Giribet 2006).

Ausgehend von der verschiedenen phylogenetischen Hypothesen zur internen Phylogenie der
Syndermata kann festgestellt werden, dass die Frage nach der internen Phylogenie der

Syndermata eng mit der basaleren Frage nach der Monophylie der Eurotatoria verkniipft ist.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zur Klidrung der phylogenetischen

Zusammenhdnge innerhalb der Metazoa zu liefern.

Im ersten, methodischen Teil dieser Arbeit sollten die ribosomalen Proteine der Metazoa auf
ithren  phylogenetischen Informationsgehalt und auf Thre Verwendbarkeit fiir
phylogenetische/phylogenomische Fragestellungen innerhalb der Metazoa hin untersucht
werden. Weiterhin sollten verschiedene Methoden zur Herstellung von cDNA-Banken sowie
unterschiedliche Sequenziermethoden (Sanger vs. Pyro-Sequencing) ausgetestet werden. Zur
Prozessierung der generierten EST-Daten sollten eine oder mehrere EST-Pipelines etabliert

und miteinander verglichen werden.
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Der zweite Teil der Arbeit beschiftigt sich mit der phylogenetischen Stellung von
Xenoturbella bocki. In diesem Teil sollte der bereits im Rahmen einer Diplomarbeit generierte
EST-Datensatz mit zwei bis dato verdffentlichten EST-Datensdtzen verglichen und fiir
phylogenetische Analysen kombiniert werden. Dabei sollte die phylogenetische Stellung der
Xenoturbellida anhand des kombinierten Datensatzes mit den bisher publizierten Analysen

verglichen werden.

Der dritte Teil der Arbeit beschiftigte sich mit der Phylogenie der Syndermata
(Acanthocephala und Rotifera). In diesem Teil der Arbeit sollte durch Generierung von EST-
Daten die Datenabdeckung der Taxa verbessert werden, da zu Beginn der Arbeit nur wenige
molekulare Daten dieser Taxa in den Offentlichen Sequenzdatenbanken vorhanden waren
(Acanthocephala: 365 Nukleotid- sowie 0 EST-Eintrdge; Rotifera: 1117 Nukleotid- sowie 290
EST-Eintrage). Weiterhin sollten durch phylogenomische Analysen der EST-Daten die
phylogenetische Stellung der Syndermata innerhalb der Spiralia, sowie die phylogenetischen

Verwandtschaftsverhiltnisse der Syndermata untereinander untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Taxon-Sampling

Die untersuchten Spezies der Kratzwlrmer (Pomphorhynchus laevis, Echinorhynchus
truttae) wurden von Dr. Holger Herlyn (Mainz) beschafft und stammten aus dem FluB3 Leine
in der Ndhe von Goéttingen (Echinorhynchus truttae, Wirtsorganismus Salmo trutta fario)
bzw. aus einer Kiesgrube bei Gimbsheim (Pomphorhynchus laevis, Wirtsorganismus Barbus

Sfluviatilis).

Die Embryonen des Réadertierchens Brachionus plicatilis wurden von Dr. Gregor Bucher

(Gottingen) in seinem Labor geziichtet und zur Verfiigung gestellt.

2.1.2 RNA Prégparation

Die Extraktion der Gesamt-RNA aus gefrorenen und gepoolten Organismen wurde mittels
einer sdulen-basierten Methode mit dem ,,Qiagen RNeasy Plant Mini Kit*“ (Qiagen, Hilden,
Deutschland) laut Angaben des Herstellers durchgefiihrt und die Qualitidt der RNA visuell auf
Agarosegelen tiberpriift. Die MRNA-Extraktion wurde mit dem ,,NucleoTrap mRNA Kit*
(Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) fiir Brachionus plicatilis und mit dem ,,polyATract
mRNA Isolation System III* (Promega, Mannheim, Deutschland) fiir Pomphorhynchus laevis
und Echinorhynchus truttae aus der Komplett-RNA jeweils laut Angaben des Herstellers
durchgefiihrt.

2.1.3 cDNA Bank Herstellung und Sequenzierung

Die Herstellung der cDNA Banken erfolgte fiir Pomphorhynchus laevis am Max Planck
Institut fiir Molekulargenetik (Berlin) und fiir Brachionus plicatilis und Echinorhynchus
truttae am Institut fiir Molekulargenetik (Mainz) mittels des ,,Creator SMART cDNA
Libraries Kit*“ (Clontech, Heidelberg, Deutschland; Durchfiihrung laut Angaben des
Herstellers). Es wurden ,,Primer Extension Banken* fiir Pomphorhynchus laevis und
Brachionus plicatilis und eine amplifizierte ,,LD-PCR Bank* fiir Echinorhynchus truttae
erstellt mit den Vektoren pDNR-LIB fiir Pomphorhynchus laevis und einem modifizierten
pSPORT fiir Echinorhynchus truttae und Brachionus plicatilis (Wellenreuther et al. 2004).

Die ¢cDNA Banken wurden per Elektroporation in elektrokompetente Escherichia coli
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Elektromax DHI10B-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) transformiert und auf
Ampicillin-XGAL-Agaroseplatten ausplattiert. Die Auswahl der positiven Klone erfolgte
iber blau-weiB3-Selektion. Diese wurden in 96er Deep-well-Platten {iber Nacht angeziichtet.
Die Priparation der Plasmide erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim and
Doly 1979) im 96er Format. Die Sequenzierung der Klone mit Inserts erfolgte als 5'-reads
mit dem Primer T7 auf einem ABI 3730 Kapillarsequenzierer (GENterprise, Mainz fiir
Brachionus plicatilis und Echinorhynchus truttae; MPI fiir Molekulargenetik, Berlin fiir

Pomphorhynchus laevis).

2.2 Bioinformatische Methoden

2.2.1 Sequenzverarbeitung

Das Prozessieren der EST-Daten (Entfernen der Vektoranteile, Entfernen der polyA-
Abschnitte am 3’-Ende, Entfernen von Sequenzen schlechter Qualitdt, Clustern von
tiberlappenden Sequenzabschnitten) erfolgte semiautomatisiert fiir die Datensédtze von
Brachionus plicatilis und Echinorhynchus truttae mittels des Programms SeqMan II aus dem
DNASTAR Programmpaket (Madison, USA) mit Standard-Parametern. Die Integration und
Prozessierung oOffentlicher Datensétze von Xenoturbella bocki, Brachionus plicatilis und
Philodina citrina aus den ,trace archives™ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/trace.cgi?)

und der dbEST-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html) wurde ebenfalls

mit dem Programm SeqMan II unter Standard-Parametern durchgefiihrt. Fiir
Pomphorhynchus laevis erfolgte das Prozessieren der EST-Daten automatisiert am ,,Center
for Integrative Bioinformatics* (Wien) mit der im Rahmen des ,,Deep Metazoan Phylogeny*
Schwerpunktprojektes der DFG installierten EST-Pipeline. Nach dem Base-calling (Ewing et
al. 1998) wurden Adaptoren, Vektoren und poly-A- sowie bakterielle Sequenzen mit den

Programmen Lucy (www.tigr.org), SeqClean (www.compbio.dfci.harvard.edu/tgi/software)

und CrossMatch (www.phrap.org) entfernt, repetitive Sequenzen mit dem Programm

RepeatMasker maskiert. Das Clustern der Sequenzen erfolgte mit dem TIGCL Paket

(www.compbio.dfci.harvard.edu/tgi/software) durch paarweise Vergleiche (MGIBlast),

Clustern (CAP3) und anschlieendes Entfernen von ,,low-quality* Bereichen (Lucy). Aus den
geclusterten EST Sequenzen wurde dann die Anzahl der Unigenes (bestehend aus Singletons
und Contigs), die 20 meist transkribierten Sequenzen und deren Abdeckung durch ESTs

sowie die Konsensussequenzen der Unigenes extrahiert.

22



Die Sequenzannotation der EST-Daten erfolgte durch BlastX-Suchen gegen die Swissprot-

Datenbank (http://expasy.org/sprot/) mit dem Programm Blastclient 3

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/download.shtml). Ausgegeben wurden aus Griinden der

GroBenbeschrankung der Ausgabedateien nur jeweils 20 Alignments und Beschreibungen pro
Suchsequenz (Parameter: —v 20 —v 20). Der Cut-off fiir signifikante Treffer wurde auf 1%*¢'°
gesetzt. Bei der Untersuchung der 20 meist transkribierten Sequenzen wurden in Fillen

schlechter e-values der BlastX-Suchen noch zusétzliche BlastN-Suchen durchgefiihrt.

Die funktionale Gene Ontology-Klassifizierung (Ashburner et al. 2000) der EST-Sequenzen,

die in der BlastX Suche zur Annotation einen geringeren E-value als e erzielten, wurde mit

dem Programm GOAnna (http://agbase.msstate.edu/GOAnna.html) durchgefiihrt. Die dabei
erzielten Ergebnisse wurden bei unklarer Zuordnung durch das Programm manuell durch

Datenbanksuchen in der Uniprot-Datenbank (http://www.uniprot.org/) in eine der Kategorien

,.Stoffwechsel”, ,,Protein-Biosynthese*, »Zellwachstum/Aufrechterhaltung®,
,Elektronentransport®, ,,Protein-Stoffwechsel®, ,,Signalgebung und Kommunikation®,

»Nukleinsdurestoffwechsel und ,,Nicht klassifiziert* zugeordnet.

Die Zusammenstellung der ribosomalen Proteine aus den EST-Daten erfolgte durch
Extraktion aus den Ergebnissen der BlastX-Suchen. Bei verifizierbaren Treffern fiir
ribosomale Proteine in den BlastX-Suchen wurden die abgeleiteten Aminosduresequenzen der

ribosomalen Proteine aus den angezeigten Alignments kopiert.

2.2.2 Eintragen der EST-Sequenzen in die Datenbanken

Das Einstellen der EST-Sequenzen und der abgeleiteten Protein-Sequenzen der ribosomalen
Proteine erfolgte am FEuropean Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/). Die

eingetragenen Sequenzen sind unter folgenden ,,Accession numbers* zu finden (Tabelle 2.1).

Art der Sequenzen Spezies Accession numbers

EST-Sequenzen Xenoturbella bocki AM159647 — AM160600
Echinorhynchus truttae AM914031 — AM915268
Brachionus plicatilis AMO915273 — AM917189
Pomphorhynchus laevis AMO917190 — AM919396

Annotierte ribosomale Proteine Pomphorhynchus laevis AMS849482 — AM849546
Brachionus plicatilis AM980946 — AM980961
Echinorhynchus truttae AMO980962 — AM980984

Tabelle 2.1: Eingetragene Sequenzen

Accession numbers der durchgefihrten EST-Projekte bzw. der annotierten ribosomalen Proteine
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2.2.3 Erstellen der Alignments flr ribosomale Proteine

Die Suche der orthologen ribosomalen Proteine fiir die Erstellung der Alignments erfolgte
durch Extraktion von Aminosdure-Daten aus der ,,Ribosomal Protein Gene Database*

(http://ribosome.med.miyazaki-u.ac.jp/), durch BlastX-Suchen der in Wien geclusterten EST

Datensdtze anderer Taxa oder durch tBlastN-Suchen mit ribosomalen Proteinen des
Menschen als Suchsequenzen gegen die iibersetzten EST-Eintrdge der gesuchten Taxa. Im
Rahmen der Blast-Suchen wurden die ribosomalen Proteine wiederum aus den angezeigten

Alignments extrahiert.

Fiir das Erstellen von Einzelalignments der ribosomalen Proteine wurden zuerst alle in den
Ausgangsdaten vorhandenen ,,-,, entfernt und die Erstellung der Alignments mit dem
Programm ClustalW2 (Thompson et al. 1994) in der webbasierten Version
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) unter Standardparametern durchgefiihrt.

Die Formatadnderungen der Alignments, die durch Verwendung unterschiedlicher

Programme notwenig waren, wurden mit dem Programm ReadSeq (http://www.ebi.ac.uk/cgi-

bin/readseq.cgi) unter Auswahl der jeweils bendtigten Formate durchgefiihrt.

Die so erstellten Einzelalignments (FASTA-Format) wurden mit dem Programm GBlocks
(Castresana 2000) in der webbasierten Version
(http://www.phylogeny.fr/phylo_cgi/gblocks.cgi) einem Editing unterzogen, bei dem die
unsicher alignierten Positionen entfernt wurden. Dabei wurden alle drei Parameter zur
weniger stringenten Bewertung (,,Kleinere finale Blocke in den Alignments®, ,,Gap-
Positionen in den finalen Alignments* sowie ,,weniger strikte flankierende Positionen®) der

Alignments genutzt.

Das Konkatenieren der nun editierten Einzelalignments (FASTA-Format) wurde mit Hilfe
eines von Ingo Ebersberger geschriebenem  Perl-Skript (concat alignments.pl,

unveroffentlicht) durchgefiihrt.

2.2.4 Information der Alignments

Mit dem Programm ,ProtTest 1.3 (Abascal et al. 2005) wurde die Bestimmung der
geeigneten Substitutionsmatrix durchgefiihrt, um in den darauf folgenden phylogenetischen
Rekonstruktionen Verwendung zu finden. Die Auswahl des am besten geeigneten Modells
erfolgte nach dem Akaike-Informationskriterium (Akaike 1973), das im Programm ,,ProtTest*

implementiert ist.
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Die Bestimmung des phylogenetischen Informationsgehalts der Alignments erfolgte nach
dem Prinzip des ,,likelihood mapping* (Strimmer and von Haeseler 1997) mit dem Programm
Treepuzzle (Schmidt et al. 2002). Es wurden jeweils alle moglichen Quartette mit exakter
Parameterabstimmung in die Untersuchung miteinbezogen. Die Prozentzahlen der Ecken, die
zeigen, wie viel Prozent der jeweiligen Quartette einer eindeutigen Phylogenie zugeordnet
werden konnten, wurden jeweils addiert. Im abgebildeten Beispiel (Abbildung 2.1) ergibt die
Summe der Prozentzahlen der drei Ecken (33.1%, 33.0%, 33.1%) 99.2%. dies bedeutet, dass
99.2% aller in dieser Analyse einbezogenen Quartette einer eindeutigen Phylogenie

zugeordnet werden konnten.

33.1%
%
a\° -3
ﬂ? o
& 0.1%
33.0% 0.3% 33.1%

Abbildung 2.1: Beispielresultat zum Likelihood mapping

2.2.5 Phylogenetische Rekonstruktion

Die phylogenetischen Rekonstruktionen wurden sowohl mit Maximum Likelihood-basierten

Verfahren als auch mit Bayes schen Methoden berechnet.

Die phylogenetischen Rekonstruktionen mit PhyloBayes (Blanquart and Lartillot 2006),
basierend auf dem positionsheterogenen CAT-Model (Lartillot and Philippe 2004), welches

eine Variation der Substitutionsmatrix tiber das Alignment erlaubt, wurde mit dem Programm
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PhyloBayes v2.1c¢ durchgefiihrt. Es wurden jeweils zwei unabhingige Laufe gestartet, die mit
einer je Untersuchung variierender Anzahl von ,points durchgefiihrt wurden. Zur
Beurteilung, ob die jeweiligen Léufe die Plateauphase erreicht hatten, wurden die Log-
Likelihood-Werte in Bezug zur Generationenzeit gesetzt, diese als Funktion abgebildet und
daraus der jeweilige ,,Burn-in“ ermittelt. Beide Laufe wurden zusammengefalit und jeder
zehnte gesammelte Baum wurde zur Baumerstellung fiir einen ,,50% majority rule consensus
tree* genutzt, sowie die maximale und durchschnittliche Abweichung der beiden Liaufe

berechnet.

Als weitere Bayes'sche Methode wurde das Programm MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck and
Ronquist 2001; Ronquist and Huelsenbeck 2003) genutzt. Es wurden zwei unabhéngige Liufe
mit der vorher per ProtTest fiir das konkatenierte Gesamtalignment der ribosomalen Proteine
ermittelten Substitutionsmatrix rtREV (Dimmic et al. 2002) gestartet. Jeder Lauf bestand aus
vier Ketten mit 1.000.000 Generationen, von denen die ersten 500.000 Generationen als
,»Burn-in“ verworfen wurden. Zur Baumerstellung wurde jeder 100. gesammelte Baum

benutzt.

Als Maximum Likelihood-basierte Methode wurde das Programm Treefinder (Jobb 2007,
Jobb et al. 2004) mit dem RtREV-Modell (Dimmic et al. 2002) genutzt. Unterstiitzungswerte
fiir diesen Ansatz wurden mit der Methode der ,,Expected Likelihood Weights* (ELWs)
(Strimmer and Rambaut 2002) errechnet, ausgehend von 1000 Replikationen. Mit dem
Programm Treefinder (Jobb 2007; Jobb et al. 2004) wurde auch eine partitionierte Analyse
mit den Substitutionsmodellen RtREV (Dimmic et al. 2002), WAG (Whelan and Goldman
2001) und JTT (Jones et al. 1992) mit variierenden Parametern (G, I, F; wie durch ProtTest
(Abascal et al. 2005) ermittelt) berechnet.

Ein weiterer Maximum Likelihood basierter Ansatz wurde durch das Programm PhyML
(Guindon and Gascuel 2003) mit der bereits ermittelten Substitutionsmatrix rtREV (Dimmic
et al. 2002) genutzt. Die Unterstiitzungswerte flir diese Untersuchung wurden mit Hilfe des

bootstrap-Verfahrens mit variierenden Repetitionen ermittelt.

Die so ermittelten Stammbdume wurde mit dem Programm Treeview (Page 1996) editiert
bzw. dargestellt.  Die Unterstiitzungswerte fiir die einzelnen Knoten wurden der
Vollstiandigkeit halber alle nach Programm-Ausgabe angeben. Als akzeptable Werte wurden
bei den Bayes’'schen Analysen Werte >0.9 und bei den Maximum Likelihood-basierten

Analysen Werte >50 angesehen.
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2.2.6 Hypothesentests

Um verschiedene phylogenetische Hypothesen gegeneinander zu testen, wurden die
Hypothesen in Newick-formatierte Stammbdume manuell umgewandelt und die ,,resolve
multifurcations“-Option des Programms Treefinder (Jobb 2007; Jobb et al. 2004) genutzt. Im
Anschlul wurde iiberpriift, ob die Maximum Likelihood-Stammbidume der jeweiligen
Hypothesen, durch Vergleich der jeweiligen Likelihoods, Teil des Konfidenzsets der Kishino-
Hasegawa-Methode (Kishino and Hasegawa 1989) bzw. der ELW-Methode (Strimmer and
Rambaut 2002) waren.
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3 Ergebnisse

3.1

Die Untersuchung der ribosomalen Proteine der Metazoa auf ihren Informationsgehalt hin

Untersuchung zum phylogenetischen Informationsgehalt der

ribosomalen Proteine durch Likelihood-mapping

wurde an Alignments aus bis zu 46 Taxa der Metazoa (Tabelle 3.1) durchgefiihrt.

Phylum Spezies

Annelida Arenicola marina, Capitella capitata, Eurythoe complanata,
Helobdella robusta, Lumbricus rubellus, Platynereis
dumerilii

Arthropoda Anopheles gambiae, Apis mellifera, Daphnia magna,
Drosophila melanogaster, Homarus americanus, Ixodes
scapularis

Bryozoa Barentsia elongata, Flustra foliacea

Cephalochordata Branchiostoma floridae

Chaetognatha Flaccisagitta enflata, Spadella cephaloptera

Cnidaria Acropora millepora, Hydra magnipapillata, Nematostella
vectensis

Echinodermata Strongylocentrotus purpuratus

Hemichordata Saccoglossus kowalevskii

Mollusca Aplysia californica, Argopecten irradians, Crassostrea sp.,
Euprymna scolopes, Idiosepius paradoxus

Nematoda Ascaris sum, Caenorhabditis elegans,, Xiphinema index

Platyhelminthes Dugesia japonica, Echinococcus granulosus, Macrostomum
lignano, Schistosoma sp., Schmidtea mediterranea

Priapulida Priapulus caudatus

Sipunculida Sipunculus nudus

Syndermata Philodina roseola, Pomphorhynchus laevis

Tardigrada Hypsibius dujardini

Urochordata Ciona intestinalis

Vertebrata Fugu rubripes, Homo sapiens, Mus musculus, Rattus
norvegicus

Xenoturbellida Xenoturbella bocki

Tabelle 3.1: Taxonibersicht der ribosomalen Proteine, deren Informationsgehalt bestimmt
wurde

Aufgefuhrt sind die Phyla und Spezies, die in der Untersuchung zum phylogenetischen

Informationsgehalt der ribosomalen Proteine genutzt worden sind.

Um den phylogenetischen Informationsgehalt bestimmen zu konnen, wurde zunidchst fiir
jedes Alignment die geeignete Substitutionsmatrix bestimmt. Der angegebene
Informationsgehalt bezieht sich immer auf die Prozentwerte der Quartette von Taxons, die

eine eindeutig aufgeklirte Phylogenie zeigten.
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Protein  Informationsgehalt | Protein  Informationsgehalt | Protein  Informationsgehalt
RPL3 82,5 % RPL27a 75,1 % RPSS8 77,5 %
RPL4 82,4 % RPL28 68,9 % RPS9 78,1 %
RPLS5 78,8 % RPL29 62,4 % RPSI0 63,8 %
RPL6 75,7 % RPL30 65,9 % RPSI1 68,6 %
RPL7 78,7 % RPL31 75,0 % RPSI2 80,2 %
RPL7a 82,6 % RPL32 77,1 % RPS13 72,2 %
RPLS 86,0 % RPL34 87,8 % RPS14 75,4 %
RPL9 78,8 % RPL35 76,4 % RPSI15 80,4 %
RPLI0 80,6 % RPL35a 67,6 % RPSI15a 73,0 %
RPL10a 84,4 % RPL36 70,1 % RPSI16 73,8 %
RPLI1 82,6 % RPL36a 76,0 % RPS17 70,1 %
RPLI2 80,6 % RPL37 67,5 % RPSI18 73,7 %
RPLI3 74,8 % RPL37a 70,8 % RPSI19 76,5 %
RPL13a 76,3 % RPL38 57,0 % RPS20 63,5 %
RPLI14 70,0 % RPL39 68,1 % RPS21 68,7 %
RPL15 88,0 % RPL40 70,1 % RPS23 82,6 %
RPLI17 88,3 % RPL41 48,3 % RPS24 76,0 %
RPLIS 80,1 % RPPO 83,2 % RPS25 73,6 %
RPLI8a 74,4 % RPPI 63,6 % RPS26 75,4 %
RPL19 79,6 % RPP2 60,1 % RPS27 73,7 %
RPL21 79,9 % RPS2 73,1 % RPS27a 65,0 %
RPL22 58,8 % RPS3 77,2 % RPS28 53,9 %
RPL23 81,6 % RPS3a 85,5 % RPS29 70,4 %
RPL23a 71,6 % RPS4 82,3 % RPS30 73,2 %
RPL24 78,3 % RPS5 82,4 % RPSA 80,2 %
RPL26 82,7 % RPS6 73,5 %
RPL27 73,7 % RPS7 76,3 %

Tabelle 3.2: Ubersicht Informationsgehalt Einzelalignments der ribosomalen Proteine

Ubersicht iiber den phylogenetischen Informationsgehalt der einzelnen Alignments fiir die ribosomalen

Proteine

Der phylogenetische Informationsgehalt der einzelnen ribosomalen Proteine variiert zwischen
48,3% (rpl41) und 88,3% (rpll7) einer eindeutigen Phylogenie zuzuordnenden Quartette
(Tabelle 3.2).

Um die Verdnderung des Informationsgehalts durch Zusammenfassen mehrerer ribosomaler
Proteine zu wuntersuchen, wurden die einzelnen ribosomalen Proteine nach ihrem
phylogenetischen Informationsgehalt in mehreren Intervallen gruppiert (Tabelle 3.3, Tabelle
3.4) und diese konkatenierten Alignments wiederum auf ihren phylogenetischen

Informationsgehalt hin untersucht.
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ERGEBNISSE

Informations- 85-80 75-70 65-60 55-50
Gehalt (%)
Ribosomale RPLI0a RPL31 RPSI10 RPS28
. RPPO RPLI3 RPPI]
Proteine RPL26 RPLISa RPS20
RPII] RPSI6 RPL29
RPS23 RPS27 RPP2
RPLI7a RPL27
RPL3 RPSI8
RPS5 RPS25
RPL4 RPS6
RPS4 RPS30
RPL23 RPS2
RPLIO RPSI5a
RPLI2 RPSI3
RPSI5 RPL23a
RPSA RPL37a
RPSI2 RPS29
RPLIS RPLI14
RPL36
RPL40
RPSI7
Summe 17 20 5 1
ribosomale
Proteine (n=79)

Tabelle 3.3: Sortierung der ribosomalen Proteine nach dem ,Likelihood-mapping”-

Informationsgehalt

Dargestellt sind Gruppierungen in jeweils 5%-Intervallen, in denen die einzelnen ribosomalen Proteine

nach ihrem Informationsgehalt eingefiigt sind.

5% Informations- 10/15 % Informations- 20/25 % Informations-
Intervalle gehalt Intervalle gehalt Intervalle gehalt
(Anzahl (Anzahl (Anzahl
ribosomale ribosomale ribosomale
Proteine Proteine Proteine
80 -85 96,1 % 70-80 98,0 % 45-70 90,3 %
(17) (40) (17)
70-75 94,8 % 45 -60 (4) 70,3 %

53,9 %

Tabelle 3.4: Ubersicht Informationsgehalt der konkatenierten ribosomalen Proteinen

Dargestellt sind die Ergebnisse der Untersuchung der konkatenierten ribosomalen Proteine in
Intervallen zu 5 %, 10/15 % und 20/25 %. Die 15% und 25% Intervalle beinhalten jeweils das

ribosomale Protein L41, weswegen der Intervall um 5% grof3er ist als der beabsichtigte Intervall.
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In fast allen Féallen 1aBt sich durch das Konkatenieren mehrerer ribosomaler Proteine der

phylogenetische Informationsgehalt erh6hen.

Im Anschlu8 wurden alle 79 ribosomalen Proteine konkateniert und der Informationsgehalt
bestimmt. Es konnten 99% aller moglichen Quartette einer eindeutigen Phylogenie

zugeordnet werden (Abbildung 3.1).

33.1%
%
a\° -3
ﬂ? o
& 0.1%
33.0% 0.3% 33.1%

Abbildung 3.1: Likelihood mapping der kompletten konkatenierten ribosomalen Proteine

Ergebnis des Likelihood mappings der kompletten konkatenierten ribosomalen Proteine zur
Untersuchung des phylogenetischen Informationsgehalts. 99% der Quartette konnten einer
eindeutigen Phylogenie zugeordnet werden.

AbschlieBend 148t sich feststellen, dass der phylogenetische Informationsgehalt der
ribosomalen Proteine von 48,3% bis 88,3% fiir die einzelnen ribosomalen Proteine sich durch
das Konkatenieren mehrerer ribosomaler Proteine sukzessive bis zu einem Maximum von

99% einer eindeutigen Phylogenie zuzuordnenden Quartetten steigern 1aft.
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3.2 Phylogenomische Analysen von Xenoturbella bocki

3.2.1 Vergleich der EST Datensatze

Zu Beginn der Dissertation war ein EST-Datensatz von Xenoturbella bocki vorhanden, den
ich im Rahmen meiner Diplomarbeit erstellt hatte. Die beiden anderen Datensdtze wurden in

den Arbeiten von Bourlat et al. (2006) und Dunn et al. (2008) publiziert.

Mein Datensatz bestand aus 1186 EST-Sequenzen, aus denen 611 Unigene-Sequenzen
extrahiert werden konnten. Nach der Sequenzannotation fanden wir 365 Sequenzen, deren e-
value nach BlastX-Suchen in der SwissProt-Datenbank kleiner als 1*¢'° war. Der Datensatz
von Bourlat et al. (2006) bestand aus 1183 EST-Sequenzen, die in 636 Unigene-Sequenzen
geclustert werden konnten, von denen 254 einen e-value von kleiner als 1*¢”° hatten. Die
3840 Trace-Sequenzen des Datensatzes von Dunn et al. (2008) clusterten in 1433 Unigene-

Sequenzen, von denen 561 Sequenzen unter dem gesetzten Cut-off von 1*¢™° blieben.

Die Gene Ontology-Klassifizierung der Datensétze zeigte sowohl Ahnlichkeiten wie auch
Unterschiede zwischen den drei Datensétzen (Tabelle 3.5). Vergleichbare Ergebnisse zeigte
die Kategorie ,,Protein-Biosynthese®, die 14% der Unigenes des Datensatzes von Witek (W)
verglichen mit 17% des Datensatzes von Bourlat (B) und 15% des Datensatzes von Dunn (D)
enthielt. Die Unigenes, die nicht klassifiziert werden konnten (W=16%, B=19%, D=16%),
zeigten auch vergleichbare Ergebnisse. Fiir drei weitere Kategorien wurden fiir die Datensétze
von Witek und Bourlat vergleichbare Ergebnisse erzielt: Wéhrend die Ergebnisse zur
Kategorie ,,Zellwachstum/Aufrechterhaltung® mit 22% (W) bzw. 19% (B) relativ hoch
ausfielen, konnte fiir den Datensatz von Dunn nur 6% der Unigenes in diese Kategorie
eingeordnet werden. Im Gegensatz dazu wurde fiir die Kategorie ,,Nukleinsdurestoffwechsel*
ein hoher Wert im Datensatz von Dunn gefunden (21%), wohingegen die beiden anderen
Datensédtze mit etwa einem Drittel davon nur sehr geringe Werte lieferten (W=8%, B=7%). In
der Kategorie ,,Stoffwechsel* unterschieden sich die Datensétze von Witek und Bourlat nicht
(beide 21%), der Datensatz von Dunn enthielt nur 16% der Unigenes in dieser Kategorie. In
der Kategorie ,,Protein-Stoffwechsel* erbrachten die Datensidtze von Witek (14%) und Dunn
(12%) vergleichbare Ergebnisse, der Datensatz von Bourlat enthielt knapp die Hilfte an
Unigenes dieser Kategorie (6%). In der Kategorie ,,Signalgebung und Kommunikation®
erbrachte der Datensatz von Witek nur 2%, wohingegen die Datensétze von Bourlat und Dunn

beide mehr als die doppelte Anzahl an Unigenes fiir diese Kategorie aufwiesen (beide 5%). In
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der Kategorie ,Elektronen-Transport“ waren die Ergebnisse aller drei Datensitze

unterschiedlich (W=3%, B=6%, D=9%).

Gene Ontology Kategorie Witek Bourlat Dunn
[%]  [%] [%0]
Zellwachstum/Aufrechterhaltung 22 19 6
Elektronen-Transport 3 6 9
Stoffwechsel 21 21 16
Nukleinsaurestoffwechsel 8 7 21
Protein-Biosynthese 14 17 15
Protein-Stoffwechsel 14 6 12
Signalgebung und Kommunikation 2 5 5
Nicht klassifiziert 16 19 16

Tabelle 3.5: Gene Ontology Klassifizierung der Xenoturbella Datensétze

Auflistung der Ergebnisse der Gene Ontology Klassifizierung der Xenoturbella
Datenséatze. Angegeben sind die jeweiligen prozentualen Treffer fur jede Gene
Ontology Kategorie.

Die Untersuchung der 20 meist transkribierten Sequenzen der verschiedenen Datensitze
lieferte unterschiedlichste Ergebnisse (Tabelle 3.6). In dem Datensatz ,,Witek* konnten die 20
meist transkribierten Sequenzen denselben vier ,,Gene Ontology‘“-Kategorien zugeordnet
werden, denen auch der Grofteil der gesamten EST-Sequenzen zugeordnet werden konnte
(,,Zellwachstum/Aufrechterhaltung®, ,,Stoffwechsel”, ,Protein-Stoffwechsel”, , Protein-
Biosynthese*). Fokussierend auf die ribosomalen Proteine wurden vier ribosomale Proteine in
den 20 meist transkribierten Sequenzen gefunden (RPL32, RPL36, RPS2, RPS12). Die 20
meist transkribierten Sequenzen des Datensatzes ,,Bourlat* enthielten hingegen unter anderem
5 mitochondriale Sequenzen, 7 rRNA Sequenzen sowie 2 Hitzeschockproteine, der Datensatz
,Dunn“ entsprechend 3 mitochondriale Sequenzen und 2 Hitzeschockproteine. Wihrend im
Datensatz ,,Bourlat* kein ribosomales Protein unter den 20 meist transkribierten Sequenzen
gefunden wurde, enthielt der Datensatz ,,Dunn‘ hingegen 6 ribosomale Proteine unter den 20

meist transkribierten Sequenzen (RPLY, RPL18a, RPL27, RPL27a, RPL39, RPSI12).
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ERGEBNISSE

Datensatz Witek
Anzahl der Blast

20 ADP/ATP Carrier

16 Elongation factor 1 a

11 Beta tubulin

8 Rab7

6 Ferritin

Laminin receptor 1

Elongation factor 2

S-
adenosylhomocysteine
hydrolase

Datensatz Bourlat
Anzahl der Blast

57 Xenoturbella
mitochondrion

bocki

20 Xenoturbella  bocki

mitochondrion

10 16S and 23S rRNA
9

16S and 23S rRNA
8 16S and 23S rRNA

Xenoturbella  bocki

mitochondrion

6 Calmodulin

Elongation factor 2

Heat shock protein
84

calreticulin

Anzahl

Seiuenzen Eriebnis Seiuenzen Eriebnis Seiuenzen Eriebnis

61

26

23
22

18

Datensatz Dunn
der Blast

Xenoturbella bocki

mitochondrion

Unclassified

Unclassified

Heat shock protein
70

Polyadenylate
op /]

Nerve myoglobin

Ubiquitin C

Tabelle 3.6: Die 20 meist transkribierten Sequenzen der Xenoturbella-Datenséatze

Dargestellt sind die 20 meist transkribierten Sequenzen der verschiedenen Datensatze sowie ihre

Abdeckung durch EST/Trace-Sequenzen und die Ergebnisse der Blast-Suchen. Die unter den 20

meist transkribierten Sequenzen gefundenen ribosomalen Proteine sind griin unterlegt.

34



3.2.2 Phylogenetische Untersuchung von Xenoturbella bocki

In dem kombinierten Datensidtzen von Xenoturbella bocki wurden 72 ribosomale Proteine
gefunden. Diese wurden mit Sequenzdaten aus Offentlich verfiigbaren Datenbanken ergidnzt
und resultierten in einem Alignment bestehend aus 20 Taxa, 78 ribosomalen Proteinen und
einer Lange von 11.912 Aminosduren. Zwischen acht und zwanzig Spezies konnten pro
ribosomales Protein verwendet werden, was in einer Abdeckung des Alignments pro Spezies
zwischen 38% und 100% resultierte. Die Abdeckung des Alignments fiir Xenoturbella bocki
lag bei 93,48% (Tabelle 3.7). Eine komplette Ubersicht iiber die verwendeten Spezies und der
jeweiligen Abdeckung pro ribosomales Protein und Taxon findet sich im Anhang (Tabelle

7.1). Das Alignment ist unter der Bezeichnung ,,Alignment Xenoturbella® im elektronischen

Anhang beigefiigt.
Spezies #RP  # Aminosdure- Abdeckung
positionen [%0]

Anopheles gambiae 78 11.884 99,80
Argopecten irradians 70 10.867 91,26
Ascaris suum 77 11.655 97,88
Asterina pectinifera 74 10.906 91,59
Biomphalaria glabrata 77 11.132 93,48
Branchiostoma floridae 77 11.644 97,78
Caenorhabditis elegans 77 11.769 98,83
Ciona intestinalis 78 11.875 99,72
Drosophila melanogaster 73 11.238 94,37
Fugu rubripes 78 11.904 99,97
Halocyntia roretzi 31 4.513 37,90
Homo sapiens 78 11.908 100,00
Hydra magnipapillata 77 11.501 96,58
Lumbricus rubellus 77 11.452 96,17
Molgula tectiformis 77 11.497 96,55
Mus musculus 78 11.907 99,99
Nematostella vectensis 77 11.713 98,36
Saccoglossus kowalevskii 68 10.882 91,38
Strongylocentrotus purpuratus 77 11.530 96,83
Xenoturbella bocki 72 11.132 93,48

Tabelle 3.7: Taxon- und Alignmentabdeckung der Analyse zur Phylogenie von

Xenoturbella bocki

Liste der Taxa in der Untersuchung zur phylogenetischen Position von Xenoturbella
bocki. Angegeben sind die Anzahl der ribosomalen Proteine pro Taxon, die Anzahl
der Aminosaurepositionen sowie die prozentuale Abdeckung des Alignments pro

Taxon, bezogen auf die humane Sequenz als Referenzwert.

Die Bestimmung der geeigneten Substitutionsmatrix ergab, dass das rtREV+G+F-Modell
(Dimmic et al. 2002) fiir dieses Alignments aus ribosomalen Proteinen am besten geeignet

war.
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Die Bestimmung des phylogenetischen Informationsgehalts mittels Likelihood mapping unter
Beriicksichtigung aller 4845 mdglichen Quartette und einer exakten Parameterabschétzung
zeigte, dass 99,3% aller Quartette einer eindeutigen Phylogenie zugeordnet werden konnten
(Abbildung 3.2) und dass keiner der entstandenen Bdume sternenformig war (inneres

Dreieck).

32.6%
%
o -3
f\_, o
& 0.0%
33.9% 0.3% 32.8%

Abbildung 3.2: Likelihood mapping des Xenoturbella Alignments

Ergebnis des Likelihood mappings fur das Alignment der ribosomalen Proteine zur Untersuchung der
phylogenetischen Position von Xenoturbella bocki. 99,3% aller Quartette konnten einer eindeutigen

Phylogenie zugeordnet werden, keiner der entstandenen Baume war sterngleich (inneres Dreieck).

Die phylogenetischen Rekonstruktionen unterstiitzten alle die Schwestergruppenbeziehung
zwischen Xenoturbellida und den Ambulacraria mit folgenden Unterstiitzungswerten:
PhyloBayes (PB): 0.84 (Abbildung 3.3), MrBayes (MB): 0.99 (Abbildung 3.4), Treefinder
(TF): 80 (Abbildung 3.5), PhyML (PM): 76 (Abbildung 3.6). Die Monophylie der
Ambulacraria, bestehend aus Echinodermata und Hemichordata, findet in allen Analysen
hohe bis maximale Unterstiitzungswerte (PB: 1.00, MB: 1.00, TF: 99, PM: 98). Innerhalb der
Chordata lieferten alle Analysen Unterstiitzung fiir eine Schwestergruppenbeziehung
zwischen Vertebrata und Urochordata (PB: 0.99, MB: 0.99, TF: 54, PM: 52), zu denen die
Cephalochordata basal gruppiert werden (PB: 1.00, MB: 1.00, TF: 97, PM: 88). Innerhalb der
Protostomia lieferten unsere Analysen alle maximale Unterstiitzung flir die Aufteilung der

Protostomia in Ecdysozoa und Spiralia.
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Abbildung 3.3: Xenoturbella Phylogenie durch PhyloBayes-Rekonstruktion

Phylogenetische Rekonstruktion zur Stellung der Xenoturbellida mit PhyloBayes v2.1c und dem CAT-
Model. Es wurden 2 unabhéangige Laufe mit jeweils 10.000 points gestartet, die ersten 1.000 points
wurden als ,burn-in“ verworfen. Beide Ketten konvergierten (maximale Differenz: <0,08,
durchschnittliche Differenz: <0,002). Ein ,50% majority-rule“-Konsensus-Baum wurde aus jedem 10.

gesammelten Baum erstellt. Die Bayes'schen posterioren Wahrscheinlichkeiten sind an den
Knotenpunkten dargestellt, die realen Astlangen sind abgebildet.
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Abbildung 3.4: Xenoturbella Phylogenie durch MrBayes-Rekonstruktion
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Phylogenetische Rekonstruktion zur Stellung der Xenoturbellida mit MrBayes v3.1.2 und dem

rtREV+G+F Modell. Es wurden 2 unabhangige Laufe mit jeweils 4 Ketten und 1.000.000 Generationen

gestartet, die ersten 500.000 Generationen wurden als burn-in verworfen. Ein ,50% majority-rule“-

Konsensus-Baum wurde aus jedem 100. gesammelten Baum erstellt. Die Bayes’schen posterioren

Wabhrscheinlichkeiten sind an den Knotenpunkten dargestellt, die realen Astlangen sind abgebildet.
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Abbildung 3.5: Xenoturbella Phylogenie durch Treefinder-Rekonstruktion

Phylogenetische Rekonstruktion zur Stellung der Xenoturbellida mit Treefinder und dem rtREV+G+F
Modell. Die Unterstitzungswerte an den jeweiligen Knoten wurden nach der ,Expected Likelihood
Weights* Methode mit 1000 Replikationen berechnet, die realen Astlangen sind abgebildet.
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Abbildung 3.6: Xenoturbella Phylogenie durch PhyML-Rekonstruktion
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Phylogenetische Rekonstruktion zur Stellung der Xenoturbellida mit PhyML und dem rtREV+G+F

Modell. Die Unterstiitzungswerte an den jeweiligen Knoten wurden nach dem Bootstrap-Verfahren mit

1000 Replikationen berechnet und wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf ein Maximum von 100
extrapoliert, die realen Astlangen sind abgebildet.
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Hypothese KH

Xenoturbella ist Schwestergruppe zu Ambulacraria 1
Xenoturbella steht basal innerhalb der Deuterostomia 0.3

Tabelle 3.8: Hypothesentest Xenoturbella Phylogenie

Ergebnis des Hypothesentest, basierend auf dem Kishino-Hasegawa (KH) Test.

Der Vergleich der beiden aktuell konkurrierenden Hypothesen, i) Xenoturbellida ist die
Schwestergruppe zu den Ambulacraria (Bourlat et al. 2003) und ii) Xenoturbellida stehen
basal innerhalb der Deuterostomia (Perseke et al. 2007), erbrachte das Ergebnis, dass die
Hypothese ii) Xenoturbellida stehen basal innerhalb der Deuterostomia, verworfen werden
kann (Tabelle 3.8). Damit unterstiitzt der Vergleich der konkurrierenden Hypothesen die
Schwestergruppenbeziehung der Xenoturbellida und der Ambulacraria, wie auch die

phylogenetischen Rekonstruktionen.
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3.3 Phylogenomik der Syndermata — Acanthocephala und Monogononta

Von den cDNA-Banken der Taxa der Syndermata wurden fiir Pomphorhynchus laevis 2207
ESTs, fiir Echinorhynchus truttae 1440 ESTs und von Brachionus plicatilis 2000 ESTs

sequenziert.

In den Datensédtzen der beiden Acanthocephala wurden 65 ribosomale Proteine (P. laevis)
respektive 23 (E. truttae) gefunden. Die 16 ribosomalen Proteine, die in dem Datensatz von
Brachionus plicatilis gefunden wurden, konnten durch das Einbeziehen 6ffentlicher Daten auf
insgesamt 28 ribosomale Proteine erweitert werden. Diese ribosomalen Proteine wurden mit
Offentlich verfiigbaren Daten aufgefiillt und in verschiedenen phylogenetischen

Rekonstruktionen untersucht:
e Phylogenetische Untersuchung der Spiralia (Kap. 3.3.1)
e Phylogenetische Untersuchung der Gnathifera (Kap. 3.3.2)
e Phylogenetische Untersuchung der internen Phylogenie der Syndermata
(Kap. 3.3.3)

e Zusammenfassung der phylogenetischen Rekonstruktionen (Kap. 3.3.4)

3.3.1 Phylogenie der Syndermata innerhalb der Spiralia

Zur Analyse der phylogenetischen Stellung der Syndermata innerhalb der Spiralia wurden die
ribosomalen Proteine von Pomphorhynchus laevis mit weiteren innerhalb des DMP
generierten sowie Offentlich verfiigbaren Daten ribosomaler Proteine aligniert (Tabelle 3.9).
Das resultierende Alignment bestand aus 38 Taxa und 11.428 Aminosdurepositionen. Eine
komplette Ubersicht iiber die verwendeten Spezies und die jeweilige Sequenzabdeckung pro
ribosomales Protein findet sich im Anhang (Tabelle 7.2). Das Alignment ist unter der

Bezeichnung ,,Alignment_Spiralia®“ im elektronischen Anhang beigefiigt.
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ERGEBNISSE

Spezies #RP  # Aminosiure- Abdeckung
ositionen %

Anopheles gambiae 79 11.416 99,96

Dpismellifra 78 use ose

Aplysia californica 78 11.076 96,98

Argopecten irradians 72 10.734 93,98

Barentsia elongata 47 6.310 55,25

Capitella capitata 65 8.949 78,36

Ciona intestinalis 79 11413 9993

Crassostrea sp. 77 10.887 95,32

Echinococcus granulosus 74 10.690 93,60

FEurythoe complanata 41 4.595 40,23

Flustra foliacea 77 10.383 90,91

Helobdella robusta 61 7.888 69,07

Homo sapiens 79 11.412 99,92

Hypsibius dujardini 76 10.058 88,07

Ixodes scapularis 73 10.036 87,87

Macrostomum lignano 57 8.223 72,00

Philodina roseola 28 3.606 31,57

Pomphorhynchus laevis 65 7.510 65,76

Prigpuliscadatus % 412 wm

Schistosoma sp. 79 11.381 99,65

Spadella cephaloptera 68 9.383 82,16

Xiphinema index 71 10.465 91,63
Tabelle 3.9: Taxon- und Alignmentabdeckung Spiralia- Phylogenie

Liste der Taxa in der Untersuchung zur phylogenetischen Position der Syndermata innerhalb

der Spiralia. Angegeben sind die Anzahl der ribosomalen Proteine pro Taxon, die Anzahl der
Aminosaurepositionen sowie die prozentuale Abdeckung des Alignments pro Taxon.

Die Bestimmung der geeigneten Substitutionsmatrix ergab, dass das rtREV+G+F-Modell
(Dimmic et al. 2002) fiir den Datensatz zur Untersuchung der phylogenetischen Stellung der

Syndermata innerhalb der Spiralia am besten geeignet war.

Die Bestimmung des phylogenetischen Informationsgehalts mittels Likelihood mapping unter
Berticksichtigung aller 73.815 moglichen Quartette und einer exakten Parameterabschétzung
ergab eine phylogenetisch eindeutige Zuordnung von 98,9% aller mdglichen Quartette

(Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Likelihood mapping des Alignments zur Phylogenie der Spiralia

Ergebnis des Likelihood mappings des Alignments zur Untersuchung der Phylogenie der Spiralia.

98,9% aller Quartette konnten einer eindeutigen Phylogenie zugeordnet werden.

Die phylogenetischen Rekonstruktionen unterstiitzten beide (PhyloBayes (PB) und Treefinder
(TF)) das Taxon Syndermata, bestehend aus Rotifera (Philodina) und Acanthocephala
(Pomphorhynchus)(PB: 0.99 (Abbildung 3.8), TF: 93 (Abbildung 3.9)). Die phylogenetische
Gruppierung der Syndermata als Spiralia wurde auch von beiden Rekonstruktionen unterstiitzt
(PB: 0.51, TF: 67), wohingegen die phylogenetische Position der Syndermata innerhalb der
Spiralia unterschiedliche Resultate lieferte. Der Bayes’sche Ansatz mit Phylobayes zeigte
eine basale Stellung der Syndermata innerhalb der Spiralia mit einem maéaBigen
Unterstiitzungswert (PB: 0.51). Im Gegensatz dazu zeigte die Maximum Likelihood-basierte
Methode mit Treefinder die Auftrennung der Spiralia in Platyzoa und Lophotrochozoa, wobei
die Syndermata mit den Platyhelminthes zusammengruppieren, mit maximaler Unterstiitzung

(TF: 100).
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Abbildung 3.8: Spiralia-Phylogenie durch PhyloBayes-Rekonstruktion

Phylogenetische Rekonstruktion der Syndermata innerhalb der Spiralia mit PhyloBayes v2.1c und
dem CAT-Model. Es wurden 2 unabhéngige Laufe mit jeweils 10.000 points gestartet, die ersten 1.000
points wurden als burn-in verworfen. Beide Ketten konvergierten (maximale Differenz: <0,3,
durchschnittliche Differenz: <0,005). Ein ,50% majority-rule“-Konsensus-Baum wurde aus jedem 10.
gesammelten Baum erstellt. Die bayes'schen posterioren Wahrscheinlichkeiten sind an den

Knotenpunkten dargestellt, die realen Astlangen sind abgebildet. Abbildung aus Hausdorf et al. (2007,

verandert).
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Abbildung 3.9: Spiralia-Phylogenie durch Treefinder-Rekonstruktion
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Phylogenetische Rekonstruktion der Syndermata innerhalb der Spiralia mit Treefinder und dem

rtREV+G+F Modell. Die Unterstlitzungswerte an den jeweiligen Knoten wurden nach der ,Expected

Likelihood Weights* Methode mit 1000 Replikationen berechnet, die realen Astlangen sind abgebildet.

Abbildung aus Hausdorf et al. (2007, verandert).
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3.3.2 Phylogenie der Gnathifera

Zur Untersuchung der Phylogenie der Gnathifera wurde der Datensatz, der zur Untersuchung
der internen Phylogenie der Syndermata (Kap. 3.3.3) verwendet wurde, mit offentlich
verfiigbaren Daten von flinf weiteren Spezies der Platyhelminthes (Paraplanocera sp.,
Dugesia japonica, Schmidtea mediterranea), Gnathostomulida (Gnathostomula peregrina)
und Gastrotricha (Turbanella ambronensis) aufgestockt (Tabelle 3.10). Das resultierende
Alignment bestand aus 34 Taxa und 11.143 Aminosiurepositionen. Eine komplette Ubersicht
tiber die verwendeten Spezies mit den verwendeten ribosomalen Proteinen und der jeweiligen
Abdeckung pro ribosomales Protein und Taxon findet sich im Anhang (Tabelle 7.3). Das
Alignment ist unter der Bezeichnung ,,Alignment Gnathifera® im elektronischen Anhang

beigefiigt.

Die Bestimmung der geeigneten Substitutionsmatrix ergab, dass das rtREV+I+G+F-Modell
(Dimmic et al. 2002) fiir den Datensatz zur Untersuchung der phylogenetischen Stellung der

Gnathifera am besten geeignet war.

Die Bestimmung des phylogenetischen Informationsgehalts mittels Likelihood mapping unter
Berticksichtigung aller 46376 moglichen Quartette und einer exakten Parameterabschétzung
zeigte, dass 99,2 % aller Quartette einer eindeutigen Phylogenie zugeordnet werden konnten
(Abbildung 3.10) und dass keiner der entstandenen Bdume sternenférmig war (inneres

Dreieck).
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Abbildung 3.10: Likelihood mapping des Alignments zur Gnathifera Phylogenie

Ergebnis des Likelihood mappings des Alignments zur Untersuchung der Phylogenie der Gnathifera.
99,1 % aller Quartette konnten einer eindeutigen Phylogenie zugeordnet werden, keiner der

entstandenen Baume war sterngleich (inneres Dreieck).
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Spezies #RP  # Aminosdure- Abdeckung

positionen [20]
Anopheles gambiae 79 11.132 99,90
Aplysia californica 78 10.825 97,15
Arenicola marina 47 7.361 66,06
Argopecten irradians 77 10.469 93,95
Ascaris suum 78 10.764 96,60
Barentsia elongata 23 6.183 55,49
Brachionus plicatilis 28 4.231 37,97
Capitella capitata 61 8.805 79,02
Crassostrea sp.. 77 10.648 95,56
Daphnia magna 79 11.039 99,07
Dugesia japonica 67 8.581 77,01
Echinococcus granulosus 76 10.445 93,74
Echinorhynchus truttae 28 3.194 28,66
Euprymna scolopes 62 8.883 79,72
Flaccisagitta enflata 60 8.062 72,35
Flustra foliacea 73 10.165 91,22
Fugu rubripes 79 11.143 100
Gnathostomula peregrina 62 7.961 71,44
Helobdella robusta 57 7.780 69,82
Homo sapiens 79 11.143 100
Hydra magnipapillata 79 11.099 99,61
Hypsibius dujardini 71 9.839 88,30
Lumbricus rubellus 78 11.032 99,00
Macrostomum lignano 61 8.059 72,32
Nematostella vectensis 68 9.785 87,81
Paraplanocera sp. 69 9.734 87,36
Philodina roseola 72 9.963 89,41
Pomphorhynchus laevis 65 7.346 65,92
Priapulus caudatus 38 4.010 35,99
Schistosoma sp. 79 11.107 99,68
Schmidtea mediterranea 78 10.817 97,07
Spadella cephaloptera 65 9.167 82,27
Turbanella ambronensis 57 6.296 56,50
Xiphinema index 74 10.238 91,88

Tabelle 3.10: Taxon und Alignmentabdeckung der Gnathifera-Phylogenie

Liste der Taxa in der Untersuchung zur Phylogenie der Gnathifera. Angegeben sind die Anzahl der
ribosomalen Proteine pro Taxon, die Anzahl der Aminosaurepositionen sowie die prozentuale

Abdeckung des Alignments pro Taxon.

Alle phylogenetischen Analysen zur Phylogenie der Gnathifera zeigten einen
monophyletischen Ursprung der Gnathostomulida und Syndermata mit hohen bis maximalen
Unterstlitzungswerten (PhyloBayes (PB): 0.99 (Abbildung 3.11), Treefinder (TF): 100
(Abbildung 3.12), PhyML (PM): 96 (Abbildung 3.13), Treefinder-partitioniert (TFp): 100
(Abbildung 3.14)) und stiitzten damit die Gnathifera-Hypothese. Auch gruppierten alle
Analysen die Gnathifera innerhalb der Spiralia, wenn auch teilweise mit moderaten
Unterstlitzungswerten (PB: 0.99, TF: 1.00, PM: 18, TFp: 100) und unsicherer Position
innerhalb der Spiralia. Wihrend die PhyloBayes-Analyse die Gnathifera basal innerhalb der
Spiralia zeigte, stiitzten die Maximum-Likelihood-basierten Analysen die Platyzoa-Hypothese
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durch den monophyletischen Ursprung der Gnathifera, Platyhelminthes und Gastrotricha.

Einschrinkend ist festzuhalten, dass in der PhyML-Analyse die Priapulida innerhalb der

Spiralia als Schwestergruppe der Gastrotricha gezeigt werden. Weiterhin zeigen auch alle

Analysen die Paraphylie der Eurotatoria, wie in Kap. 3.3.3 beschrieben.
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Abbildung 3.11: Gnathifera-Phylogenie durch Phy

loBayes-Rekonstruktion

Cnidaria

Deuterostomia

DIWO}SO}0Id

Phylogenetische Rekonstruktion zur Stellung der Gnathifera mit PhyloBayes v2.1¢c und dem CAT-

Model. Es wurden 2 unabhéngige Laufe mit jeweils 11.000 points gestartet, die ersten 1.000 points

wurden als burn-in  verworfen. Beide Ketten

konvergierten

(maximale Differenz:

<0,12,

durchschnittliche Differenz: <0,003). Ein ,50% majority-rule“-Konsensus-Baum wurde aus jedem 10.

gesammelten Baum erstellt.
Knotenpunkten dargestellt, die realen Astlangen sind

abgebildet.

Die Bayes'schen posterioren Wahrscheinlichkeiten sind an den
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Abbildung 3.12: Gnathifera-Phylogenie durch Treefinder-Rekonstruktion

oljods

DIWO}SO}0Id

Cnidaria
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Phylogenetische Rekonstruktion zur Stellung der Gnathifera mit Treefinder und dem rtREV+I+G+F-
Modell. Die Unterstutzungswerte an den jeweiligen Knoten wurden nach der ,Expected Likelihood

Weights* Methode mit 1000 Replikationen berechnet, die realen Astlangen sind abgebildet.
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Abbildung 3.13: Gnathifera-Phylogenie durch PhyML-Rekonstruktion
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Cnidaria

Deuterostomia

Phylogenetische Rekonstruktion zur Stellung Gnathifera mit PhyML und dem rtREV+I+G+F-Modell.

Die Unterstitzungswerte an den jeweiligen Knoten wurden nach dem Bootstrap-Verfahren mit 100

Replikationen berechnet, die realen Astlangen sind abgebildet.
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Abbildung 3.14: Gnathifera-Phylogenie durch partitionierte Treefinder-Rekonstruktion

Deuterostomia

Phylogenetische Rekonstruktion zur Stellung der Gnathifera mit Treefinder und dem rtREV+I+G+F-

Modell. Die Unterstutzungswerte an den jeweiligen Knoten wurden nach der ,Expected Likelihood

Weights* Methode mit 1000 Replikationen berechnet, die realen Astlangen sind abgebildet.
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Auch der Vergleich der Hypothesen zu den mdglichen phylogenetischen Stellungen der
Gnathostomulida und damit auch zur Existenz der Gnathifera, 1) Gnathostomulida innerhalb
der Platyhelminthes, ii) Gnathostomulida als Schwestergruppe der Platyhelminthes und iii)
Gnathifera (Gnathostomulida und Syndermata) erbrachte das Ergebnis, dass die Hypothese 1)
Gnathostomulida innerhalb der Platyhelminthes und ii) Gnathostomulida als Schwestergruppe
der Platyhelminthes verworfen werden konnen und stiitzen die Gnathifera-Hypothese (Tabelle

3.11).

Hypothese ELW
Gnathostomulida innerhalb Platyhelminthes 0.04
Gnathostomulida Schwestergruppe der Platyhelminthes 0.04
Gnathifera (Gnathostomulida und Syndermata) 0.92

Tabelle 3.11: Hypothesentest Gnathifera Phylogenie

Ergebnis des Hypothesentest zur phylogenetischen Stellung der Gnathifera durch diese Arbeit,
basierend auf dem Expected Likelihood Weights (ELW)-Test.
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3.3.3 Interne Phylogenie der Syndermata

Zur Untersuchung der internen Phylogenie der Syndermata wurden Datensidtze aus
ribosomalen Proteinen von Acanthocephala (Pomphorhynchus laevis, Echinorhynchus
truttae) und Rotifera (Monogononta: Brachionus plicatilis; Bdelloidea: Philodina roseola)
mit weiteren Offentlich verfiigbaren Daten ergénzt (Tabelle 3.12). Das resultierende
Alignment bestand aus 29 Taxa und 11.276 Aminoséiurepositionen. Eine komplette Ubersicht
iiber die verwendeten Spezies mit den verwendeten ribosomalen Proteinen und der jeweiligen
Abdeckung pro ribosomales Protein und Taxon findet sich im Anhang (Tabelle 7.4). Das

Alignment ist unter der Bezeichnung ,,Alignment Syndermata® im elektronischen Anhang

beigefiigt.
Spezies #RP  # Aminosdure- % Abdeckung
positionen

Anopheles gambiae 79 11.263 99,92
Aplysia californica 78 10.946 97,10
Arenicola marina 47 7.465 66,23
Argopecten irradians 77 10.593 93,98
Ascaris suum 78 10.873 96,46
Barentsia elongata 23 6.246 55,41
Brachionus plicatilis 28 4.255 37,75
Capitella capitata 61 8.872 78,71
Crassostrea sp.. 77 10.757 95,43
Daphnia magna 79 11.164 99,04
Echinococcus granulosus 76 10.565 93,73
Echinorhynchus truttae 28 3.204 28,42
Euprymna scolopes 62 8.983 79,69
Flaccisagitta enflata 60 8.122 72,05
Flustra foliacea 73 10.269 91,10
Fugu rubripes 79 11.272 100
Helobdella robusta 57 7.828 69,45
Homo sapiens 79 11.271 99,99
Hydra magnipapillata 79 11.223 99,57
Hypsibius dujardini 71 9.941 88,19
Lumbricus rubellus 78 11.157 98,98
Macrostomum lignano 61 8.137 72,19
Nematostella vectensis 68 9.871 87,57
Philodina roseola 72 10.005 88,76
Pomphorhynchus laevis 65 7.430 65,92
Priapulus caudatus 38 4.053 35,96
Schistosoma sp. 79 11.236 99,68
Spadella cephaloptera 65 9.280 82,33
Xiphinema index 74 10.348 91,80

Tabelle 3.12: Taxon- und Alignmentabdeckung der Syndermata-Phylogenie

Liste der Taxa in der Untersuchung zur internen Phylogenie der Syndermata. Angegeben sind die
Anzahl der ribosomalen Proteine pro Taxon, die Anzahl der Aminosaurepositionen sowie die

prozentuale Abdeckung des Alignments pro Taxon.
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Die Bestimmung der geeigneten Substitutionsmatrix ergab, dass das rtREV+I+G+F-Modell
(Dimmic et al. 2002) fiir den Datensatz zur Untersuchung der internen Phylogenie der

Syndermata am besten geeignet war.

Die Bestimmung des phylogenetischen Informationsgehalts mittels Likelihood mapping unter
Beriicksichtigung aller 23.751 moglichen Quartette und einer exakten Parameterabschitzung
zeigte, dass 99,1% aller Quartette einer eindeutigen Phylogenie zugeordnet werden konnten
(Abbildung 3.15) und dass keiner der entstandenen Bdume sternenférmig war (inneres

Dreieck).
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Abbildung 3.15: Likelihood mapping des Alignments zur Syndermata Phylogenie

Ergebnis des Likelihood mappings des Alignments zur Untersuchung der internen Phylogenie der
Syndermata. 99,1% aller Quartette konnten einer eindeutigen Phylogenie zugeordnet werden, keiner

der entstandenen Baume war sterngleich (inneres Dreieck).

Die phylogenetischen Rekonstruktionen zeigten unabhingig von der Methode alle einen
monophyletischen Ursprung der Spiralia (PB: 0.93 (Abbildung 3.16), TF: 91 (Abbildung
3.17), PM: 20 (Abbildung 3.18)), wenn auch mit teilweise nur schwacher Unterstiitzung
(PhyML: 20). Auch hier zeigte die Rekonstruktion mit PhyloBayes die Syndermata basal
innerhalb der Spiralia (PB: 0.93), wohingegen die Rekonstruktionen mit Treefinder und
PhyML die Syndermata innerhalb der Platyzoa zeigten (TF: 92, PM: 59). Unabhéngig davon
lieferten alle drei Rekonstruktionen maximale Unterstiitzung fiir einen monophyletischen
Ursprung der Syndermata (P. laevis, E. truttae, B. plicatilis, P. roseola). In der internen
Phylogenie der Syndermata lieferten alle Rekonstruktionen maximale Unterstiitzung fiir
monophyletische Acanthocephala (P. laevis, E. truttae), was zu erwarten war. Auch zeigten
alle Rekonstruktionen, dass die Bdelloidea ndher mit den Acanthocephala als mit den

Monogononta verwandt sind (PB: 0.83, TF: 76, PM: 78). Dies wurde weiterhin durch die
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Untersuchung eines verkleinerten, dafiir aber vollstindigen Datensatzes (24 ribosomale
Proteine, 3535 Aminoséurepositionen), in welchem fiir alle ribosomalen Proteine Orthologe

von Acanthocephala, Monogononta und Bdelloidea vorhanden waren, unterstiitzt (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 3.16: Syndermata Phylogenie durch PhyloBayes-Rekonstruktion

Phylogenetische Rekonstruktion zur internen Stellung der Syndermata mit PhyloBayes v2.1c und dem
CAT-Model. Es wurden 2 unabhangige Laufe mit jeweils 11.210 points gestartet, die ersten 500 points
wurden als burn-in verworfen. Beide Ketten konvergierten (maximale Differenz: <0,08,
durchschnittliche Differenz: <0,003). Ein ,50% majority-rule“-Konsensus-Baum wurde aus jedem 10.
gesammelten Baum erstellt. Die Bayes'schen posterioren Wahrscheinlichkeiten sind an den
Knotenpunkten dargestellt, die realen Astlangen sind abgebildet. Abbildung verandert nach Witek et

al. (2008).
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Abbildung 3.17: Syndermata Phylogenie durch Treefinder-Rekonstruktion

Phylogenetische Rekonstruktion zur internen Stellung der Syndermata mit Treefinder und dem
rtREV+I+G+F-Modell. Die Unterstiitzungswerte an den jeweiligen Knoten wurden nach der ,Expected
Likelihood Weights* Methode mit 1000 Replikationen berechnet, die realen Astlangen sind abgebildet.
Abbildung veréndert nach Witek et al. (2008).

57



Hydra

100

27

PhyML

0.1

Nematostella

Homo
Fugu

Priapulus
Daphnia
Anopheles

Hypsibius

Xiphinema

100
Ascaris

Spadella
Flaccisagitta

Barentsia
Flustra
Euprymna
Aplysia
Crassostrea
Argopecten
Capitella
Arenicola

20
Helobdella

Lumbricus

Macrostomum

100

L 59

100

Schistosoma
Echinococcus
Brachionus
Philodina

[T Pomphorhynchus
100 ¥

Bryozoa

Mollusca

Annelida

Platy-
helminthes

Syndermata

e Echinorhynchus
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Phylogenetische Rekonstruktion zur internen Stellung der Syndermata mit PhyML und dem
nach dem

rtREV+I+G+F-Modell. Die Unterstiitzungswerte an den jeweiligen Knoten wurden
Bootstrap-Verfahren mit 500 Replikationen berechnet und wurden zur besseren Vergleichbarkeit auf

ein Maximum von 100 extrapoliert, die realen Astlangen sind abgebildet. Abbildung veréndert nach

Witek et al. (2008).
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Auch der Vergleich der Hypothesen zu den moglichen Schwestergruppenbeziehungen
zwischen Acanthocephala, Monogononta und Bdelloidea, 1) Bdelloidea + Acanthocephala, ii)
Bdelloidea + Monogononta (Eurotatoria) und iii) Monogononta + Acanthocephala, erbrachte
das Ergebnis, dass die Hypothesen ii) Bdelloidea + Monogononta (Eurotatoria) und iii)

Monogononta + Acanthocephala verworfen werden kénnen (Tabelle 3.13).

Hypothese ELW
Bdelloidea + Monogononta (Eurotatoria) 0
Bdelloidea + Acanthocephala 1
Monogononta + Acanthocephala 0

Tabelle 3.13: Hypothesentest Syndermata Phylogenie

Ergebnis des Hypothesentest durch diese Arbeit, basierend auf dem Expected Likelihood Weights
(ELW)-Test.
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3.3.4 Zusammenfassung der phylogenetischen Untersuchungen der Syndermata

Zusammenfassend zeigen die zur Phylogenie der Syndermata durchgefiihrten Untersuchungen

Folgendes (Abbildung 3.19):

Die Syndermata bestehen aus den Taxa Acanthocephala, Bdelloidea,
Monogononta und Seisonidea. Die Bdelloidea sind ndher mit den
Acanthocephala verwandt als mit den Monogononta, weswegen drei der fiinf
konkurrierenden Hypothesen zur internen Phylogenie der Syndermata aufgrund
der Paraphylie der Eurotatoria (Monogononta und Bdelloidea) verworfen

werden konnen (siehe Abbildung 1.6).

Die Syndermata bilden mit den Gnathostomulida zusammen das Taxon

Gnathifera.

Die Gnathifera sind innerhalb der Spiralia einzuordnen, die genaue
phylogenetische Position der Gnathifera innerhalb der Spiralia jedoch konnte
nicht eindeutig gekldart werden. Auch fiir die Existenz des Supertaxons

Platyzoa konnten keine konsistenten Hinweise gefunden werden.

“Outgroups”

Lophotrochozoa

Gastrotricha

Platy helminthes

Gnathostomulida

ejjesids

Monogononta

Acanthocephala

CEEETTITETS)
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Abbildung 3.19: Zusammenfassung der Phylogenie der Syndermata
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Fragestellungen zur Stammesgeschichte der Metazoen
mittels phylogenomischer Methoden untersucht werden. Dabei sollten auch die eingesetzten
Methoden einer Betrachtung und Bewertung unterzogen werden. Hierbei wurden speziell die

ribosomalen Proteine als Werkzeuge der Phylogenomik betrachtet.

Auf den ribosomalen Proteinen basierend wurden dann die phylogenetischen Positionen der
Xenoturbellida innerhalb der Deuterostomia und der Syndermata bei den Protostomiern
untersucht. Der Fokus lag dabei auf den Syndermata, bei denen auch die internen
Verwandtschaftsverhiltnisse analysiert wurden. Die durch die Analyse molekularer Daten
erzielten phylogenetischen Aussagen bei den Syndermata werden in Bezug auf die mogliche

Evolution morphologischer Charaktere interpretiert.

4.1 Phylogenomik — methodische Ansatze und Bewertungen

In phylogenetischen und phylogenomischen Analysen gibt es ungeachtet vordergriindiger
Erfolgsgeschichten [e.g. (Dunn et al. 2008)] viele offene Fragestellungen, die kontrovers

diskutiert werden:

1. Warum sind auch phylogenetische Analysen groBer Datensidtze immer noch zum Teil

inkongruent oder schwach statistisch unterstiitzt?

Das Verwenden einzelner Gene fiir phylogenetische Rekonstruktionen fiihrte in der
Vergangenheit bekanntermalen hdufig zu widerspriichlichen Ergebnissen. Die
individuellen phylogenetischen Analysen von 106 Genen =zur phylogenetischen
Verwandtschaftsverhéltnis der Hefen erbrachten beispielsweise mehr als 20 verschiedene
Bidume (Rokas et al. 2003). Diese Inkongruenz konnte durch die Analyse des
konkatenierten Datensatzes bestehend aus 106 Einzelgenen beseitigt werden, wobei der
entstandene SuperMatrix-Baum stark statistisch unterstiitzt wurde. Allerdings erbrachte
eine unabhdngige Re-Analyse desselben Datensatzes mit verschiedenen Methoden auch
wieder inkongruente Ergebnisse (Jeffroy et al. 2006), so dass selbst die phylogenetischen

Arbeiten bei Pilzen derzeit nicht als abgeschlossen gelten konnen.
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2. Sollten besser mehr Gene oder eher mehr Taxa in die Untersuchungen einflielen?

Auch die Frage, in wieweit die Taxon-Auswahl Einflul auf die Robustheit der erhaltenen
phylogenetische Hypothesen hat, wurde kontrovers diskutiert. Wihrend einige Autoren
postulierten, dass ein geringes Taxon-Sampling kein Problem fiir phylogenetische
Analysen sei [e. g. (Rosenberg and Kumar 2001)], widersprachen andere Autoren dem
vehement. Eine Erhdhung des Taxon-Samplings verringere die Inkongruenzen der
phylogenetischen Analysen deutlich und fithre somit zu besseren Ergebnissen [e. g. (Hillis
et al. 2003; Pollock et al. 2002; Zwickl and Hillis 2002)]. Somit stand die Frage im Raum,
ob eher mehr Taxa oder mehr Gene in die Analysen integriert werden sollten (Rokas and
Carroll 2005). Um Darwin’s Traum (,,...true genealogical trees of each great kingdom of
nature ) erfiillen zu kénnen, muf} natiirlich auf jeden Fall das Taxon-Sampling erhoht
werden. Zudem haben die Kollegen von Koonin zum Ecdysozoa-Coelomata-Problem [e.g.
(Wolf et al. 2004)] deutlich gemacht, dass es nicht ausreicht, nur wenige Taxa zu
analysieren, von diesen aber eine Vielzahl von Genen. Arbeiten unter Erhohen des Taxon-
Samplings sprechen in ihrer Mehrzahl gegen die von Koonin et al. favorisierte

,»Coelomata“-Hypothese [e.g. (Philippe et al. 2005)].
3. Wie kann das Problem der ,,Jlong-branch-attraction* angegangen werden?

Dem Problem der ,long-branch-attraction® (Felsenstein 1978), wonach schnell-
evolvierende Taxa aufgrund ihrer langen Aste zusammengruppieren oder an der Wurzel

des Baumes ansetzen, kann auf mehrere Weisen begegnet werden:

e Die schnell-evolvierenden Taxa und/oder Sequenzen konnten aus den Analysen
entfernt werden, wie von Delsuc et al. (2005) am Beispiel der Ecdysozoa-
Coelomata-Problematik gezeigt wurde. Nach dem Entfernen der schnell-
evolvierenden Sequenzen unterstiitzten die Analysen die Ecdysozoa-Hypothese

und nicht wie zuvor die Coelomata-Hypothese.

e Alternativ kdnnten mehr Taxa eingebunden werden, um die langen Aste in kurze
Aste runterzubrechen, wie durch eine quantitative Studie gezeigt werden konnte

(Hendy and Penny 1989).

e Als dritte Mdglichkeit konnten Substitutionsmodelle genutzt werden, die eine
Variation der Sequenzevolution erlauben. Dies konnte erfolgreich an der
phylogenetischen Fragestellung der schnell-evolvierenden Taxa Nematoda und der

Platyhelminthes demonstriert werden (Lartillot et al. 2007).
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4. Ist der SuperTree- oder der SuperMatrix-Ansatz zuverldssiger?

SuperTree-Ansdtze haben die Nachteile, dass die Astlinge und die in den Source-Trees
enthaltenen Informationen {iber Unterstiitzungswerte der einzelnen Knoten nicht
wiedergeben konnen [e. g. (Ren et al. 2008)]. Allerdings konnen durch SuperTree-
Ansétze voneinander unabhidngige Analysen miteinander verkniipft werden, so zum
Beispiel morphologische und molekulare Baumrekonstruktionen [e. g. (Serensen and
Giribet 2006)]. Betrachtet man den SuperTree-Ansatz im Sinne der Phylogenomik, so
bleibt festzustellen, dass phylogenetische Rekonstruktionen auf Einzelgenen basierend
eher anfillig fiir Inkongruenz sind und somit die Verkniipfung mehrerer inkongruenter

Analysen bei der SuperTree-Erstellung doch fraglich bleibt.

SuperMatrix-Ansitzen wurde lange Zeit als Nachteil vorgehalten, dass diese nicht in der
Lage wiren, verschiedenen Evolutionsmodellen innerhalb des Alignments gerecht zu
werden (Ren et al. 2008). Dieser Nachteil kann durch das Verwenden Raten-heterogener
Substitutionsmodelle wie dem CAT-Modell oder durch partitionierte Analysen
ausgeglichen werden (Lartillot and Philippe 2004; Rannala and Yang 2008). SuperMatrix-
Ansdtze erscheinen damit derzeit die zuverldssigere Methode zur Rekonstruktion

phylogenomischer Fragestellungen zu sein.
5. Welchen EinfluB haben ,,Missing Data* in einer SuperMatrix-Analyse?

Da viele Analysen im Bereich der Phylogenomik auf zufdllig durch EST-Projekte
sequenzierten Genen beruhen, kdnnen nicht immer alle Gene fiir jedes in die
Untersuchung einbezogenes Taxon partiell oder komplett gefunden werden. Es ist nicht
sinnvoll, diese Gene aufgrund ihrer Unvollstindigkeit aus der Analyse-Matrix
herauszunehmen, kann doch der SuperMatrix-Ansatz trotz dieser Liicken im Alignment
statistisch gut unterstiitzte Ergebnisse liefern (Hartmann and Vision 2008; Philippe et al.
2004).

Ungeachtet der diskutierten Problematik liefert die Phylogenomik den derzeit besten
methodischen Ansatz, um bis dato inkongruente phylogenetische Verwandtschaftsverhiltnisse
zu untersuchen. Mit der Erhdhung der Anzahl der untersuchten Gene werden oftmals die
Einzelgen-Analysen und ihre teilweise inkongruenten Resultate hinféllig und die statistische
Unterstiitzung der erhaltenen Phylogenien erhoht (Rokas and Carroll 2005). Bei zeitgleicher
Erh6éhung der Anzahl der untersuchten Taxa kann zusétzlich das Problem der ,,long-branch-
attraction® teilweise behoben werden. Dies gilt auch fiir das Verwenden Raten-heterogener

Substitutionsmodelle (Lartillot et al. 2007).
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4.2 Ribosomale Proteine als phylogenetische Marker

Ribosomale Proteine (RP) werden schon seit lingerem zur Klirung phylogenetischer
Fragestellungen sowohl in Prokaryoten [e.g. (Hansmann and Martin 2000)] als auch in
Eukaryoten [e.g. (Hughes et al. 2006; Landais et al. 2003)] eingesetzt. Auch in mehreren
aktuellen Analysen wurden ausschlielich Sequenzen der insgesamt 79 ribosomalen Proteine
der Eukaryoten genutzt, um phylogenetische Fragen der Metazoen zu untersuchen [e.g.
(Hausdorf et al. 2007; Roeding et al. 2007; Struck and Fisse 2008)]. Dabei sprechen nach wie
vor eine Reihe von Griinden fiir die Verwendung solcher ribosomaler Proteine in

phylogenetischen Fragestellungen:

Zum einen sind ribosomale Proteine aufgrund ihrer Beteiligung an der Translation als
Bestandteile der Ribosomen in allen Zellen in groBer Zahl vorhanden. Dadurch bedingt
werden ribosomalen Protein-Sequenzen in EST-Projekten im Vergleich zu anderen Proteinen
tiberreprdsentiert gefunden. Auch mit einer relativ geringen Anzahl von ESTs (1000-2000)
konnen bereits viele der 79 ribosomalen Proteinen gefunden werden (Hughes et al., diese
Arbeit). Mit einem geringen Kostenaufwand konnen so durch EST-Projekte viele RP-
Sequenzinformationen gewonnen werden. Hinzu kommt, dass in den Datenbanken die
orthologen ribosomalen Proteine einer Vielzahl von Spezies vorhanden sind, fiir die bereits
EST Projekte durchgefiihrt wurden. Ein weiterer Vorteil der ribosomalen Proteine ist der

mittlere bis hohe Grad ihrer Konservierung innerhalb der Metazoa (Yoshihama et al. 2002).

Die Untersuchung des phylogenetischen Informationsgehalts der ribosomalen Proteine durch
Likelihood-mapping zeigt, dass fiir die -einzelnen ribosomalen Proteine der
Informationsgehalt zwischen 48,3% (rpl41) und 88,3% (rp/17) liegt. Durch Konkatenieren
mehrerer ribosomaler Proteine kann der Informationsgehalt bis hin zu einem Maximum von

99% vergroBert werden, sofern alle 79 ribosomalen Proteine konkateniert werden.

Aktuell werden allerdings auch Probleme der ribosomalen Proteine in phylogenetischen
Rekonstruktionen beschrieben. Sowohl Longhorn et al (2007) als auch Dunn et al (2008)
beschreiben Paralogie-Probleme einiger ribosomaler Proteine. Altere Analysen sprechen
hingegen von einer geringen Zahl von Paralogen innerhalb der Metazoen (Landais et al. 2003;
Philippe et al. 2004). Gerade vor dem Hintergrund der Paralogie-Problematik miissen die
ribosomalen Proteine also dringend in neu sequenzierten Genomen systematisch untersucht

werden, um Unsicherheiten in der orthologen Zuordnung im Alignment auszurdumen.
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4.3  Phylogenomische Analysen der Xenoturbellida

4.3.1 Kontamination der EST Daten

Bei dem Vergleich der verschiedenen Xenoturbella Datensétze fallt auf, dass sich unter den
20 meist transkribierten Sequenzen (Tabelle 3.6) der Datensidtze von Bourlat und Dunn
Sequenzen befanden, die libermiBig stark reprdsentiert waren. Mitochondriale Sequenzen,
rRNAs und Hitzeschockproteine machen insgesamt 70% (Bourlat) respektive 25% (Dunn) der

20 meist transkribierten Sequenzen der Datensétze aus:

e Mitochondriale Sequenzen in EST-Datensédtzen sind nicht zu verhindern, wie das
Beispiel der Assemblierung von mitochondrialen Genomen aus EST Sequenzen

veranschaulicht (Gissi and Pesole 2003).

e Die rRNA-Sequenzen, die in dem Bourlat-Datensatz gefunden wurden, zeigen als
korrespondierende Treffer der Blast-Suchen sowohl 18S/28S-rRNA wie auch
16S/23S-rRNA. Daraus 14aBt sich schlieBen, dass die Treffer zu ribosomalen RNAs
verschiedenen Ursprungs sein miissen. Diejenigen Sequenzen, die als Treffer 18S/28S
rRNA zeigen, sind eukaryotischen Ursprungs, wohingegen die Sequenzen, die
16S/23S  rRNA als Treffer zeigen, prokaryotischen Ursprungs sind. Die
eukaryotischen rRNAs konnten entweder von Xenoturbella selber stammen oder von
aufgeldsten organischen Materialien. Die rRNAs prokaryotischen Ursprungs kdnnen
zum einen auch aus aufgeldsten organischen Futter-Materialien oder aber aus
Chlamydien stammen, die in gastrodermalen Zellen von Xenoturbella symbiontisch

vorkommen (Israelsson 2007).

e Offenbar 146t die Anzahl der gefundenen Hitzeschockproteine in ihrer Funktion als
StreBproteine auf einen nicht optimalen Umgang mit den Tieren im Zuge der cDNA-

Bank-Herstellung schliefen.

Kontaminationen erweisen sich in PCR-basierten Analysen immer wieder als problematisch
(Bourlat et al. 2003; Noren and Jondelius 1997). Beispielsweise konnen die Kontaminationen
aus direkt aufgenommener Beute als Nahrung (Bourlat et al. 2003; Israelsson and Budd 2005)
oder ungewohnlich aufgenommenen Nahrstoffen (Israelsson 2008) stammen. In Analysen, die
auf EST-Daten basieren, ist dieses Problem zwar geringer, kann aber dennoch nicht komplett
vermieden werden: Das unter den 20 meist transkribierten Sequenzen des Datensatz von
Dunn gefundene ,,nerve myoglobin“ (Tabelle 3.6) beruht auf einer Kontamination mit

Mollusken-Nukleinsduren. Dennoch ist die Zahl der moglicherweise durch Kontamination
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hervorgerufenen Sequenzen (n<10) in der Gesamtzahl der EST-Sequenzen des Datensatzes

sehr gering.

Um einen moglichst hohen Nutzen (in diesem Fall Gewinn an Sequenzinformation) aus EST-
Daten zu ziehen, sollte das Ausgangsmaterial frei von Kontaminationen sein und das
vermehrte Vorkommen von mitochondrialen Sequenzen und StreBproteinen vermieden
werden. Ein moglichst streBfreies Behandeln der Tiere im Vorfeld hitte den Vorteil, dass die

Anzahl der mitochondrialen Sequenzen und StreSproteinen minimiert werden konnte.

4.3.2 Xenoturbella und die Phylogenie der Deuterostomia

Die phylogenetische Position von Xenoturbella bocki war fiir iiber ein halbes Jahrhundert
unklar. Innerhalb der letzten Jahren haben Analysen von mitochondrialen als auch nukledren
Daten von uns selbst und anderen Gruppen zeigen konnen, dass Xenoturbella bocki ein
Vertreter der Deuterostomia ist, obgleich es zur Zeit noch konkurrierende Hypothesen zur

genauen Stellung der Xenoturbellida gibt:

e Die Xenoturbellida stehen basal innerhalb der Deuterostomia (Fritzsch et al. 2008;

Perseke et al. 2007)

e Die Xenoturbellida sind die Schwestergruppe zu den Ambulacraria (Bourlat et al.

2006; Bourlat et al. 2008; Dunn et al. 2008; Telford 2008).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen im Vergleich mit denen von Bourlat et al. (2006) bzw.

Dunn et al. (2008) folgendes:

Unsere  Analyse mit MrBayes liefert einen  Unterstiitzungswert fiir  die
Schwestergruppenbeziehung der Xenoturbellida zu den Ambulacraria von 0.99 Bayes’scher
posteriorer Wahrscheinlichkeit (BPP), der der MrBayes-Analyse von Bourlat et al. (2006) mit
einem Wert von 1.00 BPP sehr dhnlich ist. Die Analyse mit PhyloBayes und dem CAT-Model
liefert in dieser Arbeit mit 0.84 posteriorer Wahrscheinlichkeit (PPP) einen leicht héheren
Unterstiitzungswert als die PhyloBayes-Analyse von Dunn et al. (2008) mit 0.79 PPP. Unsere
Maximum Likelihood-basierte Treefinder (TF)-Analyse mit 80 Expected Likelihood Weights
(ELW) liefert eine etwas niedrigere Unterstiitzung als die TF-Analyse von Bourlat et al.
(2006) mit 99 ELW. Zusitzlich erzielte unsere zweite Maximum Likelihood-basierte
Berechnung mit PhyML einen Bootstrap-Unterstiitzungswert (BS) von 76. Dieser Wert ist
jedoch nicht unbedingt direkt vergleichbar mit der methodisch unterschiedlichen RaxML-
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Analyse von Dunn et al. (2008) ist, die nur einen BS-Wert von 41 liefert. Aufgrund der

Unterschiedlichkeit dieser beiden Methoden werden diese im weiteren Verlauf nicht weiter

betrachtet.
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Abbildung 4.1: Kombinierte Darstellung der Phylogenie und der Unterstiitzungswerte zur

Stellung der Xenoturbellida

Zusammenfassung der phylogenetischen Rekonstruktionen von Xenoturbella bocki (Abbildung 3.3-
Abbildung 3.6), dargestellt anhand des mit MrBayes berechneten Stammbaums (Abbildung 3.4).
Abgebildet sind die realen Astlangen und an den Knoten die Unterstiitzungswerte mit Bayes’schen
posterioren Wahrscheinlichkeiten (PhyloBayes, MrBayes), Expected Likelihood Weights (Treefinder)
und Bootstrap-Unterstiitzung (PhyML).
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Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Unterstiitzungswerte basierend auf einem
phylogenomischen Datensatz aus ribosomalen Protein-Sequenzen sind also teilweise hoher
bzw. niedriger als die in auf ESTs-basierenden gemischten Alignments durchgefiihrten
phylogenomischen Analysen. Dennoch resultieren alle diese Rekonstruktionen in der gleichen
Topologie, die die Xenoturbellida als Schwestergruppe zu den Ambulacraria zeigt (Abbildung
4.1). Auch das Ergebnis der Hypothesentests stiitzt eindeutig die Schwestergruppenstellung
der Xenoturbellida zu den Ambulacraria. Betrachtet man nicht nur die Unterstlitzungswerte
der analysierten Knoten, sondern auch noch die Stabilitit der einzelnen Knoten bzw. deren
Wiederkehr in phylogenetischen Analysen (Giribet 2003), so zeigt die vorliegende Arbeit im
Vergleich aller bisher durchgefiihrten phylogenetischen Analysen (Bourlat et al. 2006;
Bourlat et al. 2003; Dunn et al. 2008; Perseke et al. 2007) sogar insgesamt die beste
Unterstiitzung fiir die Schwestergruppenbeziehung zwischen Xenoturbellida und
Ambulacraria. Der monophyletische Ursprung der Ambulacraria (Turbeville et al. 1994) ist
dabei mittlerweile allgemein anerkannt, insbesondere da diese Verzweigung in
phylogenomischen Analysen fast immer die maximale Unterstiitzung erhalten hat [e.g..

(Bourlat et al. 2006; Dunn et al. 2008)].

Die phylogenetischen Zusammenhénge innerhalb der Chordata betrachtend zeigen auch die
Ergebnisse dieser Arbeit Unterstiitzung fiir das Supertaxon Olfactores [ Vertebrata +
Urochordata, (Jefferies 1991)], wenn auch mit geringerer Unterstiitzung als andere Analysen
(Bourlat et al. 2006; Dunn et al. 2008). Dieses Supertaxon wurde im Jahr 2006 erstmals durch
phylogenomischer Analysen unterstiitzt (Delsuc et al. 2006). Obgleich die Bayes’schen
Rekonstruktionen mit 0.99/0.99 (BPP/PPP) vergleichbare Ergebnisse zu den Arbeiten von
Bourlat et al. (2006) und Dunn et al. (2008) mit 1.00/1.00 BPP/PPP zeigen, ergeben die mit
meinem Datensatz durchgefiihrten Maximum Likelihood basierten phylogenetischen
Rekonstruktionen nur schwache Unterstiitzung fiir die Olfactores. Die Treefinder-Analyse mit
54 ELW zeigt erstaunlicherweise nur halb so viel Unterstiitzung wie die Treefinder Analyse

von Bourlat et al. (2006) mit 99 ELW.

Die Stellung der Cephalochordata basal zu den Olfactores unterstiitzen sowohl die hier
durchgefiihrten Bayes’schen Analysen als auch die Analysen von Bourlat et al. (2006) und
Dunn et al. (2008) mit maximalen BPP. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Maximum Likelihood-basierten Rekonstruktionen resultieren in einem deutlich hoéheren
Unterstiitzungswert fiir die Gruppierung der Cephalochordata mit den Olfactores. Die
Treefinder basierten Rekonstruktion zeigt mit 97 ELW einen signifikant hoheren Wert als die

52 ELW der Analyse von Bourlat et al. (2006).
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Die Ergebnisse dieser Arbeit sowie die aktuellen phylogenomischen und auf , Total
Evidence* basierenden Analysen (Bourlat et al. 2006; Bourlat et al. 2008; Delsuc et al. 2006;
Dunn et al. 2008; Swalla and Smith 2008) zusammenfassend kann die Phylogenie der
Deuterostomia folgendermaflen beschrieben werden (Abbildung 4.2): Die Deuterostomia
bestehen aus 2 Subgruppen, von denen die eine aus den Ambulacraria und den basal dazu
stehenden Xenoturbellida besteht, die andere aus Chordata, innerhalb derer die die

Cephalochordata basal zu den Olfactores stehen.

Xenoturbellida

Echinodermata

elRIORINqUIY

Deuterostomia Hemichordata

Cephalochordata

Vertebrata

s2410}984|0

Urochordata

Abbildung 4.2: Phylogenie der Deuterostomia in der Zusammenfassung
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4.4  Phylogenomische Analysen der Syndermata

4.4.1 Die phylogenetische Stellung der Syndermata

Die phylogenetische Stellung der Syndermata innerhalb der Spiralia wurde schon im Rahmen
molekularer Analysen basierend auf 18S rRNA (Garey et al. 1998), 18S rRNA und 28S rRNA
(Passamaneck and Halanych 2006) und ribosomalen Proteinen (Hausdorf et al. 2007) sowie
der Analyse von morphologischen Charakteren wie Spiralfurchung und einem

subepidermalem Cerebralganglion (Ahlrichs 1995b) beschrieben.

Die Zugehorigkeit der Syndermata zu den Spiralia konnte in der vorliegenden Arbeit mit allen
phylogenomischen Analysen zur Phylogenie der Syndermata verifiziert werden (Abbildung

3.8, Abbildung 3.9, Abbildung 3.11 -Abbildung 3.14, Abbildung 3.16 - Abbildung 3.18).

Ungeklart hingegen bleibt, ob die Syndermata mit den Tierstimmen Platyhelminthes,
Gnathostomulida und Gastrotricha im Spiralia-Baum zusammen zu den Platyzoa (Cavalier-
Smith 1998) gezdhlt werden konnen. Hierfiir konnten im Rahmen dieser Arbeit weder
eindeutige Beweise noch Gegenbeweise erbracht werden: In den Analysen zur Phylogenie der
Spiralia (Kap. 3.3.1, Platyzoa-Taxa: Syndermata, Platyhelminthes) konnte in der PhyloBayes-
Analyse (Abbildung 3.8) keine Unterstiitzung fiir die Platyzoa gefunden werden, da die
Syndermata basal in den Spiralia standen und es dadurch keine Unterstiitzung fiir ein
monophyletisches Taxon aus Syndermata und Platyhelminthes geben konnte. Die Treefinder-
Analyse (Abbildung 3.9) hingegen unterstiitzt die Platyzoa-Hypothese, da nach dieser
Analyse die Spiralia in monophyletische Lophotrochozoa und Platyzoa (Platyhelminthes und

Syndermata) eingeteilt werden kdnnen.

In den Analysen zur Phylogenie der Gnathifera (Kap. 3.3.2, Platyzoa-Taxa: Syndermata,
Platyhelminthes, Gnathostomulida, Gastrotricha) konnte immerhin mit drei von vier
Methoden (Treefinder/Treefinder-partitioniert/PhyML) Unterstiitzung fiir die Platyzoa-
Hypothese gefunden werden. Die vierte Methode, PhyloBayes, zeigte zwar jeweils die
Syndermata mit den Gnathostomulida und die Gastrotricha mit den Platyhelminthes
monophyletisch (Abbildung 3.11), jedoch stellte sie die Syndermata mit den Gnathostomulida
basal innerhalb der Spiralia. Die PhyML-Analyse zeigt zwar ein monophyletisches Taxon aus
Platyhelminthes, Syndermata, Gnathostomulida und Gastrotricha (Abbildung 3.13), jedoch
gruppieren unerwarteter Weise die Priapulida mit den Gastrotricha zusammen. Dies steht
allen aktuellen Analysen zur Phylogenie der Ecdysozoa [e.g. (Bourlat et al. 2008; Telford et
al. 2008)] entgegen und mufl als Artfakt angesehen werden. Die Treefinder-Analysen
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hingegen zeigten beide (nicht-partitioniert und partitioniert) monophyletische Platyzoa
(Abbildung 3.12, Abbildung 3.14), mit Syndermata und Gnathostomulida als
Schwestergruppen und Gastrotricha und Platyhelminthes als Schwestergruppen. In den
Analysen zur internen Phylogenie der Syndermata (Kap. 3.3.3, Platyzoa-Taxa: Syndermata,
Platyhelminthes) konnte ebenfalls in zwei von drei Rekonstruktionen Unterstiitzung fiir die
Platyzoa-Hypothese gefunden werden. Auch hier wieder zeigt die PhyloBayes-Analyse
(Abbildung 3.16) keine Unterstiitzung fiir die Platyzoa, da die Syndermata basal innerhalb der
Spiralia zu liegen kamen. Die Treefinder-Analyse (Abbildung 3.17) und die PhyML-Analyse
(Abbildung 3.18) hingegen ergaben monophyletische Platyzoa, bestehend aus Syndermata
und Platyhelminthes, mit teilweise guter Unterstiitzung (92 ELW, 59 BS).

Die Schwestergruppenbeziehung der Syndermata und der Gnathostomulida (Gnathifera) ist
innerhalb der Platyzoa ein ,Eckpfeiler. Die Gnathifera-Hypothese basiert auf
morphologischen Daten zur Ultrastruktur der Kieferapparate (Ahlrichs 1995b; Ahlrichs 1997)
und konnte auch schon mit molekularen Untersuchungen unterstiitzt werden (Giribet et al.
2000; Serensen et al. 2000).Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gnathifera erstmals in einem
phylogenomischen Ansatz bestétigt. In allen vier zur Phylogenie der Gnathifera
durchgefiihrten Analysen (Kap. 3.3.2, Abbildung 3.11 - Abbildung 3.14) sind dabei die
Gnathostomulida die Schwestergruppe zu den Syndermata und ergeben so eine starke

phylogenomische Unterstiitzung fiir die Gnathifera-Hypothese.

Zusammenfassend 1dBt sich also zur phylogenetischen Stellung der Syndermata Folgendes

festhalten:

Die Syndermata sind den Protostomia und darin den Spiralia zuzuordnen und bilden mit ihrer
Schwestergruppen, den Gnathostomulida, das Taxon Gnathifera. Ob sie mit den
Gnathostomulida, den Platyhelminthes und den Gastrotricha zum Taxon Platyzoa gruppiert
werden konnen, mu3 durch weitere Analysen der Zusammenhidnge innerhalb der Spiralia
untersucht werden. Dazu ist ein erhohtes Taxon-Sampling der involvierten Taxa unabdingbar,

wie es schon von Dunn et al. (2008) postuliert wurde.
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4.4.2 Zur internen Phylogenie der Syndermata

Im Gegensatz zu den partiell widerspriichlichen Ergebnisse beziiglich der phylogenetischen
Stellung der Syndermata im Spiralia-Baum zeigten die Rekonstruktionen der internen
Phylogenie der Syndermata (Abbildung 3.16 - Abbildung 3.18) und die Analysen zur
Phylogenie der Gnathifera (Abbildung 3.11 - Abbildung 3.14) durchweg das Rotiferen-Taxon
Bdelloidea als Schwestergruppe der Nicht-Ridderorgantragenden Acanthocephala. Die dabei
allerdings teilweise moderaten Unterstlitzungswerte in den Analysen zur interne Phylogenie
der Syndermata (Kap. 3.3..3) konnten prinzipiell auf fehlende Daten innerhalb des
Alignments eines oder mehreren Taxa der Syndermata zurlickzufiihren sein (Hartmann and
Vision 2008). Dies konnte jedoch durch die Untersuchung eines kleineren Datensatzes, der
die gleiche Topologie mit leicht hoheren Unterstiitzungswerten zeigte, nahezu ausgeschlossen

werden.

Die hohe Stabilitit des gefundenen Knotens (Acanthocephala + Bdelloidea) sowie die
Ergebnisse der Hypothesentests zur Phylogenie der Syndermata (Tabelle 3.13) weisen also

insgesamt auf eine Paraphylie der Eurotatoria (Monogononta + Bdelloidea) hin.

Das in dieser Arbeit erbrachte Ergebnis, dass die Eurotatoria nicht monophyletisch sind,
widerlegt drei der fiinf konkurrierenden Hypothesen zur internen Phylogenie der Syndermata.
Die Eurotatoria+Pararotatoria-Hypothese (Ahlrichs 1995b; Ahlrichs 1997; Ahlrichs 1998),
die klassische Rotifera+Acanthocephala-Hypothese (Nielsen 1995; Wallace et al. 1996) und
die EurotatoriatAcanthocephala-Hypothese (Mark Welch 2000) beinhalten allesamt
monophyletische Eurotatoria und konnen somit verworfen werden. Auf den ersten Blick
unterstiitzen meine Ergebnisse damit eher die Lemniscea-Hypothese (Lorenzen 1985),
betrachtet man die Gruppierung von Acanthocephala und Bdelloidea, unter Ausschlu3 der
Seisonidea. Es besteht jedoch durchaus die Moglichkeit, dass die Seisonidea die wirkliche
Schwestergruppe der Acanthocephala sind, wie morphologische (Ahlrichs 1995b; Ahlrichs
1997; Ahlrichs 1998), molekulare (Herlyn et al. 2003) und kombinierende Analysen
(Serensen  and  Giribet  2006;  Zrzavy  2001)  postulieren. = Auch  eine
Schwestergruppenbeziehung der Seisonidea und Bdelloidea kann derzeit natiirlich noch nicht
ausgeschlossen werden [siehe Einzelbdume in (Garcia-Varela and Nadler 2006)]. Es bleiben
also die Lemniscea-Hypothese (Lorenzen 1985) und die Hemirotifera-Hypothese (Serensen
and Giribet 2006), um die phylogenetischen Beziehungen innerhalb der Syndermata zu

beschreiben.
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Betrachtet man die Evolution morphologischer Charaktere im Blickwinkel sowohl der im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten phylogenomischen Analysen, als auch
vorangegangener morphologischer (Ahlrichs 1995b; Ahlrichs 1997; Ahlrichs 1998),
molekularer (Herlyn et al. 2003) und kombinierter Analysen (Serensen and Giribet 2006;
Zrzavy 2001), so ist es moglich und auch wahrscheinlich, dass die Seisonidea die wirkliche
Schwestergruppe der Acanthocephala sind (Abbildung 4.3). Das Rdderorgan konnte iiber eine
teilweise Reduktion hin zur Gruppierung der Bdelloidea, Seisonidea und Acanthocephala
(Abbildung 4.3 - la) komplett in der Linie der Seisonidea und Acanthocephala reduziert
worden sein (Abbildung 4.3 - 1b). Eine dhnliche Reduktion eines in der Evolution erst kurz
zuvor entwickelten morphologischen Merkmals wurde bei der Gruppe der Phasmatodea
beschrieben, deren Fliigel reduziert wurden (Whiting et al. 2003). Auch das Auftreten des
einziehbaren anterioren Korperteils (Rostrum in Bdelloidea und Seisonidea, Proboscis in
Acanthocephala) konnte eine evolutiondre Neuerung in der Linie der Bdelloidea, Seisonidea
und Acanthocephala sein (Abbildung 4.3 - 2). Sowohl die partielle bzw. komplette Reduktion
des Réderorgans als auch das Auftreten des einziehbaren anterioren Korperteils konnen durch
Anderungen im Lebensstil sowie der Fortbewegung der Subtaxa der Syndermata erklirt
werden: Von den urspriinglich frei-lebenden und frei-schwimmenden Monogononta iiber frei-
lebende, Egel-dhnlich-kriechenden Bdelloidea und epibiontischen Seisonidea bis hin zu den
endoparasitdren und in ihrer Fortbewegung eingeschrinkten Acanthocephala. Gerade das
Auftreten des einziehbaren anterioren Korperteils konnte aufgrund der enormen Wichtigkeit
der Proboscis fiir die Verankerung der adulten Acanthocephala in ihrem Endwirten
(Taraschewski 2000) das Schliisselereignis zur Evolution des Endoparasitismus der
Acanthocephala gewesen sein. Festzuhalten bleibt jedoch, dass ohne molekulare Daten der
Seisonidea die Frage der internen Syndermata-Phylogenie nicht schluBendlich geklért werden

kann.

73



Monogononta f

Bdelloidea | N

1qd

2 Bdelloidea+
Seisonidea = Pararotatoria

Para
1b ) - - rotatoria
S Adult worm

Acanthocephala J

Abbildung 4.3: Hypothetische interne Phylogenie der Syndermata und Evolution

morphologischer Charaktere

Darstellung der moglichen internen Phylogenie der Syndermata, basierend auf den vorliegenden
Daten und vorangegangenen morphologischen (Ahlrichs 1995b; Ahlrichs 1997; Ahlrichs 1998),
molekularen (Herlyn et al. 2003) und kombinierten Analysen (Sgrensen and Giribet 2006; Zrzavy
2001). Das namensgebende Raderorgan der Rotifera ist in den Monogononta noch vorhanden und
durchlief mdglicherweise eine partielle Reduktion hin zur Bdelloidea+Seisonidea+Acanthocephala-
Linie (1a). Auf dem Ast zu den Pararotatoriern erfolgte wohl die komplette Reduktion (1b). Das
einziehbare anteriore Korperteil entwickelte sich demnach erst nach der Trennung der Monogononta

von der Bdelloidea+Pararotatoria-Linie.
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4.5

Ausblick

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit stehen folgende weitere Projekte an:

Die Aufkldrung der internen phylogenetischen Zusammenhinge der Syndermata.
Dazu ist es unabdingbar, phylogenomische Daten der Seisonidea zu generieren und zu
analysieren. Weiterhin sollte die Abdeckung der anderen Taxa der Syndermata
(Monogononta, Bdelloidea und Acanthocephala) durch phylogenomische Daten
vergrofert werden, um die Analyse auf einem breiter angelegten Taxon-Sampling

fuBen lassen zu konnen.

Die internen phylogenetischen Zusammenhéinge der Subtaxa der Acanthocephala
(Archi-, Eo,- Palae- und Poly-Acanthocephala) sollten durch phylogenomische

Analysen verifiziert.

Der existierende Datensatz zur Untersuchung der Phylogenie der Gnathifera sollte mit
verfiigbaren Daten der Myzostomida und Acoela erweitert und erneut analysiert

werden.

Die Erweiterungen der Gnathifera-Hypothese sensu Giribet und sensu Kristensen und
Funch sollte mittels breit angelegter molekularer Analysen untersucht werden. In
Rahmen dieser Untersuchung sollten phylogenomische Daten der Taxa Cycliophora

und Micrognathozoa, sowie weitere Daten der Gnathostomulida generiert werden.

Zur Untersuchung der Platyzoa-Hypothese sollten phylogenomische Daten der Taxa
Gastrotricha und Platyhelminthes generiert werden und mit den neu-generierten Daten
der Syndermata, Cycliophora, Micrognathozoa und Gnathostomulida kombiniert

werden.

Methodisch sollten die bisher verwendeten Alignments durch Anwendung aktueller

Tools zur Suche weiterer orthologer Gene in EST-Daten erweitert werden.
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5 Zusammenfassung

“Scientists often have a naive faith that if only they could discover enough facts about a
problem, these facts would somehow arrange themselves in a compelling and true

solution.”

(Theodosius Dobzhansky)

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollten die phylogenetischen Stellungen der
Xenoturbellida (Deuterostomia) und der Syndermata (Protostomia) mit phylogenomischen

Techniken untersucht werden.

Auf methodischer Ebene konnte gezeigt werden, dass ribosomale Proteine aufgrund ihres
mittleren bis hohen Konservierungsgrades, ihrer Héufigkeit in kleineren EST-Projekten,
damit verbunden ihrer Haufigkeit in Datenbanken und ihres phylogenetischen

Informationsgehalts niitzliche Werkzeuge fiir phylogenetische Fragestellungen sind.

Es konnte durch phylogenetische Rekonstruktionen und Hypothesentest auf Basis eines
11.912 Aminosduren langen Datensatzes gezeigt werden, dass die Xenoturbellida innerhalb
der Deuterostomia eine Schwestergruppenbeziehung zu den Ambulacraria eingehen. Diese
Arbeit zeigt im Vergleich aller bisher durchgefiihrten Arbeiten die beste statistische
Unterstiitzung flir diese Topologie. Weiterhin konnte untermauert werden, dass die
Urochordata vermutlich anstelle der Cephalochordata die Schwestergruppe der Vertebrata
sind. Der Vergleich der publizierten Xenoturbella EST-Datensétze mit dem eigenen Datensatz
lieB den RiickschluB zu, dass ESTs offenbar klar weniger anfillig gegen Kontaminationen mit
Erbmaterial (DNA+RNA) anderer Spezies sind als PCR-Amplifikate genomischer oder
mitochondrialer Gene. Allerdings bestimmt anscheinend der physiologische Zustand der Tiere
die Reprisentation von Transkriptklassen wie StreBproteine und mitochondriale Transkripte.
Die bakteriellen Transkripte in einem der EST-Datensdtze stammen vermutlich von

Chlamydien, die moglicherweise symbiontisch in Xenoturbella bocki leben.
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Im Bereich der Protostomia wurden drei EST-Projekte fiir Vertreter der Syndermata
durchgefiihrt. Basierend auf drei verschiedenen Proteinalignment-Datenséitzen von 11.492 bis
11.143 Aminosduren Léinge konnte gezeigt werden, dass die Syndermata innerhalb der
Spiralia einzugruppieren sind und dass sie mit den Gnathostomulida das monophyletische
Supertaxon Gnathifera bilden. Die genaue phylogenetische Position der Syndermata innerhalb
der Spiralia konnte hingegen noch nicht eindeutig gekldrt werden, ebenso wie kein
kongruenter Beweis fiir die Existenz des Supertaxons Platyzoa gefunden werden konnte. Im
Rahmen der Untersuchung der internen Phylogenie der Syndermata konnten drei der flinf
konkurrierenden Hypothesen aufgrund der Paraphylie der Eurotatoria ausgeschlossen werden.
Da keine Daten der Seisonidea in den Analysen implementiert waren, bleibt die Frage der
internen Phylogenie der Syndermata letztlich offen. Klar ist jedoch, dass die Eurotatoria nicht
wie bislang angenommen monophyletisch sind, da die rdderorgantragenden Bdelloidea
keinesfalls den morphologisch diesbeziiglich d&hnlichen Monogononta dhnlich sind, sondern
den rédderorganlosen Acanthocephala nédher stehen. Die Abbildung der molekularen
Phylogenie auf die morphologischen Verhéltnisse zeigt, dass das Radderorgan (partiell oder
komplett) kurz nach der Aufspaltung der Syndermata in Monogononta und Acanthocephala +
Bdelloidea in der Acanthocephala + Bdelloidea-Linie reduziert wurde. Die Entstehung des
einziehbaren hinteren Korperteils (Rostrum bei Bdelloidea bzw. Proboscis bei
Acanthocephala) in der Acanthocephala + Bdelloidea-Linie konnte das Schliisselereignis zur

Entstehung des Endoparasitismus der Acanthocephala gewesen sein.
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7 Anhang

Elektronischer Anhang

Der elektronische Anhang enthilt:

Alignment Xenoturbella Phylogenie
Alignment Spiralia Phylogenie
Alignment Gnathifera Phylogenie

Alignment Syndermata Phylogenie
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ANHANG

Zusatzliche Tabellen

Tabelle 7.1: Matrix Taxa und ribosomale Proteine Xenoturbella Phylogenie

Komplette Matrix der Taxa und ribosomaler Proteine, die in der Untersuchung zur phylogenetischen Position von Xenoturbella
bocki verwendet wurden. Angegeben ist die Anzahl der Aminosaurepositionen pro ribosomales Protein und Taxon, die
maximale Anzahl an Aminoséurepositionen pro ribosomales Protein steht in Klammern unter der Bezeichnung der ribosomalen
Proteine.

Spezies L3 L4 L5 L6 L7 L7a L8 L9 L10 L10a
(326) (305) (281)  (214)  (230)  (258) (250)  (178)  (210) (214)

Argopecten irradians 285 284 258 189 205 251 250 178 210 214

S 226 250 178 210 214
Asterina pectinifera 0 0 212 214 230 257 209 178 210 214
S 197 221 177 210 214
Branchiostoma floridae 285 256 268 214 230 257 250 178 210 214
257 250 178 210 214
Ciona intestinalis 326 305 281 214 230 257 250 178 210 214

Fugu rubripes 326 305 281 214 230 257 250 178 210 214
Haloomiiaroretsi 207 13 24 0 0 243 25 15 0 0
Homo sapiens 326 305 281 214 230 257 250 178 210 214
Hydramagnpapilata 248 247 251 210 230 26 250 177 210 204

Lumbricus rubellus 240 213 247 189 222 243 245 176 210 214

Mus musculus 326 305 281 214 230 257 250 178 210 214

Saccoglossus kowalevskii 326 305 281 214 230 257 214
Xenoturbella bocki 326 259 279 214 230 252 250 178 210 214
Spezies L11 L12 L13 L13a L14 L15 L17 L18 L18a L19

(176) (163) (200 (196) (132) (204) (181) (185) (171) (193)

Argopecten irradians 176 163 200 194 121 0 175 179 171 193

TAnopheles gambiae 176 163 199 19 132 204 181 18 171 193
Cdscarissam 16 163 200 19 12 204 180 185 171 193 |

Asterina pectinifera 176 163 192 196 127 204 181 185 171 193

Branchiostoma floridae 176 163 194 196 128 204 180 185 171 193

Ciona intestinalis 176 163 199 196 132 204 180 185 171 193

Fugu rubripes 175 163 200 196 132 204 181 185 171 193

Homo sapiens 176 163 200 196 132 204 181 185 171 193

Lumbricus rubellus 176 163 185 194 132 204 181 185 171 190

Mus musculus 176 163 200 196 132 204 181 185 171 193

Saccoglossus kowalevskii 0 163 200 196 132 204 181 185 171 193

Xenoturbella bocki 176 163 195 196 132 204 179 185 171 52
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Spezies L21 L22 L23 L23a L24 L26 L27 L27a L28 L29
(156) (103) (140) (140) (141) (133) (136) (143) (111) (51)

Argopecten irradians 156 97 138 12 141 133 136 142 111 0

Asterina pectinifera 155 103 140 140 112 133 136 142 111 51

Branchiostoma floridae 156 98 140 129 141 133 136 142 109 51

Ciona intestinalis 156 102 140 140 138 133 136 142 111 51

Fugu rubripes 156 10 140 140 141 133 136 14 111 51

Homo sapiens 156 103 140 140 141 133 136 143 111 51

Lumbricus rubellus 156 96 139 126 141 133 136 142 111 51

Mus musculus 156 103 140 140 141 133 136 143 111 51

Saccoglossus kowalevskii 156 103 140 140 141 133 0 142 0 0
Xenoturbella bocki 152 0 135 136 141 133 136 105 111 51
Spezies L30 L31 L32 L34 L35 L35a L36 L36a L37 L37a
(109) (119) (130) (107) (123) (105) (87) (103) (86) (90)
Argopecten irradians 109 119 130 0 121 105 81 102 83 0
—_
Asterina pectinifera 109 114 130 107 122 105 85 103 86 90
-8 88
Branchiostoma floridae 105 118 130 107 122 105 87 103 86 90
-8 90
Ciona intestinalis 107 118 130 107 123 105 87 103 79 89

Fugu rubripes 119 130 107 123 105 87 103 86 90

ﬂ

Homo sapiens 109 119 130 107 123 105 87 103 86 90

!

Lumbricus rubellus 109 118 130 107 123 105 87 103 50 88

Mus musculus 109 119 130 107 123 105 87 102 86 90

Saccoglossus kowalevskii 109 116 130 107 0 105 0 103 85 90

Xenoturbella bocki 109 114 130 0 120 105 87 0 86 90
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Spezies L38 L399 L4 PO P1 P2 S2 S3 S3a
(67) (51) (51) (285) (93) (105 (232) (230) _ (252)

Argopecten irradians 0 0 51 258 92 66 225 230 208

Asterina pectinifera 67 51 51 252 61 102 224 229 252

Branchiostoma floridae 51 51 266 59 105 222 229 252

Ciona intestinalis 67 51 51 285 92 99 231 230 252

Fugu rubripes 67 51 51 285 92 103 232 229 252

Homo sapiens 67 51 51 285 93 105 232 229 252

Lumbricus rubellus 67 51 51 251 93 100 225 223 252

Mus musculus 67 51 51 285 93 105 232 229 252

Saccoglossus kowalevskii 67 51 51 285 92 99 232 229 252

Xenoturbella bocki 67 51 50 285 91 0 232 228 249
Spezies S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13
258)  (192)  (233)  (19D)  (203)  (183) (129 (142) 120 (151)

" Anopheles gambiae 258 192 233 189 201 183 128 139 120 151
Argopecten irradians 256 135 231 190 200 174 127 142 120 150
119 151
189 200 183 128 14 118

2 151
S 119151

Asterina pectinifera 258 192 224

Branchiostoma floridae 258 192 233 191 200 172 115 141 120 151
~ 120 151

Ciona intestinalis 258 192 233 191 203 183 127 142 120 151
- 120 151

Fugu rubripes 258 192 231 191 203 183 128 142 120 151
b_

Homo sapiens 258 192 232 191 203 183 128 142 120 151

Lumbricus rubellus 230 192 222 190 203 183 127 141 119

Mus musculus 258 192 232 191 203 183 128 142 120

Saccoglossus kowalevskii 258 192 233 0 203 183 128 142 120 151

()]

1

Xenoturbella bocki 258 192 232 190 203 183 128 119 119 1
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Spezies S14 S15 Slsa S16 S17 S18 S19 S20 S21  S23
(142) (139) (130) (143) (121) (152) (132) (106) (80)

|~
=
N
juy
[ —

Arioiecten irradians 130 139 130 142 121 152 132 106 80 140
Asterina pectinifera 131 139 130 143 121 152 132 106 80 141
Branchiostoma floridae 131 139 130 143 121 152 132 106 79 141
Ciona intestinalis 142 139 130 142 121 152 132 106 77 141

Fugu rubripes 142 139 130 143 121 152 132 106 80

—
[
—

Homo sapiens 142 139 130 143 121 152 132 106 80

—_
I
—

Lumbricus rubellus 130 139 130 143 121 152 132 106 80

._.
o~
=

Mus musculus 142 139 130 143 121 152 132 106 80

._.
~
=

142 139 130 143 121 152 132 106 0

._.
~
=

Saccoglossus kowalevskii

Xenoturbella bocki 142 139 130 143 121 152 132 106 80 1

N

1

Spezies S24 S25 S26 S27 S27a S28 S29 S30 SA
(125 100) (103 84 (80) 60 (56) 58 @212

Argopecten irradians 123 100 103 84 80 0 56 58 212

Asterina pectinifera 125 99 102 0 74 50 56 58 207

Branchiostoma floridae 125 88 94 84 80 60 56 212

Ciona intestinalis 125 97 103 84 79 60 56 58 212

Fugu rubripes 125 100 103 84 80 60 56 58 212

Homo sapiens 125 100 103 84 80 60 56 58 212

Lumbricus rubellus 123 100 103 84 80 60 56 58 212

Mus musculus 125 100 103 84 80 60 56 58 212

Saccoglossus kowalevskii 125 98 103 84 80 60 56 0 212

Xenoturbella bocki 125 98 97 84 78 60 0 58 212
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Tabelle 7.2: Matrix Taxa und ribosomale Proteine Spiralia Phylogenie

Komplette Matrix der Taxa und ribosomaler Proteine, die in der Untersuchung zur Phylogenie der Spiralia verwendet wurden.
Angegeben ist die Anzahl der Aminosaurepositionen pro ribosomales Protein und Taxon, die maximale Anzahl an

Aminosaurepositionen pro ribosomales Protein steht in Klammern unter der Bezeichnung der ribosomalen Proteine.

Spezies L3 L4 L5 L6 L7 Lra L8 L9 L10 Ll0a
381)  (284)  (255)  (168) (212) (235 248)  (178) (209 213

Anopheles gambiae 284 255

212
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
212
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Argopecten irradians 381 273 255 168 212 235 178 209
IIliiiIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Barentsia elongata 0 0 255 0 212 235 91 0 209 0
IIIIIIIIIIiiIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Aplysia californica 329 284

Capitella capitata 380 284 253 147 212 183 220 165 201 213
IIliIIIIIIiiIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Crassostrea sp. 381 284 245 168 212 235 205 177 209 213
IIIIIIIIIiiIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Echinococcus granulosus 381 284 202 162 110 170 248 178 209 213
IIIIIIIIIIiiIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Eurythoe complanata

IIIiiiIIIIIIiiIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Flustra foliacea

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Helobdella robusta 375 223 224 126 198

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Homo sapiens 381 284 255 168 212 235 248

Hypsibius dujardini 0 197 216 0 167

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
178 248 178 205 188
o215 248 0 19 207

Ixodes scapularis 381 251 255 168 212 235 70 178 209 213
235 248 178 209 213
Macrostomum lignano 281 261 255 134 211 0 145 0 171 0

Philodina roseola 0 194 250 0 0

Pomphorhynchus laevis 0 0 0 0 125

o218 248 159 201 213
0 0 0 207 213

S5 248 0 0 213
0 169 154 183 0

S0 0 150 152 159

381 284 255 167 209 235

248 177 209 213
So21 127 38 102 139
0 177 209 213

0 255 168 211 0

Schistosoma sp.

Spadella cephaloptera 381

Xiphinema index 354 266 203 168 212 235 248 178 209 213
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Spezies L11 L12 L13 L13a L14 L15 L17 L18 L18a L19
166 163 182 173 115 204 167 185 168 185

__
Anopheles gambiae
h_
Aplysia californica
_
Argopecten irradians 166 163 182 173 115 0 167 185 168 185
__
Barentsia elongata 166 0 0 173 0 0 164 185 168 185
*_
Capitella capitata 129 151 182 130 115 204 156 141 163 185
h_
Crassostrea s,
*_
Echinococcus iranulosus 166
Eurythoe complanata 0 162 120 173 0 123 159 0 111 50
b_
Flustra foliacea 166 163 161 164 115 204 167 185 168 185
166 163 182 173 115 204 167 185 168 185

Helobdella robusta 129 151 180 59 83 204 107 185 103 116
166 153 181 173 115 203 0 181 0 185
Homo sapiens 166 163 182 173 115 204 167 185 168 185
Hydramagnipapillata 165 163 182 170 115 204 167 185 167 185
sibius dujardini
b—
Ixodes scapularis
h_
Macrostomum lignano
*_
Philodina roseola 0 0 0 0 115 0 0 0 168 0

Pomphorhynchus laevis 156 163 143 173 0 0 159 155 45 176
h_
Schistosoma sp. 166 163 182 173 115 204 167 185 168 184

0 8 0 0 115 0 153 0 0 101
Siadella ceihaloitera

166 O 181 173 113 204 167 185 168 0
Xiphinema index 166 163 181 173 115 204 167 185 168 185
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Spezies L21 L22 L23 L23a L24 L26 L27 L27a L28 L29
159 96 140 135 125 138 136 136 70 50

Anopheles gambiae
b_

Aplysia californica

Argopecten irradians 159 96 140 135 125
b_
Barentsia elongata 153 65 0 0 0 0 136 78 0 50
__
Capitella capitata 159 36 64 107 75 104 0 112 0 0
b_
Crassostrea sp. 159 96 139 135 125 137 136 136 38 50
—_
Echinococcus granulosus 159 96 139 135 125 138 134 136 70 50
__
Eurythoe complanata
b_

Flustra foliacea

_
Helobdella robusta 130 71 139 129 75

_

- Homarus americanus 159 96 130 52 125
Homo sapiens 159 95 140 135 117 137 136 136 70 50
—_

Hiﬁszblus duiardzm
Ixodes scaiularzs
Macrostomum llinano

Philodina roseola 140 0 0 0 125 136 0 0 69 0

 Platynereis dumerilii 0 9 0 0 0
Pomphorhynchus laevis 154 96 139 0 125 136 136 135 66 48
b_
Schistosoma sp. 142 96 140 135 125 138 134 136 70 50
—_

Siadella ceihaloitera 159 96 140 0 125 138 136 136 69 50

Xiphinema index 158 95 140 0 117 137 134 136 69 50
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Spezies L30 L31 L32 L34 L35 L35a L36 L36a L37 L37a
105 109 130 103 122 101 75 101 85 88

~ Acropora millepora 0 109 130 0 121 101 75 0 8 88
Anopheles gambiae 105 109 130 103 122 101 75 101 85 88
h_
Aplysia californica 103 109 130 103 121 100 75 101 84 88
105 109 123 103 122 101 72 101 85 88
Argopecten irradians 105 109 130 0 121 101 75 100 85 0
__
Barentsia elongata 68 109 130 0 0 0 0 101 0 88
*_
102 81 128 63 75 51 0 43 47 87

Caiitella caiitata
Crassostrea si

Echinococcus iranulosus
Euithoe comilanata 105 109 130 0 68 76 85 88

Flustra foliacea 105 108 130 103 122 101 75 10l 85 88
105109 130 103 122 99 75 101 85 88

Helobdella robusta 9% 64 52 0 70 97 0 0 84 43
S los 108 129 0 122 0 75 100 0 0

Homo sapiens 105 109 130 103 122 99 75 101 85 88

Hydramagnipapillata 104109 130 103 12 101 74 101 85 88
sibius dujardini

b—

Ixodes scapularis
*_

Macrostomum lignano
*_

Philodina roseola 0 109 0 0 0 101 0 0 0 0

Pomphorhynchus laevis 103 101 130 102 0 101 75 0 85 88
h_
Schistosoma sp. 104 109 130 103 122 101 74 101 83 88

105 109 130 103 122 101 75 101 84 88

Siadella ceihaloitera

Xiphinema index 0 109 126 O 122 101 0 101 85 0
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Spezies L38 L39 L4O L41 PO Pl P2 S2 S3 S3a
65 51 272 228) (220 251

Anopheles gambiae
b_

Aplysia californica

Argopecten irradians 0 0 52 25 272
b_
Barentsia elongata 0 51 52 0 0 76 85 227 0 251
__
Capitella capitata 59 0 0 0 222 61 69 228 219 175
b_
Crassostrea sp. 40 49 52 25 227 74 83 228 220 251
__
Echinococcus granulosus 65 51 50 0 263 76 85 228 219 239
__

Eurythoe complanata
b_

Flustra foliacea

Helobdella robusta 39 51 0 0 141

Homo sapiens 65 51 52 25 272 75 84 228 220 251
Hydramegripapilia 65 51 % 25 2 75 8 28 219 250
Hypsibius dujardini
b_
Ixodes scapularis
—_
Macrostomum lignano
__

Philodina roseola 0 51 52 0 0 73 85 0 0 0

 Platynereis dumerilii 0 0 0 0 272
Pomphorhynchus laevis 65 51 51 25 151 76 85 164 0 181
b_
Schistosoma sp. 65 51 52 25 272 75 85 228 220 250
—_

Siadella ceihaloitera 65 51 52 0 272 76 84 133 220 0

Xiphinema index 34 51 52 0 272 0 85 216 220 251
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Spezies S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13
257 189 205 170 205 170 103 137 116 151
~ 170 100 0 116 151
Anopheles gambiae 257 189 205 170 203 170 103 134 116 151
~ 170 103 137 116 151
Aplysia californica 257 188 205 169 205 170 100

137 116 151
S0 3% 0 0 151

Argopecten irradians 257 135 205 170 205 170 103 137 116 151
__
Barentsia elongata 257 0 0 0 0 170 103 137 0 151
__
Capitella capitata 257 167 204 0 90 0 83 106 116 132
__

Crassostrea sp. 257 189 205 35 205 170 103 137 116 150

Echinococcus iranulosus 257 188 204 170 204 168 99 136 113 151
Euﬁthoe comilanata

Flustra foliacea 189 205 170 205 170

Helobdella robusta 232 167 204 O 161 0 102 107 101 116

- Homarus americanus 246 0 205 156 195
o megnpapilaia 257 189 208 168 205 170 ol 137 e s
- 170 101 137 116 151
Hypsibius dujardini 183 169 205 164 202 170 102 137 116 151
__
Ixodes scapularis 205 103
—_
Macrostomum lignano
__
130 116 0

Philodina roseola 246 188 0 169 205 0 103

Pomphorhynchus laevis

00 137 0 150
137 131 0 132 147 167 101 0 112 15
143100 137 116 0

Schistosoma sp. 257 189 205 170 204 170 101

136 116 151
0 103 0 %4 0

215 0 193 170 205 170 0 137 116 151

Spadella cephaloptera

Xiphinema index 257 189 203 170 205 170 103 137 116 151
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Spezies S14 S15 Si5a S16 S17 S18 S19 S20 S21  S23
148 136 130 138 101 152 133 101 80 141

Anopheles gambiae
h—

Aplysia californica

Argopecten irradians 147 136
b_
Barentsia elongata 97 136 130 138 101 152 133 101 80 141
Cagnorhabdits clegans 148 13 130 133 10l 12 133 101 80 141
Capitella capitata 126 102 130 130 100 127 133 101 0 141
Cionaimesinalis 148 13 130 133 101 12 133 101 77 141

Crassostrea s
__
Echinococcus granulosus
_—

Euithoe comilanata
Flustra foliacea 147 136

Helobdella robusta 147 117

Homo sapiens 148 136 130 138 101 152 133 101 80 14
__

Hiﬁﬂblus duiardlnl
Ixodes scaiularzs

Macrostomum llinano

Philodina roseola 0 0 0 0 0 55 0 101 0 0

 Platynereis dumerilii 147 0

Pomphorhynchus laevis 147 136 130 138 101 78 132 101 80 140
h_
Schistosoma sp. 148 136 130 138 101 152 132 101 80 141
__

Siadellaceihaloitera 148 136 130 138 101 151 133 101 80 141

Xiphinema index 148 136 72 138 101 152 134 0 79 141
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Spezies S24 825 S26 S27 S27a  S28 < S29 S30 SA
114 88 98 82 70 56 56 68 212

Anoiheles iambzae I

Aplysia californica

Arioiecten irradians 114 87 98 82 70 0 56 68 212 I
Barentsia eloniata 91 88 0 82 70 0 0 0 189 I
Cailtella cailtata 0 88 97 74 0 56 0 0 21 1
Crassostrea s

—I

Flustra foliacea

I
Helobdella robusta 0 0 97 37 0 0 0 0 208

Homo sailens 114 88 98 82 70 56 56 68 212
Hﬁszbms duiardmz

Ixodes scaiularzs I
Macrostomum llinano :

Philodina roseola 0 0 0 82 0 0 56 67 0

Pomihorhinchus laevis 114 87 97 80 69 56 49 50 177 I
Schistosoma si. 108 88 98 82 70 56 56 68 208 I

Siadella ceihaloitera 114 88 98 82 70 56 56 0 212

Xiphinema index 113 54 98 82 70 56 56 68 212
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Tabelle 7.3: Matrix Taxa und ribosomale Proteine Gnathifera Phylogenie

Komplette Matrix der Taxa und ribosomaler Proteine, die in der Untersuchung zur Phylogenie der Platyzoa verwendet wurden.
Angegeben ist die Anzahl der Aminosaurepositionen pro ribosomales Protein und Taxon, die maximale Anzahl an

Aminosaurepositionen pro ribosomales Protein steht in Klammern unter der Bezeichnung der ribosomalen Proteine.

Spezies L3 L4 L5 L6 L7 L7a L8 L9 L10 L10a
371)  (71)  (242)  (168)  (203) (218 248 172)  (209) 209)

Aplysia californica 319 271 187 168 203 218 248 171 209 209

Argopecten irradians 371 260 242 168 203 218 248 172 209 209
Cdscarissum 21267 28 l6s 202 19 243 169 208 208
Barentsia elongata 0 0 242 0 203 218 91 0 209 0
Brachiomsplicatits 371 0 0 0 203 0 243 0 0 0
Capitella capitata 370 271 147 203
__
Daphnia magna 203 218 248
b_
Echinococcus granulosus
__
mna scolopes 203 217 247

b_

Flustra foliacea

Gnathostomula peregrina 0 264 116 134
h_

Homo sapiens 371 271 242 168 203 218 248 172 209 209
Hydramognipapillata 371 271 242 165 203 21§ 243 171 180 209

Hypsibius dujardini 0 193 213 0 158 175 248 172 205 184

" Lumbricus rabellus 370271 243168200

Macrostomum lignano 281 256 242 134 202 0 145 0 171 0
__
Paraplanocera sp. 284 271 241 95 203 218 248 171 209 209
h_
Pomphorhynchus laevis 0 0 0 0 121 0 169 148 183 0
b_
Schistosoma sp. 371 271 242 167 202 218 248 171 209 209
—_

Spadella cephaloptera 371 0 242 168 202 0 0 171 209 209

Xiphinema index 344 253 200 168 203 218 248 172 209 209
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Spezies L11 L12 L13 L13a L14 L15 L17 L18 L18a L19
166 163 175 173 104 204 163 184 156 185

__
Aplysia californica
_
Argopecten irradians
h_
Barentsia elongata 166 0 0 173 0 0 158 184 156 185
*_
Capitella capitata 129 151 175 130 104 204 154 140 155 185
h_
Daphnia magna 137 163 174 173 104 204 163 184 156 185
h_
Echinococcus granulosus 166 0 172 173 104 204 162 169 154 185
*_
Euprymna scolopes 48 128 175 173 104 0 162 184 156 182
&_
Flustra foliacea 166 163 160 164 104 204 163 184 156 185
o166 163 175 173 104 204 163 184 156 185
Gnathostomula peregrina 0 158 0 173 104 204 163 184 155 0
*_

Homo sapiens 166 163 175 173 104 204 163 184 156 185
Hydramagnipapillata 165 163 175 170 104 204 163 184 155 185

Hypsibius dujardini 166 163 133 173 102 204 163 182 156 185
b_
Macrostomum lignano
*—
Paraplanocera s,
h_

156

Pomihorhinchus laevis

Schistosoma sp. 166 163 175 173 104 204 163 184 154 184

166 O 174 173 102 204 163 184 156 0

Spadella cephaloptera
&_

Xiphinema index 166 163 174 173 104 204 163 184 156 185
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Spezies L21 L22 L23 L23a L24 L26 L27 L27a L28 L29
156 92 139 134 117 133 133 136 48 50
__

Aplysia californica

Argopecten irradians 156 92 139 134 117
__
Barentsia elongata 150 61 0 0 0 0 133 78 0 50
—_
Capitella capitata 155 36 64 107 75 104 0 112 0 0
__
Daphnia magna 156 92 139 134 117 133 133 136 48 50
__
Echinococcus granulosus
—_
mna scolopes

b_

Flustra foliacea

Gnathostomula peregrina 156 92 135 0 117 133 133
h_
Homo sapiens 156 92 139 134 117 133 133 136 48 50
Hdamagnpapilata 155 92 139 134 17 13 13 1§ 43 50
Hypsibius dujardini 156 56 119 118 114 133 133 136 48 50
Lumbricusrubellis 155 88 139 134 17 133 13 16 43 50
Macrostomum lignano
__
Paraplanocera s
__
Pomphorhynchus laevis
b_
Schistosoma sp. 139 92 139 134 117 133 131 136 48 50
Schmidteamediteranea 15 92 139 13 17 13 131 1§ 43 50

Spadella cephaloptera 156 92 139 0 117 133 133 136 47 50
h_

Xiphinema index 155 92 139 0 117 132 131 136 48 50
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Spezies L30 L31 L32 L34 L35 L35a L36 L36a L37 L37a
104 109 130 92 122 101 71 100 81 88

Aplysia californica

104 109 130

Arioiecten irradians

68 109 130 O 0 0 0 100 0 88

Barentsia eloniata

102 81 128 52 75 51 0 43 47 87

Caiitella caiitata

104 109 130 92 122 101 71 100 81 88

Daihma maina

Echinococcus granulosus 0 109 130 92 121 101 70 100 81 0
*_
FEuprymna scolopes 45 109 130 83 122 100 0 0 0 0
&_

Flustra foliacea 104 108

104 109 127 100

Gnathostomula iereirina

104 109 130 92 122 99 71 100 81 88

Homo sapiens
h_
Hypsibius dujardini 104 109 130 92 120 101 71 100 81 88
b_
Macrostomum lignano
*—

Parailanocera si 104 109 130

103 101 130 91 0 101 70 0 81 88

Pomihorhinchus laevis

Schistosoma sp. 104 109 130 92 122 101 70 100 81 88

104 109 130 92 122 100 71 100 80 88

Spadella cephaloptera
&_

Xiphinema index 0 109 126 O 122 101 0 100 81 0
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Spezies 138 139 40 L41 PO Pl P2 S2 S3 S
60 51 272 224 219 242
__

Aplysia californica

Argopecten irradians 0 0 52 18 272
__
Barentsia elongata 0 51 52 0 0 71 78 224 0 242
__
Capitella capitata 54 0 0 0 222 56 68 224 215 175
__
Daphnia magna 60 51 52 18 272 70 78 224 208 242
b_

Echinococcus granulosus
__

iﬁmna scoloies

Flustra foliacea

Gnathostomula iereirina 60 0 0 18 272 71
Homo saiiens 60 51 52 18 272 70 78 224 219 242

Hiisibius dui'ardini 60 51 52 18 193 71

Macrostomum lignano
__
Paraplanocera s
h_
Pomphorhynchus laevis
b_
Schistosoma sp. 60 51 52 18 272 71 78 224 219 240
Schmidieamediteranea 60 49 32 18 263 0 78 23 219 41
Spadella cephaloptera 60 51 52 0 272 71 77 133 219 0
Turbanella ambronensis 0 51 0 18 0 7 8 0 0 &

Xiphinema index 32 51 52 0 272 0 78 215 219 242
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Spezies S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13
257 187 202 162 204 170 96 136 113 151
S 170 96 133 113 151
Aplysia californica 257 186 202 161 204 170 96 136 113 151
0 32 0 0 151

Argopecten irradians 257 135 202 162 204 170 96 136 113 151
__

Barentsia elongata 257 0 0 0 0 170 96 136 0 151
—_

Caiitella caiitata 257 165 201 0 89 0 83 105 113 132

Daphnia magna 257 187 202 162 202 167 95 136 113 151
Dugesiajaponica 232 161 91 108 186 165 73 132 106 134
Echinococcus granulosus 186 201 162 202
__
mna scolopes
_
Flustra foliacea 187 202 204
_

Gnathostomula peregrina 0 186 69 162 0 142 136
h_

Homo sapiens 257 187 202 162 204 170 96 136 113 151
—_

Hyisibius dui'ardini 183 167 202 156 201 170 9 136 113 151

Macrostomum lzﬁnano
Parailanocera si 187 202

Pomphorhynchus laevis

_
Schistosoma sp. 257 187 202 162 202 170 94 135 113 151

~ 170 95 129 100 151
Spadella cephaloptera 215 0 190 162 204 170 0 136 113 151

S 170 96 136 113 151
Xiphinema index 257 187 200 162 204 170 96 136 113 151
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Spezies S14 S15 Si5a S16 S17 S18 S19 S20 S21  S23
145 135 130 138 101 152 130 101 66 141

Aplysia californica

Argopecten irradians 144 135
b_
Barentsia elongata 97 135 130 138 101 152 130 101 66 141
Brachioms plicatiis 145 135 130 0 0 148 0 101 0 0
Capitella capitata 123 101 130 130 100 127 130 101 0 141
Crasosreasp. 109 135 130 133 100 122 130 101 66 140
Daphnia magna 145 135 130 138 101 152 130 101 66 141
Dugesiajoponica 145 14 0 136 $4 12 19 Q01 0 13

Echinococcus granulosus
h_
mna scolopes
b—
Flustra foliacea
_
Gnathostomula peregrina 145 135 130 138 150
*_
Homo sapiens 145 135 130 138 101 152 130 101 66 141
Hydramognpapilata 145 135130 133 101 12 130 101 66 141
Hypsibius dujardini 145 135 130 138 101 151 130 99 64 141
Lumbricusrubells 144 1130 133 101 12 130 101 66 141
Macrostomum lignano
*_
Paraplanocera s
h_
Pomphorhynchus laevis
h_
Schistosoma sp. 145 135 130 138 101 152 129 101 66 141
Schmidieamediteranea 145 14130 137 101 12 19 101 66 141

Spadella cephaloptera 145 135 130 138 101 151 128 101 66 141
Turbanellaambronensis 145 135 130 133 101 12 130 99 66 140

Xiphinema index 145 135 72 138 101 152 130 O 65 141
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Spezies S24 825 S26 S27 S27a  S28 829 S3O SA
113) (88 97 82 70 55 204

Aplysia californica

Arioiecten irradians 113 87 97 82 70 0 54 59 204 I
Barentsia eloniata 91 88 0 82 70 0 0 0 181 I
Caiitella caiitata 0 88 96 74 0 55 0 0 204 I
Daihnia maina 113 88 97 82 70 55 54 46 204 I
Echinococcus granulosus 113 88 96 80 70 0 54 59 203

—I

mna scolopes
bl

Flustra foliacea

Gnathostomula iereirina 113 88 97 82 0 55 54 0 0
Homo saiiens 113 88 97 82 70 55 54 59 204 I
Hﬁszbms duiardmz 113 88 96 82 70 54 54 59 196 ’
Macrostomum lzinano

Parailanocera si I
Pomihorhinchus laevis I
Schistosoma si. 108 88 97 82 70 55 54 59 204 I
Siadella ceihaloitera 112 88 97 82 70 55 54 0 204 :

Xiphinema index 112 54 97 82 70 55 54 59 204
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Tabelle 7.4: Matrix Taxa und ribosomale Proteine Syndermata Phylogenie

Komplette Matrix der Taxa und ribosomaler Proteine, die in der Untersuchung zur phylogenetischen Untersuchung der Spiralia
verwendet wurden. Angegeben ist die Anzahl der Aminosaurepositionen pro ribosomales Protein und Taxon, die maximale

Anzahl an Aminosaurepositionen pro ribosomales Protein steht in Klammern unter der Bezeichnung der ribosomalen Proteine.

Spezies L3 L4 L5 L6 L7 L7va L8 L9 L10 Li0a
380)  (275)  (248)  (168)  (203) (225 248)  (178) (209 213

Aplysia californica 328 275 187 168 203 225 248 177 209 213

Argopecten irradians 380 264 248 168 203 225 248 178 209 213
__
Barentsia elongata 0 0 248 0 203 225 91 0 209 0
__
Capitella capitata 379 275 246 147 203 181 220 165 201 213
__
Daphnia magna 380 275 248 203 225 248
b_
Echinorhynchus truttae
—_

Flaccisagitta enflata 194 0 164 149 100
_

Fugu rubripes 380 275 248 168 203 248

Homo sapiens 380 275 248 168 203 248

_
Hypsibius dujardini 0 194 213 0 158
__

Macrostomum lignano 281 257 248 134 202 0

_
Philodina roseola 314 234 248 0 201
__

Priapulus caudatus 0 56 98 104 0
—_
Spadella cephaloptera 380 0 248 168 202 0 0 177 209 213
h_
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Spezies L1112 L13  Li3a L14 L15 L17  L18 L18a L19
166 163 175 173 105 204 163 185 165 185

Aplysia californica 166 163 174 173 105 204 162 185 165 185

Argopecten irradians 166 163 1 1 1 165 185

~
()]
—_
~
w
=]
(9]
(=]
—
(o))
W
oo
W

Barentsia elongata

(=]
—_
~
w
(e
(e
—_
[N
[«
e}
(9]

Capitella capitata

\l
(O}
—_
(O8]
(]
=]
(9]
N
(=]
=
—_
W
B
N
—_

Daphnia magna

~
N
~
w
S
R
)
[}
X
—
(o))
@
0
93

Echinorhynchus truttae

o
[«
[«
[«
[«

Ju—
N
w

Flaccisagitta enflata

Fugu rubripes

i 05 204 163 85
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Spadella cephaloptera 166 0 174 173 103 185 165 0
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Spezies L21 L22 L23 L23a L24 L26 L27 L27a L28 L29
156 96 139 135 117 138 136 136 63 50

Aplysia californica 156 96 139 135 0 138 136 135 63 50

Argopecten irradians 156 96 139 135 117 137 136 136 63 0

Cdscarissam 1 95 139 135 16 13 136 136 6 50

Barentsia elongata 150 65 0 0 0 0 136 78 0 50

Capitella capitata 156 36 64 07 75 0 1 0 0

Daphnia magna 156 96 35
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Homo sapiens 156 95 139 1
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ANHANG

Spezies L30 L31 L32 L34 L3 L3a L36 L3ba L37 L37a
104 109 130 99 122 101 71 101 85 88

Aplysia californica 104 109 130 99 121 99 71 101

84 88
-85 88

Argopecten irradians 104 109 130 0 121 101 71 100 85 0
—_

Barentsia elongata
—_

Capitella capitata
—_

Daphnia magna 104 109 130 99 122 101 71 101 81 88
_—
Echinorhynchus truttae
——

Flaccisagitta enflata

Fugu rubripes
—_
Homo sapiens
—_
Hypsibius dujardini
__
Macrostomum lignano 0 109 130 0 122 100 0 0 0 88
Nematostellavectensis 104 109 90 99 121 101 0 95 8 33

Philodina roseola 63 109 130 99 122 101 71 0 85 88

Priapulus caudatus 0 0 0 0 88 101 71 0 85 88
——

Spadella cephaloptera 104 109 130 99 122 100 71 101 84 88
b—
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Spezies L38 L39 L40 L41 PO P1 P2 S2 S3 S3a
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Spezies S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13
257 187 203 164 205 170 98 137 116 151

Aplysia californica 257 186 203 163 205 170 97 137 116 151

Argopecten irradians 257 135 203 164 205 170 98 137 116 151
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Spezies S14 S15 Sl5a  S16 S17 S18 S19 S20  S21 823
148 135 130 138 101 152 130 101 78 141

Aplysia californica 147 134 126 138 91 151 130 100 78 141

Argopecten irradians 147 135 130 138 101 152 130 101 78 140

Barentsia elongata 97 135 30 138 101 15 130 101 78 141
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Spezies S24 825 826 S27  S27a S28  S29 S30 SA
113 88 97 82 70 56 54 59 208

Aplysia californica 113 88 94 82 69 56 54 59 205

Argopecten irradians 113 87 97 82 70 0 54 59 208

Barentsia elongata 91 88 0 82 70 0 0 0 185

Capitella capitata 0 88 96 74 0 56 0 0 208
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8 Publikationen

Spiralian Phylogenomics Supports the Resurrection of Bryozoa Comprising Ectoprocta
and Entoprocta

Hausdorf, B., Helmkampf, M., Meyer, A., Witek, A., Herlyn, H., Bruchhaus, 1., Hankeln, T.,
Struck, TH., Lieb, B.

Mol Biol Evol. 2007 Dec; 24(12):2723-9.

Phylogenetic analyses based on 79 ribosomal proteins of 38 metazoans, partly derived from 6
new expressed sequence tag projects for Ectoprocta, Entoprocta, Sipuncula, Annelida, and
Acanthocephala, indicate the monophyly of Bryozoa comprising Ectoprocta and Entoprocta, 2
taxa that have been separated for more than a century based on seemingly profound
morphological differences. Our results also show that bryozoans are more closely related to
Neotrochozoa, including molluscs and annelids, than to Syndermata, the latter comprising
Rotifera and Acanthocephala. Furthermore, we find evidence for the position of Sipuncula
within Annelida. These findings suggest that classical developmental and morphological key
characters such as cleavage pattern, coelomic cavities, gut architecture, and body
segmentation are subject to greater evolutionary plasticity than traditionally assumed.

EST Based Phylogenomics of Syndermata Questions Monophyly of Eurotatoria
Witek, A., Herlyn, H., Meyer, A., Boell, L., Bucher, G., Hankeln, T.
BMC Evol Biol. 2008 Dec 29;8(1):345

Background: The metazoan taxon Syndermata comprising Rotifera (in the classical sense of
Monogononta+Bdelloidea+Seisonidea) and Acanthocephala has raised several hypotheses
connected to the phylogeny of these animal groups and the included subtaxa. While the
monophyletic origin of Syndermata and Acanthocephala is well established based on
morphological and molecular data, the phylogenetic position of Syndermata within Spiralia,
the monophyletic origin of Monogononta, Bdelloidea, and Seisonidea and the
acanthocephalan sister group are still a matter of debate. The comparison of the alternative
hypotheses  suggests that testing the phylogenetic validity of Eurotatoria
(Monogononta+Bdelloidea) is the key to unravel the phylogenetic relations within
Syndermata. The syndermatan phylogeny in turn is a prerequisite for reconstructing the
evolution of the acanthocephalan endoparasitism. Results: Here we present our results from a
phylogenomic approach studying i) the phylogenetic position of Syndermata within Spiralia,
i1) the monophyletic origin of monogononts and bdelloids and iii) the phylogenetic relations
of the latter two taxa to acanthocephalans. For this analysis we have generated EST libraries
of Pomphorhynchus laevis, Echinorhynchus truttae (Acanthocephala) and Brachionus
plicatilis (Monogononta). By extending these data with database entries of B. plicatilis,
Philodina roseola (Bdelloidea) and 25 additional metazoan species, we conducted
phylogenetic reconstructions based on 79 ribosomal proteins using maximum likelihood and
bayesian approaches. Our findings suggest that the phylogenetic position of Syndermata
within Spiralia is close to Platyhelminthes, that Eurotatoria are not monophyletic and that
bdelloids are more closely related to acanthocephalans than monogononts. Conclusions:
Mapping morphological character evolution onto molecular phylogeny suggests the (partial or
complete) reduction of the corona and the emergence of a retractable anterior end (rostrum,
proboscis) before the separation of Acanthocephala. In particular, the evolution of a rostrum
might have been a key event leading to the later evolution of the acanthocephalan
endoparasitism, given the enormous relevance of the proboscis for anchoring of the adults to
the definitive hosts' intestinal wall.
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Significant Support for the Monophyletic Origin of Gnathifera from Phylogenomics
Witek, A., Herlyn, H., Mark Welch, DB., Hankeln, T.
Submitted to MPE

The monophyletic origin of Spiralia within the metazoan tree of life is well supported by
large-scale phylogenomic data. While there is now substantial molecular evidence for
Lophotrochozoa being a monophyletic supertaxon within Spiralia, the phylogenetic
affiliations of many other spiralian phyla remain unclear. Here we focus on the question of a
monophyletic supertaxon Gnathifera, which was originally defined by jaw morphology as
comprising the phyla Rotifera, Acanthocephala and Gnathostomulida. Based on a large-scale
molecular sequence dataset of 11.146 amino acid residues, we reconstructed phylogenetic
trees of spiralian phyla using maximum-likelihood and Bayesian approaches. We obtain the
first convincing phylogenomic evidence for the clade Gnathifera, linking Syndermata
(Rotifera + Acanthocephala) with Gnathostomulida. Furthermore, our data support recent
findings concerning the paraphyly of Eurotatoria.

Phylogenomics of Xenoturbella: Implications from comparing different EST datasets
Witek, A., Ebersberger, 1., Strau3, S., Weich, B., Israelsson, O., von Haeseler, A., Hankeln, T.

In Vorbereitung

The enigmatic taxon Xenoturbella has been assigned drastically different positions on the
metazoan phylogenetic tree since its discovery. Recently, phylogenomic data have identified
Xenoturbella as a basal deuterostome lineage. To further explore the value of EST (expressed
sequence tag) sequencing for phylogenetic reconstructions, we have produced an independent
set of 1100 Xenoturbella ESTs and compared this to the published datasets. Combining these
EST datasets, a concatenated alignment consisting exclusively of ribosomal protein sequences
was used for phylogenetic reconstruction and revealed essentially the same deuterostome
phylogeny as the more extended datasets, assembled from diverse proteins. This highlights
the value of ribosomal protein EST data for phylogenomic purposes, while minimising efforts
in sequencing and analysis. As ribosomal proteins are found even in small datasets of only
about 1000 ESTs in a sufficient quantity, such small high-quality EST datasets thus appear to
be sufficient (and cost-effective) for yielding stable phylogenies. In our analysis, Xenoturbella
is the sister group to the Ambulacraria (Echinodermata and Hemichordata). Furthermore, we
do find consistent support for the Olfactores (Vertebrata/Urochordata) clade and the
Ecdysozoa/Lophotrochozoa split.

Tagungsabstracts

Witek, A., Ebersberger, 1., Weich, B., Israelsson, O., von Haeseler, A., Hankeln, T. (2007):

Phylogenomics of Xenoturbella — Comparing different EST datasets. /100. Jahrestagung der
Deutsche Zoologischen Gesellschaft, Kéln. Abstract map, p. 129
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