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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Mit der besseren und leichter verfligbaren Rechentechnik seit den 1970er Jahren und der
Entwicklung einer schnelleren und billigeren Sequenzierungstechnik von DNA und RNA hat
die Bedeutung der numerischen Sequenzanalysen gegeniiber der klassischen, deskriptiven
Morphologie fir phylogenetische Untersuchungen stark zugenommen. Zu den jingeren
numerischen Methoden gehort die Analyse von genetischen Sekundarstrukturen, also
fiktiver 2-dimensionaler Faltungen von RNA-Molekiilen nach physikalisch-energetischen
Kriterien. Fir die numerische Durchfiihrung dieser Faltungen existieren verschiedene
physikalisch-energetische Modelle, die jeweils in diverse Algorithmen implementiert

wurden, die ihrerseits jeweils eine Anzahl willkiirlich wahlbarer, freier Parameter aufweisen.

Die erste Teilaufgabe dieser Arbeit bestand darin, eine Auswahl vorhandener Methoden und
Algorithmen der Sekundarstrukturanalyse an einem biologisch relevanten Beispiel zu testen
und ihre Vor- und Nachteile gegeniiber anderen Methoden der molekularen Systematik
herauszuarbeiten. Als Ergebnis kann grundsatzlich festgestellt werden, dass der methodische
Vorteil der Sekundarstrukturanalyse, relativ unempfindlich zu sein gegeniiber chemisch
irrelevanten Punktmutationen der Primarstruktur, den Nachteilen gegenlibersteht, dass die
neue Methode zeitaufwandig ist, sich zur automatisierten Bearbeitung wenig eignet, und
stark von einer groReren Zahl willkirlicher Entscheidungen des Bearbeiters abhangt, also zu

einem erheblichem Mal subjektiven Kriterien unterliegt.

Als biologisches Anwendungsbeispiel wurde die Phylogenie der Bivalvia ausgewadhlt. Die
Verwandtschaft vieler Taxa, zu ermitteln (ber ihre paarweise Ahnlichkeit gemessen nach
bestimmten Kriterien, ist ungeachtet zahlreicher Studien noch immer unsicher.
Unterschiedliche  taxonometrische  Untersuchungen fiihrten  bisher haufig zu

unbefriedigenden, inkonsistenten Resultaten.

Die zweite Teilaufgabe dieser Arbeit war die phylogenetische Analyse der Bivalvia mit der
Methode der Sekundarstrukturanalyse. Als genetisches Ausgangsmaterial wurde die 18S

Fraktion der ribosomalen RNA (18S rRNA) bevorzugt, weil (1) fir rRNAs mehrere Modelle
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Zusammenfassung

bzw. Algorithmen verfigbar waren und (2) deren Mutationsraten dieser Fraktion
hinreichend niedrig sind, um zumindest potenziell frihe Verzweigungen bis zum Kambrium
zeitlich auflésen zu konnen. Die Ausflihrung der Analyse hat ergeben, dass die neue
Methode grundsatzlich als Alternative bzw. als Ergdnzung zu herkdmmlichen Verfahren
geeignet ist, um eine phylogenetische Evolutionsgeschichte aus den vorliegenden
Primdrsequenzen abzuleiten. Jedoch gestaltet sich das Ergebnis als empfindlich gegeniiber
relativ willkirlichen, methodischen Details und entbehrt der erwiinschten Stabilitdt und
Objektivitdt. Aus diesem Grunde kann die neue Methode im derzeitigen Stand nur wenig
dazu beitragen, die bekannten Probleme der Phylogenie der Bivalvia maligeblich zu

verringern.

In dieser Arbeit vorkommende Fachbegriffe sind im Glossar im Anhang erklart. Die in
Abschnitt 4.2, ,Phylogenie der Bivalvia“, vorgestellten Stammbdume befinden sich im
Abschnitt 7.1, ,,Abbildungen®. Die beigefligte CD enthélt die genutzten Primarsequenzen und

die in dieser Arbeit bestimmten Sekundarstrukturen.
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Einleitung

2. Einleitung

“Of all natural systems, living matter is the one which, in the
face of great transformations, preserves inscribed in its
organization the largest amount of its own past history.[...]

We may ask the questions where in the now living systems the
greatest amount of their past history has survived and how it
can be extracted.”

Emile Zuckerkandl und Linus Pauling
Molecules as Documents of Evolutionary History, 1965

Vor mehr als 150 Jahren schrieb Charles Darwin sein Buch ,,Uber die Entstehung der Arten

durch natirliche Zuchtwahl”. Seitdem versucht die Wissenschaft, die Wege der realen
Evolutionsgeschichte nachzuvollziehen und Verwandtschaften zwischen den Arten und

Gruppen zu entschllsseln.

Dazu dienten im Laufe der Zeit viele, sehr verschiedene Methoden, wie die klassische
Morphologie, die phylogenetische Systematik, die numerische Taxonomie, kladistische

Analyse, sowie eine Fiille an Analysen des Genotyps.

2.1 Klassische Morphologie

Die klassische Morphologie ist bei weitem die &dlteste Methode, um Organismen zu
untersuchen und zu klassifizieren. Ahnlichkeiten zwischen den &uBeren und inneren
phanotypischen Merkmalen dienten schon Aristoteles in seiner Historia animalium zur
Einteilung der Lebewesen in ,verwandte” Gruppen. Mit der Entwicklung von optischen
Instrumenten wie Linsen und Mikroskopen wurden die Vergleiche des Korperbaus auf die
Untersuchung von Organen und Geweben ausgedehnt. Heute kann man mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie Strukturen bis hinab zur GroBe der Zelle und ihrer Bestandteile

auflosen.

Fiir eine erste Ordnung der Arten innerhalb der Stamme haben morphologische Merkmale

weitgehend ausgereicht. Fiir die (ibergeordnete Phylogenie hat sich jedoch gezeigt, dass
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diese Merkmale allein nicht aussagekréaftig genug sind und zusatzliche Indikatoren bendtigt

werden.

Arten, die wenig miteinander verwandt sind, kdnnen trotzdem groBe phanotypische
Ahnlichkeit besitzen und deshalb eine nahe Verwandtschaft suggerieren. Stammb&iume, die
ausschlieBlich auf morphologischen Merkmalen basieren, kdénnen dementsprechend
systematische Fehler enthalten, die durch konvergente phylogenetische Entwicklungen

verursacht werden.

Viele Evolutionsmodelle, wie z.B. die morphologische Taxonometrie, basieren auf der
Smoothness-Hypothese (Rechenberg, 1973; Tlusty, 2010), dass genotypisch benachbarte
Arten auch phanotypisch dhnlich sind. Im Gegensatz dazu ist konvergente Evolution ein

Beispiel fiir grolle genotypische Abstdande von phanotypisch dahnlichen Arten.
2.2 Phylogenetische Systematik

Den Grundstein fir die heutige phylogenetische Methodik legte der Zoologe Willi Hennig
(1950, 1966) in den 50er und 60er Jahren des 20. Jh. Die bis dahin tbliche Analyse, basierend
auf eher intuitiven Beurteilungen morphologischer Merkmale, wurde durch eine stringente
Theorie der systematischen Methodik ersetzt, die die evolutiondre Verwandtschaft zu
Grunde legt. Basierend auf den Homologie-Kriterien von Adolf Remane (1952) wurden
insbesondere die heute gangigen Begriffe Plesiomorphie und Apomorphie eindeutig
festgelegt. Sie bilden gemeinsam mit den Elementen der Numerical Taxonomy (Sneath &

Sokal, 1973) die Eckpunkte fiir die neue Kladistik.

Fiir die phylogenetische Systematik werden die untersuchten morphologischen Merkmale in
einer Matrix zusammengefasst und analysiert. Ein Stammbaum kann zum Beispiel mit dem
Maximalen Sparsamkeitsprinzip (,Maximum Parsimony”), d.h. einer Minimierung der
notwenigen Schritte, durch eine Analyse von Merkmalsauspragungen generiert werden. An
dieser Stelle greifen klassische und Molekulare Morphologie ineinander und kénnen in einer

Merkmalsmatrix zusammengefasst und ausgewertet werden.
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2.3 Numerische Taxonomie

Mit der immer besseren Verfligbarkeit von Rechentechnik, insbesondere seit den 1970er
Jahren, gewannen automatisierte Methoden zur systematischen und statistischen
Verwandtschaftsanalyse zunehmend praktische Bedeutung. Die numerische Taxonomie setzt
auf eine grofe Anzahl von morphologischen Merkmalen, die beobachtbar und
quantifizierbar sein mussen. Mittels komplexer, computergestitzter Verfahren soll so ein
objektives MaR fiir Ahnlichkeit von Individuen gefunden werden. Die paarweise Bewertung
von Ahnlichkeiten in Form einer Matrix kann dann als Ausgangspunkt fiir die mathematische
Konstruktion eines taxonomischen Systems, in der Regel in Form eines graphen-
theoretischen Baums, dienen (Fitch & Margoliash, 1967). Phylogenetische Gesichtspunkte
wurden bei dieser Methode zunachst nicht beriicksichtigt (Sokal &Rohlf, 1995), spater aber
in Analysesoftware zur Phylogenetik implementiert (zum Beispiel HENNIG86 und PAUP
(Swofford, 2003)).

Der reguldre Aufbau der DNA gestattet es, sie auf einfache Weise, als mathematisches
Modell darzustellen. Die Numerische Taxonomie zur Analyse bietet sich an (Jiménez-

Montafo et al, 2004).
2.4 Genetische Analyse

Die Erbsubstanz tragt nicht nur die genetische Information, die zum ontogenetischen
Entfalten und zur Lebenserhaltung eines Organismus notwendig ist. Der Vergleich der DNA
verschiedener Arten erlaubt Riickschliisse auf ihre Verwandtschaft und phylogenetische
Hypothesenbildung. Die Individuen und ihre Arten existieren nur fir begrenzte Zeitraume,
ihre Gene jedoch reichen weit dariiber hinaus in die Vergangenheit zuriick — bis zur
Entstehung des Lebens. Da bestimmte Mutationen in der DNA keinen Einfluss auf die
biochemische Stabilitdt oder Funktion des durch die Sequenz codierten Molekiils haben,
bleiben alle Veranderungen, die nicht zu einem phanotypischen Nachteil des Organismus
fihren, in der DNA Uber langere Zeit erhalten. So stellt die DNA mit diesen zufélligen
»Markern® grundsatzlich ein ,Tagebuch” ihrer eigenen Entwicklungsgeschichte dar, das

entschlisselt werden kann (Zuckerkandl & Pauling, 1965; Feistel, 1990; Wells, 2004).
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Nach der RNA-Welt-Hypothese (Gilbert, 1986) ist die RNA der dlteste Baustein der heutigen
Lebensformen. Sie arbeitet sowohl als universeller Informationsspeicher als auch als
Katalysator chemischer Reaktionen. Damit vereint die RNA in sich alle Funktionen und
Eigenschaften, die spater in der Evolution durch DNA und Proteine (ibernommen wurden.
Um ,Deep Phylogeny” zu untersuchen, ist es deshalb sinnvoll, die verschiedenen Formen, in

denen RNA in Lebewesen vorkommt, zu analysieren.

Die rRNA (ribosomale RNA) ist am Aufbau und der enzymatischen Aktivitat des Ribosoms
und damit direkt an der Proteinsynthese beteiligt: Eukaryotische Ribosomen setzen sich aus
zwei Untereinheiten, bestehend aus Proteinen und mehreren Abschnitten rRNA zusammen.
Die rRNAs werden je nach ihrem Sedimentationskoeffizienten benannt: Die groRe
Untereinheit der Ribosomen besteht aus drei Fraktionen, 28S, 5,8S und 5S rRNA; die kleine

Untereinheit besteht aus der 18S rRNA.

Die rRNA als Element der Proteinsynthese ist essentiell fir die Lebensfdhigkeit eines
Organismus. Zum einen sind Abschnitte der Primdrsequenz der rRNA direkt an den
Reaktionen beteiligt, zum anderen ist die auf der Primarsequenz aufbauende rdumliche

Struktur entscheidend fiir die Funktion.

Die RNA wird, wie alle anderen Bestandteile der Zelle, durch bestimmte Abschnitte der DNA
codiert. Die 18S rDNA codiert die 18S rRNA. Im Folgenden wird immer dann von rRNA
gesprochen, wenn die an der der Proteinsynthese beteiligte funktionelle rRNA gemeint ist.
Die rRNA ist auch die Form, die in einer 3D-Struktur vorkommt und analysiert wird. Wenn es
aber um die Primarsequenz und ihre Mutation geht, wird hier der Begriff rDNA verwendet

fur den Abschnitt, der die rRNA codiert.

Die rdumliche Struktur der eukaryotischen DNA ist bereits seit 1953 durch die Arbeit von
Watson und Crick bekannt. Wahrend bei der DNA die Sequenz (die Primarstruktur) mehr
phylogenetische Informationen birgt, als ihre rdumliche Struktur (Sekundar- und

Tertidrstruktur), sind die Dinge bei der RNA wesentlich komplizierter.
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RNA-Molekiile sind, im Gegensatz zur DNA, Einzelstrdange. Sie kdnnen in weiten Abschnitten
auf sich selbst zuriickfalten wund weisen dort eine Helix-Struktur auf. Die
Doppelstrangabschnitte werden durch flexible Einzelstrangabschnitte, sogenannte Loops,
unterbrochen. Die resultierende rdaumliche Struktur (Sekundar- und Tertidrstruktur) ist
grundlegend fir die Funktion der RNA (Zuker & Stiegler, 1981, Rijk & Wachter, 1997). Eine
detaillierte Erklarung zur Sekundarstruktur von RNA findet sich in Abschnitt 3.3.1,

,Sekundarstruktur”.

Entstehen Mutationen in der rDNA, die den ,,Phdnotyp” und die funktionellen Abschnitte der
dadurch codierten rRNA maRgeblich verandern, wird die gesamte Funktion gestort — der
Organismus ist mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht liberlebensfahig. Da Mutationen nur an
wenigen Positionen toleriert und vererbt werden kdnnen, ist die effektive Mutationsrate der
Gensequenz gering - die funktionellen sowie die strukturgebenden Abschnitte sind hoch
konserviert. In der rDNA bleiben dementsprechend nur ,stille” oder durch Proteine
kompensierbare Mutationen erhalten und werden an die Nachkommen weitergegeben.
ErwartungsgemaR sind zahlreiche Abschnitte der 18S rDNA funktionsgebunden und deshalb
fixiert. Fir die Analyse in dieser Arbeit sind deshalb nur wenige Abschnitte der rDNA von

Bedeutung.

Die rRNA kommt in fast unverdnderter Form (mit leichten Unterschieden zwischen Pro- und
Eukaryoten) in allen lebenden Organismen vor. lhre Primarsequenz ist weitgehend hoch
konserviert, um ihre Funktion in der Proteinsynthese zu gewahrleisten. Bisherige
Erfahrungen weisen darauf hin, dass die Sekundar- und Tertidrstrukturen von Molekilen
noch einmal deutlich konservativer sind als die jeweiligen Primarstrukturen, d.h. die
Nukleotid- oder Aminosauresequenzen (Billoud et al., 2000; Lydeard et al., 2000, 2002;
Wang & Lee, 2002; Ender & Schierwater, 2003). So ist etwa bei der Proteinsynthese aufgrund
der Redundanz des genetischen Codes (4®> = 64 Nukleotidtriplets: wenn man die ,Stop-
Codons“ abzieht, werden 20 Aminosaduren von 61 Triplets codiert) die Aminosduresequenz
konservativer als die Nukleotidsequenz. In analoger Weise wie bei Proteinen gestattet auch

die Untersuchung der Primarsequenz und Sekundarstruktur von rRNA im Prinzip eine
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Analyse der zeitlichen genetischen Variabilitit und damit der phylogenetischen

Verwandtschaft zwischen den Taxa Giber groBe Zeitspannen.

Bereits in den Siebziger Jahren des 20. Jh. wurde aufgrund einer Ahnlichkeitsanalyse der
ribosomalen RNA (16S und 18S) die Einteilung aller lebenden Organismen in die drei

Domanen der Bakterien, Archaeen und Eukaryoten vorgenommen (Woese & Fox, 1977).

Anhand von phylogenetischen Untersuchungen an der 18S rRNA, der zur Analyse bevorzugt
verwendeten Einheit der rRNA, wurde auch die derzeit diskutierte Einteilung der
Protostomia in Ecdysozoa (Arthropoda, Tardigrada, Onychophora, Nematoda, Kinorhyncha,
Gastrotricha und Priapulida) und Lophotrochozoa (u.a. Brachiopoda, Entoprocta, Phoronida,
Mollusca, Annelida, Nemertea, Sipuncula, Echiura, Bryozoa) vorgenommen (Aguinaldo et al.,
1997; Giribet, 2003; Telford et al. 2008, Waegele et al., 2009). Warum diese RNA fir diese

Fragestellung besonders geeignet ist, wird spater im Detail diskutiert.

Die mitochondriale DNA und die DNA der pflanzlichen Plastiden bieten neben der 18S rRNA
eine weitere Moglichkeit, die Phylogenie von Organismen zum Teil bis ins Prakambrium
zurlick zu verfolgen. Durch die vollstindige Analyse der Genome von Rotalgen und
Cyanobakterien konnte zum Beispiel belegt werden, dass alle Plastiden als Endosymbionten

der Eukaryoten, einen gemeinsamen Ursprung haben (McFadden & van Dooren, 2004).

Ein besonders erfolgreiches Beispiel fiir die Verwandtschaftsanalyse mittels mtRNA, der RNA
von Mitochondrien, ist die menschliche Genealogie und globale Migrationsgeschichte (Wells,

2004; Hamel, 2007).

Fast ebenso hoch konserviert wie rRNA und mtRNA sind die sogenannten Hox-Gene, welche
die Zelldifferenzierung und Morphogenese eines Individuums steuern. Dementsprechend
sind Veranderungen auch in dieser Genfamilie in den meisten Fallen letal. Eine Analyse ist
z.B. im Fall der Phylogenie der Arthropoda interessant. Die Familie der Hox-Gene datiert vor
die Radiation der Arthropoda im friihen Kambrium (Grenier et al., 1997). Dadurch bietet sich
dieser Genabschnitt an, die Verwandtschaft der GroBgruppen innerhalb der GliederfiiRler zu

untersuchen.
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Die Ahnlichkeiten der Morphologie des Atmungssystems und die Reduktion eines
Antennenpaars deutet auf eine nahe Verwandtschaft von Hexapoda und Myriapoda hin (=
Tracheata / Antennata). Als Schwestergruppe von beiden wurden aufgrund ihrer komplexen
Mandibeln die Crustacea eingeordnet (Mandibulata). Basal stehen Chelicerata und

Onychophora (Abbildung 1) (Ax, 1999).

Tracheata
Onychophora Chelicerata Crustacea = Hexapoda + Myriapoda

AN Mandibulata

v\ ‘\ Euarthropoda
Arthropoda

nach Ax, 1999

Abbildung 1: Klassische Phylogenie der Arthropoda nach morphologischen Merkmalen (Ax, 1999)

Im Widerspruch zur morphologischen Ahnlichkeit stehen die molekularen Daten zur
genetischen Verwandtschaft. Die Untersuchung verschiedener Hox-Gene sowie
verschiedener rRNA und neuronale Strukturen, sowie neuerdings auch sogenannte EST-
Datensatze (Adams et al, 1991) widerlegen den klassischen ,morphologischen”
Stammbaum. Die genetische Analyse hat ergeben, dass sich die Hexapoda aus Crustaceen
herleiten (Tetraconata oder Pancrustacea-Konzept) und mit den Myriapoda nicht naher
verwandt sind. Letztere sind ndher mit den Chelicerata verwandt, als mit dem Pancrustacea-

Zweig (Cook et al., 2001; Deutsch, 2011) (Abbildung 2).
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Tetraconata / Pancrustacea
Onychophora Chelicerata Myriapoda = Hexapoda + Crustacea
2¢ 7
’ .

[N Mandibulata

\ \ Euarthropoda
Arthropoda
nach Deutsch, 2011

Abbildung 2: Neue Phylogenie der Arthropoda unter Einbeziehung von molekularen Daten, insbesondere der Analyse
von Hox-Genen und rRNA

Fiir die Untersuchung prakambrischer Evolution wurde durch David & Alm (2010) ein
detailliertes Modell zur Analyse von fast 4000 Genfamilien von 100 Genomen von Arten aus
allen drei Domédnen entwickelt. Dabei wurden Informationen gewonnen, die eine
»Archdische Expansion” vor 3,3 bis 2,8 Milliarden Jahren vermuten lassen. Aus diesem
Zeitraum stammen 27 Prozent aller heute existierenden Genfamilien. Die dabei neu
entstandenen Gene fiir den biochemischen Elektronentransfer bedeuteten einen grofRRen
Fortschritt fur die Entwicklung des Lebens auf der Erde: Durch sie wurden Photosynthese
und Sauerstoffatmung moglich. Erstere flihrte vor 2,4 Milliarden Jahren zum ersten ,Great
Oxidation Event”. Der produzierte Sauerstoff veranderte die Lebensbedingungen auf der
Erde entscheidend: Das in den Weltmeeren geldste Eisen oxidierte und fiel aus, Sauerstoff
gelangte in immer grofReren Mengen in die Atmosphére (Lyons & Reinhard, 2009). Ein groRer
Teil der damals existierenden anaeroben Mikroorganismen kdonnte deshalb ausgestorben
sein. Die Gene, die damals von den Uiberlebenden Mikroorganismen weitergegeben wurden,

existieren bis heute.

Fir eine der bisher umfangreichsten phylogentischen Analysen von Goloboff et al. (2009)
wurden von mehr als 73 000 Arten mehr als 600 morphologischen Merkmale mit 13
verschiedenen Genen (unter anderem verschiedene rRNA, COX I-Il und CytB) kombiniert und
ausgewertet. Das Resultat war ein Stammbaum (Abbildung 3), der alle eukaryotischen

GroRgruppen umfasst und in Beziehung stellt. Auch die Mollusca wurden mit Hilfe groBer
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Datensatze untersucht (Kocot et al., 2011; Smith et al., 2011). Solche Analysen von mehreren
Tausend Arten und/oder Genen sind mit Hilfe sogenannter ESTs (Expressed Sequence Tags)
praktisch machbar geworden. ESTs sind kurze, flr das spezielle Gen moglichst eindeutige
Genabschnitte (bzw. deren Komplementarsequenzen) am Anfang und Ende der jeweiligen
kompletten Primdrsequenz. Durch ESTs kdnnen bestimmte gesuchte Gene in einer grolRen
Anzahl nicht naher identifizierter Sequenzen (in der GenBank) numerisch lokalisiert und

isoliert werden (Adams et al., 1991).

Die oberen Beispiele verdeutlichen die neue Qualitdt der Forschung durch die Analyse einer
groBen Anzahl von Sequenzen. Die Sequenzierung von DNA-Molekilen ist mit der Zeit
preiswerter und schneller geworden. Wahrend im Human Genome Project noch dreizehn
Jahre notwendig waren, um die etwa drei Milliarden Basenpaare der menschlichen DNA zu
sequenzieren, wurden sie wenige Jahre spater schon in einem Monat entschlisselt

(Pushkarev et al., 2009).

Fortschritte in der Sequenzierungstechnik machen es maoglich, dass heute eine grofRe Anzahl
an neuen Sequenzen jedes Jahr entschlisselt wird. Datenbanken wie die GenBank stellen die
Sequenzen der Allgemeinheit per Internet zur Verfligung. Wahrend die Datenmenge
exponentiell wachst, sind kritische Auswertungsmethoden trotz einiger bemerkenswerter
Fortschritte (Parsimony Ratchet von Nixon, 1999; Cladistics TNT von Goloboff et al., 2008;
RAXML-VI-HPC von Stamatakis, 2006) zuriickgeblieben. Die Menge an bekannten Sequenzen
bietet eine Vielzahl an Mdglichkeiten, die darin verborgenen Informationen aufzuspiren, die

weit (iber die numerische Ahnlichkeit der Primdrsequenzen hinausgeht.

Fiir diese Arbeit wurde sequenzierte 18S rDNA genutzt, deren Basenfolgen im Internet frei

verfligbar sind.
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Abbildung 3: Stammbaum der eukaryotischen GroRgruppen, ermittelt aus morphologischen und genetischen
Informationen von 73 060 Arten. Stammbaum links: nur molekulare Daten; Stammbaum rechts: kombinierter Datensatz.
Aus Goloboff (2009).
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2.5 Molekulare Morphologie

Die groRBe Bedeutung der rRNA und ihre vermutlich seit mehr als einer Milliarde Jahren
innerhalb der Eukaryonta prinzipiell kaum veranderte Sekundarstruktur legen es nahe,
letztere genauer zu untersuchen. Die ersten Algorithmen zur Ermittlung der
Sekundarstruktur von RNA wurden Ende der 1970er Jahre entwickelt:

= 1978 Nussinov-Algorithmus (Nussinov et al., 1978)

= 1981 Zuker-Algorithmus (Zuker & Stiegler, 1981)

= 1985 Sankoff-Algorithmus (Sankoff, 1985)

Grundlage der drei Algorithmen ist die Stirke der biochemischen und physikalischen
Wechselwirkungen zwischen den Nukleotiden der Sequenz im gefalteten Zustand. Der
Nussinov-Algorithmus versucht, das Molekiil so zu falten, dass die Anzahl von entstehenden
Basenpaaren maximal wird. Biologisch und physikalisch ist diese Herangehensweise fiir die
vorliegende Arbeit jedoch nicht sinnvoll. Die Algorithmen von Zuker und Sankoff beruhen auf
thermodynamischen Modellen und legen die Minimum Free Energy (MFE) im gefalteten
Molekil zugrunde. Dies fihrt (im weitesten Sinne) zu biologisch sinnvolleren Strukturen. Der
Sankoff-Algorithmus soll die Maoglichkeit bieten, die Aufgaben des Alignments der
Sequenzen, der Sekundarstruktur-Vorhersage und die daraus resultierende Berechnung
phylogenetischer Stammbdume simultan zu |6sen. Dieses Verfahren wiirde die hier gesuchte
Molekulare Morphologie vollstandig lberspringen und damit einer kritischen Bewertung
oder Modifikation entziehen. In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb Programme

verwendet, die auf dem Zuker-Algorithmus aufbauen.

Die relativ einfache Vorhersage der Sekundarstruktur, z.B. mit dem Zuker-Verfahren, ohne
Laboraufwand oder experimentell-technische Hilfsmittel macht ihre Untersuchung um vieles
leichter und kostenglinstiger. Wadhrend der letzten Jahre wurde daraus eine
zukunftsweisende Methode “Molekulare Morphologie” entwickelt, d.h., die morphologische
Analyse von 2D- oder 3D-Strukturen der untersuchten Molekiile eingefiihrt (Billoud et al.,
2000; Wang & Lee, 2002; Ender & Schierwater, 2003). Da sich die Strukturvorhersage und die

Darstellung von 3D-Strukturen mit heutigen numerischen Mitteln noch immer als schwierig
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erweist, stellt die Analyse der vereinfachten 2D-Strukturen einen hilfreichen Kompromiss
zwischen der vergleichsweise einfachen Sequenzanalyse und der komplizierten Bewertung

der biochemischen Aktivitat des gefalteten Molekiils dar.

Die Molekulare Morphologie hat zwei grundlegende methodische Teilaufgaben, die von
relativ willkiirlichen Entscheidungen der Anwender abhdngen und fiir die es alternative
Ansatze gibt, die in dieser Arbeit kritisch bewertet werden. Das ist zum einen das
Konstruktionsverfahren der 2D-Struktur aus der Primarsequenz, das verschiedene
Algorithmen einsetzt, um automatisch ein Minimum der Bindungsenergie der gefalteten 2D-
Struktur zu finden. Neben der unklaren Effektivitdt und Eindeutigkeit des LOsungs-
algorithmus gibt es weitere Freiheitsgrade, die das Ergebnis wesentlich beeinflussen kénnen,
wie etwa die angenommene Temperatur oder der pH-Wert der Umgebung. Zum anderen
besteht die Aufgabe darin, ein MaR fiir die Ahnlichkeit zwischen zwei berechneten 2D-
Strukturen geeignet zu definieren und auf jedes Paar von untersuchten Molekilen
anzuwenden. Bisher fihren visuelle Vergleichsverfahren zu deutlich besseren Ergebnissen
als automatisierte, sie sind jedoch mit einem hohen Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden
und unterliegen subjektiven und moglicherweise von Zeit zu Zeit oder Person zu Person

wechselnden Kriterien.

Im Vergleich zu friiheren Methoden bietet die Molekulare Morphologie einen qualitativ

neuartigen Datensatz zur Untersuchung phylogenetischer Aufgabenstellungen. Molekulare
Morphologie zeichnet sich durch einige charakteristische Eigenschaften aus:

= Ein Vorteil des Verfahrens besteht darin, dass irrelevante (,blinde”) Mutationen, die

als Abweichungen in den 1D-Sequenzvergleichen auftreten, kaum eine Veranderung

der 2D-Strukturen bewirken. Zusatzlich lassen genau die Regionen, die in den

Primarsequenzen die groBten Schwierigkeiten in der Sequenzanalyse bereiten —

aufgrund von unklaren Alignments — und deshalb ausgeschlossen werden miissen,

erkennbare phylogenetische Muster erwarten (Billoud et al., 2000). Das gleiche gilt

fur Insertionen und Deletionen, die sogenannten ,InDels“, Mutationen im Genom,

die durch das Einfligen oder Herausfallen einer oder mehrerer Basen entstehen.
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= Die fatalen Auswirkungen einer ,falschen” Mutation schrianken die
»Tagebuchfunktion” der rDNA stark ein. Typischerweise liefern die Daten keinen voll
aufgelodsten phylogenetischen Baum. Sie bieten jedoch Anhaltspunkte fir bestimmte
Verzweigungen im Baum.

= Die Daten (Vorkommen oder Fehlen von molekular-morphologischen Merkmalen)
kénnen als potentielle Synapomorphien direkt in eine morphologische Datenmatrix
integriert werden. Im Gegensatz zu Analysen der Primarsequenz kénnen molekular-
morphologische Merkmale direkt mit morphologischen kombiniert und ausgewertet
werden.

= Bereits bekanntes Wissen zu den Variationen in Sekundar- und Tertidarstrukturen der
untersuchten Molekiile verbessert die Modelle zur Nukleotid-Substitution, die
Anwendung in der Sequenzanalyse der jeweiligen Molekiile finden (Wang & Lee,
2002). Die Analyse der Primarsequenz hangt vor allem von einem sorgféltigen
Alignment der Sequenzen ab — sodass analoge Bereiche gleichgesetzt werden und
Mutationen, Insertionen und Deletionen als solche richtig bei der Untersuchung
erkannt werden. Durch eine bekannte Sekundarstruktur kann das Alignment

malgeblich verbessert werden.

Mit diesen Eigenschaften bietet die Molekulare Morphologie nicht notwendig die ultimativ
beste Methode. Sie kann aber dazu beitragen, nicht gefestigte phylogenetische Annahmen -
stets Hypothesen - zu bestatigen und neue Impulse fir die Aufklarung noch unsicherer

Verwandtschaftsverhaltnisse zu liefern.

2.6 Bivalvia

Als eine Anwendung fiir die Methode der Molekularen Morphologie soll in dieser Arbeit die

Phylogenie der Bivalvia untersucht werden.

Die Bivalvia sind ein gut untersuchtes Taxon des Tierreichs. Die verschiedenen
Nutzungsmoglichkeiten machten ein grundlegendes Wissen um die Muscheln schon
friihzeitig notwendig. Als Nahrungsmittel sind besonders Miesmuscheln, Austern oder

Jakobsmuscheln bekannt, aber auch Herz- und Venusmuscheln werden kommerziell
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genutzt. Bereits im Altertum waren Perlen und Perlmutt als Schmuck und Dekoration
beliebt, aus dem Mittelalter sind Handschuhe aus Byssusfaden (,,Muschelseide”) erhalten
(Ausstellungsstiick, Zoologische Sammlung Rostock). Nicht nur die Schiffe von Kolumbus
wurden von den Schiffsbohrmuscheln angegriffen. Die 6kologische Wirkung der Muscheln
als Filtrierer ist erst in der Neuzeit ausfuhrlich untersucht worden. Trotz ihrer Bedeutung ist
die Verwandtschaft innerhalb der Bivalvia unzureichend untersucht und wurde in den

letzten 100 Jahren mehrfach revidiert.

Die Radiation der GroRgruppen und Ordnungen innerhalb der Bivalvia fand vom spéaten
Kambrium bis zum Silur statt; fast alle 6kologischen Nischen der Muscheln waren
ausgepragt. Als geeignetes Gen, das diesen Zeitbereich auflosen kann, wurde die sehr
konservative 18S rDNA ausgewahlt (Winnepenninckx et al., 1996). Die Molekulare
Morphologie ihrer Sekundarstruktur soll Aufschluss geben Uber die Verwandtschafts-
verhidltnisse innerhalb der bislang nur unsicher klassifizierbaren Gruppen der Bivalvia. Fir die
Aufschlisselung der rezenten Gattungen und Familien eignet sich mitochondriale DNA, wie

12S oder 16S rRNA (Puslednik & Serb, 2008).

2.6.1 Stand des Wissens zur Phylogenie

Die klassische Morphologie ist bei weitem die &dlteste Methode, um Organismen zu
untersuchen und zu klassifizieren. Auch die Bivalvia, durch ihr haufiges Vorkommen, ihre
vielseitigen Nutzungsmoglichkeiten und nicht zuletzt ihre Schonheit, wurden seit alters her

gern untersucht und beschrieben.

Die Schalen sind das bekannteste Merkmal der Bivalvia. In der Paldontologie ist das
Vorkommen von Muschelschalen einer der wichtigsten Indikatoren fir Erdzeitalter. Auch
postglaziale Stadien der Entwicklung der Ostsee wurden beispielsweise nach der Salztoleranz
der jeweils vorherrschenden Muschelpopulation klassifiziert, so z.B. das , Yoldia-Meer” nach
Portlandia arctica, frither als Yoldia arctica bezeichnet. AulRer der Tatsache, dass Form und
GroRRe der Schalen vom Alter und genetischen Eigenschaften der Muscheln abhédngen,
stellen sie auch einen Umweltindikator dar, der z.B. stark von der Kalzium-Ubersattigung und

damit vom Salzgehalt, von der Temperatur und dem jeweiligen pH-Wert der marinen
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Umwelt abhangt (Ilvany et al., 2011; Marion et al., 2009). Form, Ultrastruktur, Schicht-
zusammensetzung, Mantellinie, Muskelabdriicke und Schlosszahne der Schale bilden fir
Paldontologen und Zoologen seit langer Zeit wichtige Merkmale zur taxonomischen

Einordnung der Bivalvia (Abbildung 4).

Die Untersuchung der Organsysteme rezenter Arten liefert eine Reihe weiterer
Unterscheidungsmerkmale. Die verschiedenen Typen von Kiemen (Proto-, Fili-, Eulamelli-
oder Septibranchien, siehe Abbildung 5), die Ausbildung und Faltung des Mantelrandes,
Anzahl und Art der SchlieBmuskeln sowie Magenstrukturen bieten viele Anhaltspunkte zur

Klassifizierung der Muscheln.

Bei der Entwicklungsgeschichte der Muscheln stellt sich jedoch ein besonderes Problem:
Multiple konvergente Entwicklungen betreffen fast alle morphologischen Merkmale und
erschweren die Klassifizierung. So ergeben Analysen der Schlosszahne (Newell, 1965, 1969)
oder der Kiemen (Franc, 1960) sehr unterschiedliche Stammbaume — je nachdem auf welche

Merkmale der Schwerpunkt der Analyse gesetzt wurde.
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Abbildung 4: Verschiedene Muschelschalen: 1-3 Pteriomorphia (1 - Ostreoidea, 2 - Pectinoidea, 3 - Mytiloidea), 4-6
Heterodonta (4 - Veneroida: Cardioidea, 5 - Myoida: Myoidea, 6 - Veneroida: Solenoidea). Markiert sind charakteristische
Merkmale: m — Muskelansatzstellen, ml — Mantellinie, s — Schloss mit Schlosszdhnen.

', \ :
Absteigender A F g
: Jast ~
Aufsteigender

C Filibranchien D Eulamellibranchien

Abbildung 5: Verschiedene Kiementypen bei den Bivalvia: A - Protobranchien, B - Septibranchien, C - Filibranchien, D -
Eulamellibranchien (aus Westheide & Rieger, 1996)
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Der jungste Ansatzpunkt der morphologischen Forschung ist deshalb die Ontogenese der
Bivalvia. Nach der Grundregel von Haeckel (1866), dass die Ontogenese die Phylogenese
rekapituliert, kdnnte die Larvalentwicklung entscheidende Hinweise zu den oben genannten
Parallelismen liefern (Bdndel, 1988; Cannuel & Benninger, 2006; Cannuel et al., 2009; Evseev

et al., 2005).

Eine der ersten wichtigen Arbeiten zur Systematik der Muscheln war die von Thiele (1935).
Er unterteilte die Bivalvia in drei GroRgruppen, Taxodonta, Anisomyaria und
Eulamellibranchia. Die Taxodonta enthielten die heutigen Protobranchia und die Arcoida;
finf Gruppen der heutigen Pteriomorphia bildeten die Anisomyaria. Die gréBte Ordnung der
Eulamellibranchia teilte sich in vier Unterordnungen — Schizodonta (heute Teil der
Palaeoheterodonta), Heterodonta, Adapedonta (polyphyletische Reste ,Myida“ und

,Venerida“) und Anomalodesmata.

In den 60er Jahren wurden durch Cox (1960) und Newell (1965, 1969) die morphologischen
Erkenntnisse zusammengefasst und die fiinf Unterklassen Protobranchiata, Pteriomorpia,
Palaeoheterodonta, Heterodonta und Anomalodesmata eingefiihrt. Diese morphologisch
begriindeten Taxa blieben zwar bis heute erhalten, ihre Positionen im Stammbaum der

Bivalvia haben sich jedoch inzwischen mehrfach gegeneinander verschoben (Abbildung 6).

Seit der Nutzung von DNA-Sequenzen zur Verwandtschaftsanalyse wurden von den Mollusca
fast alle Taxa untersucht, lediglich die Verwandtschaft der Bivalvia blieb bis in die spaten
1990er Jahre in Hinsicht auf Sequenz-Analyse unbeachtet. In den letzten 15 Jahren wurde
das genetische Material zahlreicher Arten der Bivalvia sequenziert und in der GenBank zur

Verfigung gestellt.

Wahrend sich die morphologische Untersuchung durch Parallelismen in der Evolution der
Bivalvia unsicher gestaltet, entstehen in der molekularen Analyse wiederum Probleme durch
rapide Radiationsereignisse (Adamkewicz et al. 1997, Lindgren et al. 2004; Plazzi &
Passamonti, 2010). Diese erschweren zum Beispiel die phylogenetische Auflésung der

Pteriomorphia in ihre Untergruppen.
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Inzwischen konnte eine Anzahl molekularbasierter Arbeiten zur Phylogenie der Bivalvia
(Tabelle 1) einige offene morphologische Fragen klaren. Die Position der Anomalodesmata
innerhalb der Heterodonta wurde bestatigt. Die Monophylie vieler Taxa (Heterodonta,

Palaeoheterodonta, Pteriomorphia, Arcoida, Mytiloida) wurde starker belegt.

Dennoch bleibt die Entwicklungsgeschichte der Muscheln und dabei insbesondere die
Heterodonta noch immer in vielen Punkten im Dunkeln. Die Zugehorigkeit der Nuculanoidea
zu den Protobranchia wurde durch die molekulare Analyse in Frage gestellt. Einige
Stammbadume auf Niveau von Familien und Ordnungen bleiben strittig und bedirfen

weitergehender Untersuchungen.

Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick (iber den gegenwirtigen Stand der Systematik der
Bivalvia (Abbildung 7) gegeben werden. Die Abbildungen 6 bis 11 sollen die noch immer

bestehenden Unsicherheiten in diesem Forschungsgebiet verdeutlichen.

2.6.2 Protobranchia

Protobranchia sind urspriingliche, marine Muscheln mit PerlImutt (Solemyoidea, Nuculoidea)
oder ohne (Nuculanoidea), deren Ursprung im Unterordovizium zu suchen ist. I|hr
charakteristisches Merkmal sind die Ctenidien (Kiemen), die denen basaler Gastropoda
dhneln (Reid, 1998). Morphologisch stehen sie basal als monophyletisches Adelphotaxon zu
den restlichen Autobranchia. Molekulare Analysen stellen die Monophylie jedoch in Frage:
die Nuculanoidea gehéren demnach in die Pteriomorphia oder in deren Nahe (Giribet &
Wheeler, 2002; Giribet & Distel, 2003; Plazzi & Passamonti, 2010), die Solemyoidea und

Nuculoidea bilden die Protobranchia sensu stricto.
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PROTOBRANCHIA PALAEQTAXODONTA
PROTOBRANCHIA
ANOMALODESMATA LIPODONTA
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A STAROBOGATOV (1992) B COPE (1996)
PROTOBRANCHIA PROTOBRANCHIA
MYTILOIDA MYTILOIDA
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_EI'ETEHDDDNT.ﬁ MYOIDA
ANOMALODESMATA E: ANOMALODESMATA

C WALLER (1997) D MORTON (19396)
PROTOBRANCHIA —— P RO TOBRANCHIA
e FTERIOMORPHIA r—— AN OM ALODESMATA
TRIGONIDAE OSTRECIDEA
PALAEOHETERODONTA MYTILOIDR
UNIONOIDA PTERIOMORPHILA
ARCOIDA
p——— ENEROIDA
] HETERCDOMNTA PECTINOIDEA
e WY CIDA
PALAEOHETERODONTA
e ANOMALODESMATA HETERODONTA
E SALVINI-PLAWEN & STEINER (1996) F ADAMKEWICZ ET AL. (1997)

Abbildung 6: Ausgewdhlte Beispiele von hypothetischen Phylogenien der Bivalvia. Fiinf Morphologie-basierte
Stammbé&ume (A - E) und ein Stammbaum basierend auf der Analyse von 18S rDNA (F - Adamkewicz et al., 1997) (aus
Adamkewicz et al., 1997).
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Protobranchia Solemyidea
: Nuculoidea

Nuculanoidea

Bivalvia | ?
Pteriomorphia
?
I__' Palaeoheterodonta
Autobranchia
?

Heterodonta
(inkl. Anomalodesmata)

Abbildung 7: Hypothetische Phylogenie der Bivalvia, angepasst nach verschiedenen Autoren.
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Tabelle 1: Auswahl von Publikationen mit molekularen Untersuchungen zur Phylogenie der Bivalvia.
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Protobranchia
Palaeoheterodonta
Heterodonta
Mytiloidea
Modiomorphoidea
Anomalodesmata

Arcoidea
[ Limopsoidea

Limoidea
Anomioidea
Pectinoidea
Pterioidea
Pinnoidea
Ostreoidea
Plicatuloidea
Carter (1990)

Protobranchia

Palasohesterodonta
_E Anomalodesmata
Heterodonta

Mytiloidea

Pinnoidea

Pterioidea
Ostreocidea
e Arcoidea
Plicatuloidea
{ Anomioidea
Limoidea
-[ Pectinoidea

Steiner and Hammer (2000)
(18S rDNA)

Protobranchia
Palasoheterodonta
Modiomorphoidea
Anomalodesmata
Heterodonta
Limopsoidea
Arcoidea
Mytiloidea
Ptericidea
Pinnoidea
Limoidea
Ostreoidea
Anomioidea
Pectinoidea
Cope (1996)

Outgroup
Mytiloidea
Heterodonta
Arcoidea
I: Limopsoidea

Ostreocidea

Pterioidea

Pinnoidea

Plicatuloidea
r[ Anomicidea

L[ Limoidea
Pectinoidea

Matsumoto (2001)
(Myosin gene)

Protobranchia
Palasoheterodonta
Heterodonta
Anomalodesmata
Mytiloidea

p— | imoidea
Arcoidea
Limopsoidea

—
Anomioidea
Pinnoidea
Pterioidea
Pectinoidea
Ostreoidea

Waller (1998)

Abbildung 8: Vergleich von fiinf hypothetischen Stammbdumen der Pteriomorphia (aus Matsumoto, 2003).
Oben: basierend auf morphologischen Merkmalen — Unten: basierend auf molekularen Untersuchungen.
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2.6.3 Pteriomorphia

Pteriomorphia sind marine, meist sesshafte Tiere. Bekannte Vertreter sind
Jacobsmuscheln, Miesmuscheln oder Austern. Sie zeichnen sich durch eine Asymmetrie
der SchlieBmuskeln und der Schale aus. Bis auf die aufgeworfene Frage nach den
Nuculanoidea, weisen molekulare Untersuchungen auf eine Monophylie der Pterio-
morphia hin (Giribet & Distel, 2003). Innerhalb der Pteriomorphia ist die Analyse weit
fortgeschritten, aber von einem Konsens noch weit entfernt. Wahrend Arcoida und
Mytiloida gut als monophyletische Zweige gesichert sind, werden die Positionen der
Ostreoida, Pterioida, Limoida und Pectinoida, sowie die Zuordnung ihrer Untergruppen
diskutiert (Abbildung 8). Die Uberfamilien (Arcoidea, Limopsoidea, Mytiloidea, Limoidea,
Pectinoidea, Pinnoidea, Pterioidea, Anomioidea und Ostreoidea) selbst sind dagegen
weitgehend gefestigt (Carter, 1990; Cope, 1996; Waller, 1998; Steiner & Hammer, 2000;
Matsumoto, 2003). Lediglich die Mytiloidea zeichnen sich in den verschiedenen
Abstammungsbdaumen durch Springe in die Nahe der Heterodonta und
Anomalodesmata aus. Die Position der Pteriomorphia im Stammbaum der Bivalvia ist
noch nicht geklart. Moglich ware zum Beispiel die Einordnung als Schwestergruppe zu
den Heterodonta (Cope, 1997; Plazzi & Passamonti, 2010) oder als Schwestergruppe zu
Heterodonta + Palaeoheterodonta (Waller, 1990, 1998). In der Phylogenie der

Autobranchia wechseln die Palaeoheterodonta demnach von basal zu stark abgeleitet.

2.6.4 Palaeoheterodonta

Palaeoheterodonta setzen sich aus den marinen Trigonioida und den
SiRwassergrofmuscheln der Unionoida zusammen (Abbildung 9). Trigonioida waren im
Mesozoikum weit verbreitet; die einzige rezente Gattung ist Neotrigonia mit sechs
Arten.  Die Palaeoheterodonta (friiher Schizodonta + Modiomorpha) scheinen
monophyletisch zu sein (Giribet & Wheeler, 2002) und stehen entweder basal zu den
anderen Autobranchia oder als Schwestergruppe zu den Heterodonta (Waller, 1990,
1998). Die Phylogenie innerhalb der Unionida ist noch weitgehend unsicher und bedarf

weiterer Untersuchungen (Hoeh et al., 2009).

Seite | 29



Einleitung

Trigonioida

Unionid L
s | nionidae Unionoidea

— Nargaritiferidae

Hyriidae
Etheriidae

Etherioidea
e \ycetopodidae

— | ridinidae

GRAF & CUMMINGS 2006

Trigonioida

Hyriidae | Hyrioina
Unionidae

Margaritiferidae

Unionidae (Coelatura)
Unionidae (Pseudomulleria)
Iridinidae

Unionoina

e [\|ycetopodidae

—— Etheriidae (Acostaea)
Etheriidae (Etheria)

BOGAN & HOEH 2000 + HOEH ET AL. 2001

Abbildung 9: Hypothetische Stammbaume der Palaeoheterodonta (aus Hoeh et al., 2009)
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2.6.5 Heterodonta

Die Heterodonta sind die artenreichste Ordnung der Muscheln, die auch mehrfach das
SulBwasser erobert haben. Die hoch entwickelten Vertreter der Heterodonta sind in
Anatomie und Okologie sehr variabel und schwierig gemeinsam zu definieren. Zu ihren
bekannteren Vertretern gehéren unter anderem die Riesenmuscheln, Herzmuscheln,
Venusmuscheln, Dreikantmuscheln, Erbsenmuscheln oder die ,Schiffsbohrwiirmer”. Das
Taxon Heterodonta wurde friher als paraphyletisch angesehen. Molekulare
Untersuchungen legen jedoch eine Monophylie nahe (Plazzi & Passamonti, 2010) und
inkludieren auch die Anomalodesmata in dieser GroRgruppe (Abbildung 10).
Morphologisch gibt es Argumente fiir und gegen eine Einordnung der Anomalodesmata

in die Heterodonta.

Die auf Anatomie und Okologie basierende Einordnung der Untergruppen ,Veneroida“
und ,Myoida”“ werden nun als polyphyletische Taxa angesehen und gelten als
weitgehend Uberholt. Sie werden auf der Basis der molekularen Analysen
wahrscheinlich besser aufgelost werden. Besonders in der internen Phylogenie der

Heterodonta besteht weitergehender Forschungsbedarf.

2.6.6 Anomalodesmata

Anomalodesmata bestehen aus den teilweise ausgestorbenen Pholadomyoida, und den
rezenten Septibranchia. Die Gruppe enthalt seltsame und stark spezialisierte Arten, die
im Salz- oder Brackwasser leben. Sie sind kleine, grabende oder eingebettete Arten,
deren Kiemen dementsprechend angepasst oder reduziert sind. Die Anomalodesmata
sind wahrscheinlich das am meisten ,,umhergeschobene” Taxon innerhalb der Bivalvia.
In vielen Arbeiten wurden sie als Taxon den Pteriomorphia oder Heterodonta
gleichgestellt (Thiele, 1935, Waller, 1998; Newell, 1965, Cope, 1996). Die letzten
Arbeiten weisen sie jedoch als relativ basalen Zweig innerhalb der Heterodonta aus (u.a.
Giribet & Wheeler, 2002, Bieler & Mikkelsen, 2006; Harper et al., 2006). Aufgrund ihrer
starken Spezialisierung ist auch in diesem Taxon die phylogenetische Klassifizierung

schwierig (Abbildung 11).
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A, Bieler & Mikkelsen 2006 B. Giribet & Distel 2003; Giribet, in press C.Tayloretal. 2007
Heterodonta Heterodonta Heterodonta

Carditoida Archiheterodonta Archiheterodonta
Crassatelloidea Carditoidea Crassatelloidea

Anomalodesmata Crassatelloidea Euheterodonta
13 families Astartoidea Thyasiroidea

Veneroida Euheterodonta Anomalodesmata (undivided at superfamily level see Harper et al. 2006)
Lucinoidea Anomalodesmata Lucinoidea {without Ungulinidae and Thyasiridae)
Chamoidea Arcticoidea Solenoidea
Galeommatoidea Cardioidea Hiatelloidea
Hiatellea Chamoidea Galeommatoidea (with ?Cyamioidea)
Hiatelloidea Cyamioidea Gastrochaenoidea
Gastrochaenoidea Dreissenoidea Cardioidea (without Hemidonacidae)
Arcticoidea Galeommatoidea Tellinoidea
Glossoidea Glossoidea Neoheterodontei
Cyamioidea Hiatelloidea Sphaeroidea (without Corbiculidae)
Sphaeroidea Lucinoidea Myoidea (Myidae and Corbulidae)
Cardioidea Mactroidea Pholadoidea
Veneroidea Myoidea Dreissenoidea
Tellinoidea Solenoidea Gaimardioidea
Solenoidea Tellinoidea Mactroidea
Mactroidea Veneroidea Ungulinoidea (elevated to superfamily status)
Dreissenoidea Corbiculoidea (without Sphaeridae)

Myoida Chamoidea
Myoidea Veneroidea (Veneridae plus Petricolidae)
Pholadoidea Superfamilial status unresolved

Glossidae

Hemidonacidae
Glauconomidae
Trapezidae
Arcticidae
Vesicomyidae
Kelliellidae

Abbildung 10: Verschiedene Klassifizierungen der Heterodonta nach molekularen Untersuchungen (aus Taylor et
al., 2007)

Parilimyidae

Euciroidae
Pholadomyidae
Thraciidae Verticordiidae
—E Laternulidae Lyonsiellidae
Periplomatidae Poromyidae
Lyonsiidae Cuspidariidae
Cleidothaeridae .
_{ Myochamidae
Pandoridae
Myadora [ Thraciidae
[ Myochama Cleidothaeridae
l: Brechites — Laternulidae
Clavagella Lyonsiidae pt.
Cuspidariidae .
—E Pandoridae
Poromyidae
[: Lyonsiellidae Lyonsiidae pt.
Verticordiidae Clavagellidae
HARPER ET AL. 2000 DREYER ET AL. 2003

Abbildung 11: Hypothetische Phylogenien der Anomalodesmata. Links nach morphologischen Merkmalen, rechts
nach 18S rDNA (aus Dreyer et al., 2003).
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2.7 Zielsetzung

2.7.1 Methodische Bewertung der Molekularen Morphologie

In dieser Arbeit sollen sowohl Potenzial als auch Restriktionen, also Vor- und Nachteile
der Molekularen Morphologie gegeniliber anderen Verfahren untersucht und
anschlieend die Methode an einem konkreten Beispiel, der Klasse der Bivalvia
(Muscheln) getestet werden. Dementsprechend ist ein Ziel dieser Arbeit, durch die
vergleichende Analyse der Sekundarstrukturen von sehr langsam evolvierenden
Molekilen Riickschliisse auf sehr alte stammesgeschichtliche Verzweigungen
(Kambrium - Ordovicium) zu ermoglichen. Der Schwerpunkt liegt dabei auf den
Sequenzen der 18S Fraktion der ribosomalen Gene, die bereits in grofler Anzahl
sequenziert in Online-Datenbanken vorhanden sind. Primar wird die 18S rRNA
untersucht, da sowohl 16S als auch 28S hohere Mutationsraten aufweisen und folglich

weniger aussagekraftig im Sinne der ,Deep Phylogeny” sind.

Seit 2003 sind mehrere Algorithmen zur Generierung von Sekundarstrukturen in
Software-Paketen verfligbar. Sie erlauben, eine grofRere Anzahl von Sequenzen auf
einfache Weise zu analysieren. Folgende Programme werden hier auf ihre Nutzbarkeit
fir Molekulare Morphologie getestet:
= RNAfold (2003)
RNAsalsa (2007)

=

= Mfold (2003)
= RNAstructure (2006)
=

RNAViz (1997-2003)

Mit der jeweiligen Software werden die Sequenzen u.a. mit verschiedenen einstellbaren
Parametern gefaltet und die entstehenden 2D-Strukturen untersucht. Dabei soll
festgestellt werden, welcher Algorithmus mit welchen Parametern fir die weitere
Analyse geeignete Faltungen generiert. Die Unterschiede zwischen diesen Verfahren

werden im Abschnitt 3.1.2, ,Software”, genauer erldutert.

Seite | 33



Einleitung

Ebenso sollen die untersuchten Verfahren in ihrem Aufwand und Ergebnis verglichen
werden:
= Wie erfolgt die Nutzung der Software (Installationsprogramm, Webanwendung)?
= Welche Begleit- und Sekundarsoftware (Betriebssystem etc.) ist ggf. notwendig?
= Wie grol ist der Zeitaufwand fiir eine gefaltete Sequenz?
= Wie geeignet sind die 2D-Strukturen fir die weitere Analyse?
= Kénnen die 2D-Strukturen automatisch auf Ahnlichkeiten untersucht werden?
= Wie adhnlich sind die 2D-Strukturen desselben Molekiils bei anderer

Faltungssoftware?

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird die Methode an den Bivalvia getestet.
2.7.2 Phylogenie der Bivalvia mittels Molekularer Morphologie

Schwerpunkt im zweiten Teil dieser Arbeit soll die Untersuchung der phylogenetischen
Entwicklung innerhalb der Bivalvia sein. Zum einen sollen die Ergebnisse der
Molekularen Morphologie mit den bekannten phylogenetischen Stammbaumen
innerhalb der Muscheln, zum Beispiel den Pteriomorphia, verglichen werden. Der
Vergleich soll zeigen, ob die durch die neue Methode gewonnenen Resultate plausibel
sind. Zum anderen sollen mit der getesteten Methode stammesgeschichtlich unklare
Verwandtschaften innerhalb der Bivalvia (z.B. Heterodonta oder Anomalodesmata)

untersucht werden.

Im Idealfall soll diese Arbeit zur Empfehlung einer Methode fiihren, die mit wenigen
zusatzlichen Anpassungen weitgehend universell auf viele Organismengruppen

anwendbar ist.

Die ersten (teilweise) Schalen tragenden Arten der Mollusca sind im Fossil-Record
bereits flir das friihe Kambrium (Butterfield, 2008, Caron et al., 2006) und
moglicherweise sogar Prakambrium (Fedonkin et al., 2007) nachgewiesen. Wahrend der
»,Kambrischen Explosion” (vor 542 Mio. Jahren) erfolgte neben der Entstehung von

vielen anderen GroR-Taxa auch die Aufspaltung der Bivalvia in die wichtigsten
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Ordnungen. Diese sogenannten ,Deep Nodes” sollen mit Hilfe der Molekularen

Morphologie untersucht werden.

Die Bivalvia bieten ein vielfaltiges Spektrum aus:
= gut untersuchten und phylogenetisch fest eingeordneten Taxa (Pteriomorphia)
= gut untersuchten aber schwierig klassifizierbaren Taxa (Heterodonta,
Veneroidea)
= stark abgewandelten Taxa (Anomalodesmata, Teredinidae)
= rezenten, aber phylogenetisch sehr alten Taxa (Spondylus 285 Mio., Lima 320

Mio. Jahre alt)

In Abschnitt 2.6, ,Bivalvia®, unter ,Stand des Wissens zur Phylogenie” wurden die
bisherigen Erkenntnisse zur Phylogenie der Muscheln diskutiert. Generell stellt sich
gerade in dieser Gruppe das Problem von multiplen morphologischen
Parallelentwicklungen. Davon betroffen sind insbesondere die hoéheren Bivalvia

(Heterodonta) und nahezu alle Organsysteme.

So sind die Pteriomorphia (u.a. Mytilus, Pecten, Ostrea) gut untersucht und ihre
Verwandtschaft weitgehend sicher. Das Taxon soll als Ausgangspunkt zur Untersuchung
verschiedener Methoden der Molekularen Morphologie dienen. Die Verwendbarkeit
dieser Methoden als Mittel zur phylogenetischen Analyse steht im Vordergrund. Erstes
Ziel mit der jeweiligen Methode ist die Uberpriifung der Konsistenz mit bekannten
Verwandtschaften innerhalb der Pteriomorphia. Auf diese Weise soll die zuverldssigste
Methode gefunden werden. Mit der so entwickelten Routine soll die Analyse auf andere

Taxa der Bivalvia ausgeweitet werden.

Als Nachstes soll die basale Gruppe der Protobranchia mit der Molekularen Morphologie
untersucht werden. Die namensgebenden protobranchen Kiemen deuten auf eine
Monophylie der Gruppe hin, molekulare Analysen stellen das aber in Frage. Das
Verwandtschaftsverhéltnis der zwei, eventuell drei Untergruppen Nuculoida,
Solemyoida und Nuculanoida ist daher ungekldrt. Diese Untersuchung setzt eine

hinreichend groBe Anzahl von sequenzierten Arten voraus.
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Die hoher evolvierten Heterodonta bilden einen weitaus artenreicheren, sehr
umstrittenen Zweig der Bivalvia, deren klassische interne Systematik basierend auf
Anatomie und Okologie weitgehend als (berholt gilt. Nach allen neueren
Sequenzanalysen sind auch die ,Anomalodesmata“ innerhalb der Heterodonta zu
stellen (Giribet, 2008). Hier soll die Molekulare Morphologie neue Daten und damit

einen Beitrag zur Aufklarung der Phylogenie liefern.

Falls sich die hier analysierte Methode bewahrt, kann darauf aufbauend die Analyse auf

die Taxa der Mollusca und weiter auf die Lophotrochozoa ausgeweitet werden.
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3. Material & Methoden

3.1 Material

Im Zuge dieser Arbeit soll die Molekulare Morphologie als kostengiinstige Methode zur
Untersuchung der phylogenetischen Verwandtschaft von Taxa vorgestellt werden.
Kostenglinstig ist die Methode in dem Sinne, dass sie als solche keinerlei Feld- oder
Laborarbeit bendtigt. Zu ihrer Anwendung reicht es aus, nur mit geeigneter Software
und den bereits vorhandenen Daten einer vorausgegangenen einmaligen
experimentellen Sequenzierung zu arbeiten. Die Vorbereitung im Rahmen der
vorliegenden Arbeit umfasste eine Recherche der verfligbaren Software sowie die

Sammlung und kritische Sichtung der zu nutzenden vorhandenen Sequenzen.

Als Arbeitsmittel standen mehrere PCs mit den Betriebssystemen Windows XP,
Windows 7 und Linux Ubuntu (Distribution Version 7.04 ,Feisty Fawn“) zur Verfligung.
Diese Betriebssysteme waren zur Nutzung der verschiedenen Programme ausreichend.
Die Suche und Sammlung von Software und Sequenzen erforderte einen
Internetzugang, der keine speziellen Anforderungen an Bandbreite oder
Geschwindigkeit stellte. Alle hier verwendeten Materialien waren im Internet frei

verfligbar.

3.1.1 Sequenzen

Abhéangig davon, welches Taxon phylogenetisch untersucht werden soll, muss das zu
verwendende Gen, entsprechend seiner geschatzten Mutationsgeschwindigkeit,
geeignet ausgewdhlt werden. Je ldanger zwei urspriinglich identische Taxa getrennte
Evolutionswege durchlaufen, desto groBer werden die Unterschiede in ihren
Nukleotidsequenzen. Diese Annahme steht im Einklang mit dem Zweiten Hauptsatz der
Thermodynamik und bildet die Grundlage fiir das Konzept der Molekularen Uhr
(Zuckerkand! & Pauling, 1965). Sie bezieht sich auf die Mutationsraten von Genen

und/oder Proteinen, wobei angenommen wird, dass deren Taktfrequenz konstant ist
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und z.B. durch Fossilienfunde anndherungsweise geeicht werden kann (mehr

Informationen dazu sind im Glossar, Abschnitt ,,Molekulare Uhr“, beschrieben).

Fir Aufspaltungsereignisse eines Taxons im friihen Paldozoikum (Kambrium bis Silur)
eignet sich die sehr langsam evolvierende 18S rDNA als Untersuchungsmaterial, fiir
Entwicklungen seit dem Mesozoikum die schneller veranderliche 16S rDNA (Campbell,
2000; Lydeard et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit soll die stammesgeschichtliche
Entwicklung der Bivalvia seit dem Kambrium untersucht werden. Die primadre
Aufspaltung der Bivalvia erfolgte, paldontologischen Daten zufolge, bereits vom friihen
Kambrium (,,Kambrische Explosion®) bis in das friihe Ordovizium hinein, vor ca. 550-470
Mio. Jahren (Cope, 1997; Fedonkin, 2007; Butterfield, 2008; Plazzi et al. 2011). In dieser
Zeit entstanden alle grofRen Muscheltaxa (Protobranchia, Pteriomorpha, Heterodonta),
die bis heute Bestand haben. Die 18S rDNA ist ausreichend hoch konserviert; geschatzt
ergibt sich eine 10%-Divergenz fir einen Zeitraum von 500 Mio. Jahren (Brown et al.,
1979). Detaillierte Informationen dartber, welche Arten und Taxa in die Untersuchung
einbezogen wurden, finden sich in Abschnitt 3.1, ,Material & Methoden®, unter

,,Bivalvia“.

Voraussetzungen fiir die Verwendung eines bestimmten Gens filir eine molekular-
morphologische Untersuchung sind:
= das Vorhandensein liickenloser Primdrsequenzen des Gens fiir alle zu unter-
suchenden Arten
= fir die ,Near-Natural“-Methode (NNC): das Vorhandensein eines , Constraint”
fiir eine oder mehrere der zu untersuchenden Arten, d.h., gewisse 2D- oder 3D-
Strukturinformationen mussen bereits bekannt sein
= eine begrenzte Sequenzlange, um Faltungsfehler und Programmlaufzeiten einzu-
schranken. Mfold begrenzt die Sequenzlange auf 9000 Basen; das Limit von
RNAfold liegt bei 10 000 Basen fir Faltungen nach Minimum Free Energy (MFE)
(Stand Marz, 2011)
Die verwendeten Sequenzen stammen aus der GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), zusatzlich wurden einige Sequenzen aus der
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European Ribosomal Database (inzwischen ersetzt durch SILVA rRNA database,
http://www.arb-silva.de/) genutzt. Insgesamt standen zu Beginn dieser Arbeit 136
Sequenzen 18S rDNA von Bivalvia zur Verfligung, bei Abschluss waren es 159
Sequenzen. lhre Ldnge liegt im Schnitt bei ca. 1800 Nukleotiden, sodass keine

Limitierung bei der automatischen Faltung wirksam wurde.

3.1.1.1 Bivalvia

Fiir diese Arbeit wurden publizierte Primarstrukturen von bereits sequenzierter 18S
rDNA genutzt. Die meisten der verwendeten Sequenzen stammen aus der GenBank,

zusatzlich wurden einige Sequenzen aus der European Ribosomal Database genutzt.

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit waren 160 nutzbare 18S rDNA-Sequenzen der Bivalvia fir
die Analyse verfiigbar und wurden in den zu untersuchenden Datensatz aufgenommen.
Drei der Sequenzen wurden von vornherein von der Analyse ausgeschlossen: Cuspidaria
cuspidata, Varicorbula dissimilis und Hiatella arctica. Die sehr kurzen Sequenzen, die zu
diesen Arten veroéffentlicht wurden, lassen auf Teilstiicke oder Fehler (bei Identifikation
als 18S / Veroffentlichung als 18S) schlieBen. Der untere Grenzwert fur die Anzahl von
Nukleotiden wurde bei 1300 angesetzt. Die Sequenzen haben meist etwa 1800 (+100)
Nucleotide, wobei das Minimum bei 1370 (Heterodonta > Lucinidae > Codakia
orbiculata) und das Maximum bei 2143 (Anomalodesmata > Pandoridae > Pandora
arenosa) lag. Die berechneten Sekundarstrukturen flir Sequenzen mit einer Lange unter
1700 (6 Sequenzen), sowie die mit einer Lange iber 1900 (4 Sequenzen) sollten in dieser

Hinsicht als vermutlich unvollstandig oder aberrant angesehen werden.

Die in dieser Arbeit genutzten Sequenzen wurden in den folgenden Arbeiten publiziert:
Giribet & Wheeler (2002); Giribet et al. (2000); Steiner & Hammer (2000); Neulinger et
al. (2006); Campbell (2000); Kenchington et al. (1995); Page (2001); Lindgren et al.
(2004); Steiner & Mueller (1996); Winnepenninckx et al. (1996); Page & Linse (2002);
Itoh et al. (2001) (direct submission); Frischer et al. (1998); Dufour et al. (2004) (direct
submission); Canapa et al. (1999) (direct submission); Kenchington et al. (1993); Rice
(1990); Masaoka & Kobayashi (2005) (direct submission); Zhang et al. (2001) (direct

Seite | 39



Material & Methoden

submission); Huff et al. (2004) (direct submission); Canapa et al. (1999); Rice et al.
(1993); Maruyama et al. (1998); Distel et al. (2000); Distel (2000); Distel et al. (2011);
Littlewood et al. (1991); Frischer et al. (1999); Bell & Grassle (1998).

Die hier untersuchten Arten sind durch die aktuelle Datenlage vorgegeben. Die
Verteilung der Sequenzen auf die einzelnen Taxa ist in Tabelle 2 aufgelistet. Die Auswahl
an Sequenzen ist weit gefdachert und deckt die wichtigen Taxa der Bivalvia gut ab. Es

wurde im Rahmen dieser Arbeit keine zusatzliche 18S rDNA sequenziert.

Fir die AuBengruppe wurden die folgenden Arten aus den Mollusca ausgewahlt:
= Cephalopoda > Nautilidae > Nautilus macromphalus

Cephalopoda > Octopodidae > Bathypolypus arcticus

Polyplacophora > Chitonidae > Liolophura japonica

Polyplacophora > Leptochitonidae > Lepidopleurus cajetanus

Polyplacophora > Leptochitonidae > Lepidochitona corrugata

Scaphopoda > Rhabdidae > Rhabdus rectius

Scaphopoda > Dentaliidae > Antalis vulgaris

Gastropoda > Helicidae > Cepaea nemoralis

L R L O

Gastropoda > Pleurotomariidae > Entemnotrochus adansonianus

Seite | 40



Material & M

ethoden

Tabelle 2: Anzahl der Sequenzen pro GroRgruppe

Familie

Anzahl Sequenzen

Protobranchia

Nuculoida

Nuculidae

Nuculanoida

Yoldiidae

Nuculanidae

Neilonellidae

Solemyoida

Solemyidae

Autobranchia

Palaeoheterodonta

Trigonioida

Neotrigoniidae

Unionoida

Unionidae

Margaritiferidae

O N|B_FRP W WW

Pteriomorphia

Mytiloida

Mytilidae

2

~

Arcoida

Limopsidae

Arcidae

Limoida

Limidae

Ostreoida

Ostreidae

Gryphaeidae

Pectinoida

Plicatulidae

Spondylidae

Propeamussidae

NWININO | [O(N

Pectinidae

w

Anomiidae

Pterioida

Pteriidae

Isognomonidae

Pinnidae

Malleidae

Heterodonta

Anomalodesmata

Poromyidae

Cuspidariidae

Pandoridae

Lyonsiidae

"Myoida"

Teredinidae

Pholadidae

Myidae

Corbulidae

Hiatellidae

"Veneroida"

Veneridae

Semelidae

Donacidae

Pharidae

Mactridae

Ungulinidae

Lucinidae

Vesicomyidae

Gastrochaenidae

Lasaeidae

Galeommatidae

Dreissenidae

Basterotiidae

Sphaeridae

Corbiculidae

Chamidae

Carditidae

Tridacnidae

Cardiidae

Arcticidae

Astartidae

N N I R R N N N R N NN R R N R R N R NI NN NI
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3.1.1.2 Beispiel: Sequenz der 18S rDNA von Pecten maximus

Die Sequenz der 18S rDNA von der Pilgermuschel (Pecten maximus) wurde von der

GenBank unter der folgenden URL abgerufen:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=1479992

(Stand Oktober, 2011)
AuBer der eigentlichen Sequenz sind eine Reihe weiterer Informationen verfligbar, unter

anderem die Publikation, in der die Sequenz veroffentlicht wurde. Diese Daten werden

hier als ein typisches Beispiel wiedergegeben:

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS

PCTRRE 1815 bp rRNA linear INV 08-NOV-1999
Pecten maximus 18S ribosomal RNA, complete sequence.

L49053

L49053.1 GI1:1479992

18S ribosomal RNA; ribosomal RNA.

SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL

FEATURES

Pecten maximus
Pecten maximus

Eukaryota; Metazoa; Mollusca; Bivalvia; Pteriomorphia; Pectinoida;
Pectinoidea; Pectinidae;
1 (bases 1 to 1815)

Pecten.

Frischer,M., Williams,J. and Kenchington,E.

A molecular phylogeny of some major groups of Pectinidae inferred

from 18S rRNA gene sequences
(in) Johnston,P_A. and Haggart,J.W. (Eds.);
BIVALVES: AN EON OF EVOLUTION - PALEOBIOLOGICAL STUDIES HONORING

NORMAN D.

NEWELL;

University of Calgary Press, Calgary (1998)
Location/Qualifiers

source

rRNA

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
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caacctggtt
taagtacata
tagatcgtac
gcaccgactc
ctttggtgaa
ttcaaatgtc
ggtaacggag
aaggaaggca
taacaatacg
acgagtatcc
gcgtatatta
ggtccactcc
tcttgattga
gcaggcagct
tgttggtttt
ggtgttagag
agaatgtttt

1..1815

/organism="Pecten maximus"
/mol_type=""rRNA"
/db_xref="taxon:6579"

/haplotype=

non

/tissue_type="adductor muscle™

1..1815

/product="18S ribosomal RNA™

gatcctgcca
ctttttgatg
gatcctactt
acggaggtgc
tctggataac
tgacctatca
aatcagggtt
gcaggcgege
ggactctttc
attggagggc
aagttgttgc
ttggtggcta
gtgtctcggg
cgcctgaata
cggaacttga
gtgaaattct
cattaatcaa

gtagtcatat
gtgaaaccgc
ggataactgt
gattttatca
tttgtgctga
actttcgatg
cggttccgga
aaattaccca
gaggccccgt
aagtctggtg
agttaaaaag
ctgctcgtcc
tggccggaac
atggtgcatg
ggtaatgatt
tggatcgccg
gatcgaaagt

gcttgtctca
gaatggctca
ggcaattcta
gttcaaaacc
tcgcacggcec
gtacgtgcta
gagggagcat
ctcctggcac
aattggaatg
ccagcagccg
ctcgtagttg
tgatctacct
atttactttg
gaataatgga
aagagggaca
taagacgaac
cagaggttcg

aagattaagc
ttaaatcagt
gagctaatac
aatcggtcgce
ctcgtgccegg
tgcctaccat
gagaaacggc
ggggaggtag
agtacacttt
cggtaattcc
gatctcagat
cccggtttta
aaaaaattag
ataggacctc
gacgggggca
tactgcgaaa
aagacgatca

catgcatgtc
tatggttcct
atgcaaaaag
aaggccgtca
cgacgtatct
ggttgtaacg
taccacatcc
tgacgaaaaa
aaacccttta
agctccaata
ccaggcttgc
cccttggtgce
agtgttcaaa
ggttctattt
ttcgtattac
gcatttgcca
gataccgtcg
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1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801

tagttctgac
gggcagctta
aacttaaagg
caacacggga
cttgattcgg
aattccgata
gtgcaacttc
tgtgatgccc
ttatccttge
cttgtaattc
gattacgtcc
gagctcctcg
gagcaaactt
gcagaaggat

cataaacgat
cgggaaacca
aattgacgga
aaactcaccc
tgggtggtgy
acgaacgaga
ttagagggac
ttagatgttc
ccggaagggt
ttccccatga
ctgccctttg
gattggtccc
gattatttag
ctagt

gccaactagc
aagtttttgg
agggcaccac
ggcccggaca
tgcatggccg
ctctagcctg
aagtggcgtt
ggggccgeac
tgggtaaccc
acgaggaatt
tacacaccgc

gacacggggg
aggaagtaaa

gatccgccegg

gttccggggg
caggagtgga
ctgtaaggat
ttcttagttg
ctaaatagtt
tagccacacg
gcgcgcetaca
gttgaacctc
cccagtaagc
ccgtcgetge
gaaactctcg
agtcgtaaca

agttgcttca
aagtatggtt
gcctgegget
tgacagattg
gtggagcgat
caccgatccg
agattgagca
ctgaaggaat
cttcgtgcta
gcgagtcata
taccgattga
agtcggtgtg
aggtttccgt

atgactcggc
gcaaagctga
taatttgact
agagctcttt
ttgtctggtt
ctctgcgtcg
ataacaggtc
caacgtgctc
gggattgggy
agctcgegtt
atggtttagt
ccgaaaagac
aggtgaacct

3.1.2 Software

Die dreidimensionale Struktur als Folge der jeweiligen Primdrsequenz ist
ausschlaggebend fir die Funktion von realen kettenformigen Biomolekilen wie
Enzymen oder Nukleinsduren. Wahrend die wirkliche dreidimensionale Tertiarstruktur
bisher kaum durch Algorithmen vorherzusagen ist, kann eine projektive, das heif3t
letztlich fiktive zweidimensionale Sekundarstruktur durch geeignete numerische
Verfahren auf verschiedene Weisen anndhernd dargestellt werden. Die grundlegenden
Algorithmen wurden in Abschnitt 2.5, ,Molekulare Morphologie”, genannt. Die
Sekundarstrukturen der 18S rRNA wurden durch die Nutzung der folgenden Programme
erstellt:

= Mfold (Zuker, 2003)

= RNAstructure (Mathews, 2006)

= RNAfold (Hofacker, 2003)

= RNAsalsa (Stocsits, 2009)

Es gibt weitere Programme zur Vorhersage von DNA-Sekundarstrukturen, die im
Rahmen dieser Arbeit aber nicht oder nicht vollstédndig (zum Beispiel XRNA) untersucht
wurden. Die grafische Darstellung der 2D-Struktur wird durch das folgende Programm
ermoglicht bzw. verbessert:

— RNA Viz (Rijk & Wachter, 1997)
Fiir das Alignment wurde ClustalX genutzt. Die Stammbadume wurden mit PAUP 4.0b 10

berechnet.
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3.1.2.1 Mfold

Der mfold-Webserver wurde bereits 1995 durch die Washington University School of
Medicine aufgesetzt. Seit 1996 kdnnen dort DNA-Faltungen von Sequenzen, die der
Nutzer beliebig vorgeben kann, berechnet werden. Der aktuelle mfold-Server bietet die
Moglichkeit, sowohl Einzelstrang-RNA, als auch -DNA nach dem Prinzip von MFE zu
falten. Als Algorithmen stehen regelmaRig aktualisierte Versionen (derzeit Version 3.2)
des Zuker-Algorithmus zur Verfligung.
Der Server ist Uiber das WWW unter der URL
http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form

(Stand Oktober, 2011)

verfugbar. Dort dient eine Weboberflache als Zugriff auf die Software, sodass eine

Nutzung auch ohne Installation auf einem lokalen PC moglich ist (Abbildung 12).
3.1.2.1.1 Webinterface

Die Eingabemaske erlaubt einen 40 Zeichen langen Namen fir die einzugebende
Sequenz. Die Sequenz selbst wird als Zeichenkette eingegeben und automatisch auf
»RNA/DNA-Format” getrimmt, d.h. Zeichen verschieden von A-Z, a-z werden entfernt. Fiir
die DNA-Faltung werden U in T umgewandelt, fir RNA-Sequenzen T in U. Nach mfold-
Konvention werden bestimmte Buchstaben (auBer A, C, G, T, U) als Platzhalter fir
bestimmte Eigenschaften genutzt. Genaue Angaben zu den Sequenzkonventionen
finden sich bei Zuker (2003). Des Weiteren konnen Constraint-Informationen im
Formelformat eingeben werden, um bestimmte Basenpaare zu erzwingen oder zu
verhindern. Fir die Steuerung der Faltung der Sequenzen stehen verschiedene frei
wahlbare Parameter zur Verfligung (Tabelle 3, Seite 57). Die Faltungstemperatur ist ab
Version 2.4 der RNA-Parameter auf 37°C festgelegt. Die Ausgabe des Ergebnisses erfolgt
als Bilddatei in den Formaten PNG und JPG. Zusatzlich zur einfachen Faltung gibt es die
Moglichkeit, Informationen zu Wahrscheinlichkeit, Verlasslichkeit und Energie-

Verteilung zu erhalten.

Seite | 44



Material & Methoden

THE RNA INsSTITUTE o Q

camroramswosemes— Tha mfold Web Server

Home DINAMelt Web Server Mfold Wel

Applications RNA Folding Form

RMA Folding Form
DMA Folding Form
Structure Display and The folding temperature is fixed at 37°. You may still fold with the older version 2.3 RNA parameters, which allow the

Free Enerqy temperature to be varied.
Determination

RMA Folding Form DNA mfold server. Quikfold. Fold many short RNA or DNA sequences at once.

{version 2.3 energies)
Enter a name for your sequence:

View Folding Enter the sequence to be folded in the box below. All non-alphabet characters will be removed. FASTA format may be
Results used.

o

o

o

o

® Folding Results

Documentatio
n
@ lfold References
@ FAQs
© Folding & output
options
@ Folding with
constraints Enter constraint information in the box at the right. {optional) You may:
Software 1. force bases i /+1,... i+k-1 to be double siranded by entering:
F_i G kon 1 linein the constraint box.
° Mfold
2. force consecutive base pairs ij,/+1.j-1, ..., +k-1j-k+1 by entering:
E_i i kon1 line in the constraint box.
About
3. force bases i i+1, _i+k-1 o be single stranded by entering:
° About P i @ kon1 linein the constraint box.
4. prohibit the conseculive base pairs 1j,i+1 -1, ..., i+k-1.j-k+1 by entering:
Contact P_i | kon1 lineinthe constraint box.
° Contact 5. prohibit bases i to ] from pairing with bases k to / by entering:

P_iy k-Ion 1 line in the constraint box.

The RNA sequence is [linear
Folding temperature is fixed at 37°.

lonic conditions: 1M NaCl, no divalent ions.

Abbildung 12: Die Eingabemaske des mfold Web Servers (http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold)
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3.1.2.1.2 Lokale Installation

Die mfold-Software fiir akademische Zwecke gibt es als kostenfreien Download unter

http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/download-mfold
(Stand Oktober, 2011)
Die ausfuhrbaren Dateien sind als Binaries fiir Linux/Unix-Systeme kompiliert (Zuker et
al, 1999) und Dbestehen aus einzelnen Programmen in verschiedenen
Programmiersprachen (C, Fortran, Perl). Die Unterprogramme konnen individuell oder

gemeinsam Uber die Kommandozeile aufgerufen werden.

Einige Unterprogramme wurden fiir Windows-Systeme angepasst und sind unter der

Bezeichnung RNAstructure verfiigbar.

3.1.2.2 RNAstructure

RNAstructure ist der Name der Windows-Variante von mfold. Das Programm ist in C++
geschrieben und als Open Source-Bibliothek oder als Installationsdatei zum Download

unter

http://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructure.html

(Stand Oktober, 2011)
verfugbar. Ein mit JAVA programmiertes ,,Graphical User Interface” (GUI) macht eine
einfache Handhabung moglich. Sequenzen koénnen direkt als Zeichenkette (nach
bestimmten Regeln) eingegeben werden und als das mfold-eigene Format SEQ
abgespeichert werden. Die Faltung erfolgt nach MFE (Turner) oder seit 2010 (also nach
Abschluss der in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen) nach MEA (Maximum
Expected Pair Accuracy) (Abbildung 13). Die Faltung mit einem Constraint ist nicht

moglich.

Eine detaillierte Beschreibung der Funktionen von RNAstructure findet sich unter

http://rna.urmc.rochester.edu/GUI/html/Contents.html

(Stand Oktober, 2011)
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Pecten maximus: RNAstructure, MFE Pecten maximus: RNAstructure, MEA

Abbildung 13: Sekundarstruktur von Pecten maximus, nach RNAstructure. Links nach Prinzip MFE, rechts nach
Prinzip MEA.

3.1.2.3 RNAfold

Das Programm RNAfold ist Teil des Vienna RNA Software Package, das von Hofacker
(2003) vorgestellt wurde. Des Weiteren basiert auch die Variante RNAsalsa auf der

RNAfold-Software.

Es gibt zwei Moglichkeiten, RNAfold zu nutzen, namlich das Software-Paket:
1. auf einem Linux-Rechner zu installieren oder

2. Uber den Vienna RNA secondary structure server zu nutzen.
Beide Optionen wurden in dieser Arbeit genutzt.

Die Variante (1) bietet den gesamten Funktionsumfang des Software-Pakets. Fir die
Nutzung wurde ein PC mit Ubuntu Linux aufgesetzt und die Software installiert. Das
Paket ist nur flir Unix-erfahrene Nutzer geeignet, da die meisten Funktionen nur tber

Kommandozeile ausgefiihrt werden kénnen.
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Das Webinterface (2) bietet nur die Teilmenge der am haufigsten genutzten Funktionen
des Software-Pakets als Webservice an. Dazu gehort u. a. die Faltung von RNA-
Sequenzen nach dem Minimum-Free-Energy-Prinzip (MFE) und die Faltung mit

Constraint (Near Natural mit Constraint / NNC).

3.1.2.3.1 Webinterface
Die verschiedenen Funktionen des Vienna RNA Webservers sind unter der folgenden URL
erreichbar:

http://rna.tbi.univie.ac.at/
(Stand Oktober, 2011)

Die Eingabemaske (Abbildung 14) des RNAfold WebServers bietet keine Namensgebung
fir die zu faltende Sequenz an. Die Sequenz selbst wird, wie beim mfold-Server, direkt
eingegeben oder eingefiigt. Fir die Faltung unter Anwendung eines Constraint kann
zusatzlich eine Zeichenkette mit entsprechenden Informationen (nach RNAfold-

Konventionen) eingegeben oder im sogenannten FASTA-Format importiert werden.

Im einfachsten Fall wird die Faltung nach Minimum Free Energy durchgefiihrt. Diese
wird nach dem Algorithmus von Zuker und Stiegler bestimmt (Zuker & Stiegler, 1981).
Das Format RNA oder DNA wird durch die Faltungsparameter festgelegt; die Sequenz
wird dementsprechend automatisch angepasst. Als Faltungs- oder Energieparameter
stehen vier verschiedene Optionen zur Verfligung:
= zwei Faltungsmoglichkeiten nach RNA-Parametern,  jeweils nach
Energieparametern, die durch die Turner-Arbeitsgruppe ermittelt wurden (1999,
2004)
= die RNA-Faltung nach dem Andronescu-Modell (2007)

= die Faltung mit DNA-Eigenschaften, nach dem Mathews-Modell (2004)

Die Faltungstemperatur ist standardmaRig auf 37°C gesetzt, kann aber bei Bedarf vom
Nutzer anders angepasst werden. Die Ausgabe des Ergebnisses erfolgt als interaktive
Vektorgrafik im SVG-Format. Zusatzlich konnen Informationen zur Zuverldssigkeit der
ermittelten Sekundarstruktur ausgegeben werden (diese Option reduziert die

Hochstgrenze der zuldssigen Basen pro Sequenz auf 7500).
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RNAfold \NebServer 4 Enterinput 2

[Home|New job|Help]

The RNAfold web server will predict secondary structures of single stranded RNA or DNA sequences. Current
limits are 7,500 nt for partition function calculations and 10,000 nt for minimum free energy only predicitions.
Simply paste or upload your sequence below and click Proceed. To get more information on the meaning of the
options click the ) symbols. You can test the server using this sample sequence.

Paste or type your sequence here: [clear]

[ Show constraint folding

Or upload a file in FASTA format: | |[ Auswahlen._.

Fold algorithms and basic options
minimum free energy (MFE) and partition function )

@

)] minimum free energy (MFE) only &)
no GU pairs at the end of helices ¢)
avoid isolated base pairs )

V Hide advanced options

Advanced folding options
Dangling end options )

~) no dangling end energies

) unpaired bases can participate in at most one dangling end (MFE folding only)

dangling energies on both sides of a helix in any case

) allow coaxial stacking of adjacent helices in multi-loops (MFE folding only)

Energy Parameters g

() RNA parameters (Turner model, 2004)

) RNA parameters (Turner model, 1999)

) RNA parameters (Andronescu model, 2007)
) DNA parameters (Matthews model, 2004)

Other Parameters
rescale energy parameters to given temperature (C) @)

assume RNA molecule to be circular @)

QOutput options
interactive RNA secondary structure plot )

RNA secondary structure plots with reliability annotation (Partition function folding only) ¢

Mountain plot )
Notification via e-mail upon completion of the job (optional):
Proceed »

Institute for Theoretical Chemistry | University of Vienna | rna@tbi.univie.ac.at

Abbildung 14: Die Eingabemaske des RNAfold WebServers (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi)
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3.1.2.3.2 Lokale Installation

Der Vienna RNA Webserver bietet verschiedene Versionen der Programme als
Download an. Zum Beispiel wurde der komplette Quelltext der angebotenen Software in
C verfligbar gemacht. Damit ist es Nutzern mit C-Kenntnissen moglich, das Programm
fir ihr jeweiliges Betriebssystem zu kompilieren, oder auch beliebige

Anderungen/Erweiterungen der Funktionen vorzunehmen.
Unter UNIX / Linux

Fur ein UNIX / Linux Betriebssystem kann das Vienna RNA Package heruntergeladen und
per ,,configure” und ,make” installiert werden. Eine detaillierte Anweisung dazu gibt es

auf der Homepage des Vienna Webservers:

http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/INSTALL.html

(Stand Oktober, 2011)
Die lokale Installation bietet, im Gegensatz zur Webanwendung, die Mdéglichkeit, durch
verfigbare hohere Rechnerkapazititen die Obergrenze der Sequenzlange herauf zu
setzen. Fir diese Grenze spielt der Arbeitsspeicher die entscheidende Rolle: Fir eine zu
faltende Sequenz der Ldnge n ist ein Arbeitsspeicher von 4 x n? Bytes notwendig. Da die
Lange der in dieser Arbeit genutzten Sequenzen bei ca. 1800 Basen liegt, ist jeder
moderne PC (Stand 2006: typischerweise 1-3GB Arbeitsspeicher) fiir die Berechnungen

mit dem Vienna RNA Package geeignet.

Zur Faltung wird eine entsprechende Sequenz zunachst im spezifisch vorgeschriebenen

FASTA-Format eingelesen:

>Pecten_maximus
CAACCUGGUUGAUCCUGCCAGUAGUCA ..

Der Befehl zur nachfolgenden Berechnung setzt sich syntaktisch folgendermaRen

zusammen:

RNAfold [-p[0/2]] [-C] [-T temp] [-4] [-d[0]1]2]3]] [-noLP] [-noGU] [-noCloseGU] [-e 1/2] [-P paramfile] [-

nsp pairs] [-S scale] [-circ] [-MEA [gamma]]
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Ohne Vorgabe von Optionen wird die gegebene Sequenz nach Minimum Free Energy
(MFE) gefaltet und das Ergebnis in Dot-Bracket-Format ausgegeben. Zuséatzlich erzeugt
RNAfold PostScript-Dateien fiir die grafische Darstellung der MFE-Struktur und den

sogenannten Dot-Plot fiir die Basenpaarungen.

Die flr diese Arbeit wichtigsten Optionen fur RNAfold sind ,-p[0/2]“ und ,-C“. Erstere
berechnet zusatzlich zur Struktur die Zustandsumme (,Partition Function”) und die
Wahrscheinlichkeiten der berechneten Basenpaare. Die Option ,-C“ ermoglicht die
Verwendung eines Constraints zur Faltung der Sequenz. Der gewilinschte Constraint
muss im Dot-Bracket-Format in der Eingabe enthalten sein:

>Pecten_maximus

CAACCUGGUUGAUCCUGCCAGUAGUCA ..
-- (- - - DD CC-C -

Eine installierte Version des Vienna RNA package bietet aullerdem die Moglichkeit,

Sekundarstrukturen nach ,,Maximum Expected Pair Accuracy” (MEA) zu generieren.

Eine detaillierte Beschreibung der weiteren Optionen ist unter der folgenden Adresse
verfligbar:

http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/man/RNAfold.html
(Stand Oktober, 2011)

Unter Windows

Das Vienna RNA Package ist grundsatzlich fir UNIX / Linux Systeme geschrieben, sodass
die Nutzung unter Windows mit groRerem Aufwand verbunden ist. Die einfachste und
zuverldssigste  Variante ist der Einsatz der Linux-Umgebung ,Cygwin®
(http://www.cygwin.com/). Damit ist es unter Windows moglich, die gesamten

Funktionen von RNAfold analog zu der Handhabung unter Linux zu nutzen.

3.1.2.4 RNAsalsa

Der Ableger von RNAfold war zum Zeitpunkt der Nutzung (2007) nur als Installation auf

einem Linux-System zu betreiben. Inzwischen gibt es die Software auch zum Installieren
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unter Windows-Systemen. Das Programm und der Source Code sind als Download unter

der folgenden Adresse kostenfrei erhéltlich:

http://zfmk.de/web/Forschung/Abteilungen/AG_Wgele/
Software/RNAsalsa/index.en.html

(Stand Oktober, 2011)

Die Steuerung erfolgt in allen Versionen der Software tber die Kommandozeile:
RNAsalsa [-h] [-v] [-X] [-p] [-s1] [-s2] [-s3] -c FILE -i FILE

Die zu faltenden Sequenzen missen als eine Textdatei im FASTA-Format (-i FILE)
vorliegen. Dazu ist eine zweite Datei mit den Constraint-Informationen notwendig
(ebenfalls im FASTA-Format) (-c FILE). Die Ausgabe erfolgt als PostScript-Dateien (-p)

aller gefalteten Sekundarstrukturen.

RNAsalsa ermoglicht die Erstellung von Sekundarstrukturen nach dem Prinzip , Near
Natural mit Constraint“ (NNC). Das heiBt, ein Alignment von Sequenzen, deren
Sekundarstrukturen nicht bekannt sind, wird mit der Sequenz einer nah verwandten Art
kombiniert, deren Sekundarstruktur bekannt ist. Diese Strukturinformation dient als

Vorlage zur Faltung der anderen Sequenzen.

Die Faltung der Sequenzen in RNAsalsa hangt in starkem Male von der konkreten Wahl
des Alignments ab (Abbildung 15). Die wichtigsten Parameter, die das Programm
zusatzlich bietet, betreffen die Anwendung des Constraints (-s1, -s2, -s3). Bei den
Parametern von Alignment und Constraint ist meist ausfihrliches Testen notwendig, um
alle Parameter sinnvoll festzulegen. (Detaillierte Erklarungen zu den Constraint-

Parametern enthalt das RNAsalsa Handbuch) (Stocsits, 2009).

Wie in Abbildung 15 zu sehen ist, kann das Sequenzalignment trotz festem Constraint

das Ergebnis der Faltung beeinflussen.
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Pecten maximus: Faltung mit RNAsalsa (NN) mit gleichem C

gleichen F n aher unterschiedlichen Sequenzalignments.

Sequenzalignment extern mit ClustalX

Abbildung 15: Faltung der 18S

Sequenzalignments.

mit D ten von RNAsalsa

rRNA von Pecten maximus mit RNAsalsa unter Nutzung verschiedener
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Abbildung 16: Darstellung

der Sekundarstruktur von Pecten maximus mit RNAViz.
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3.1.2.5 RNAViz

RNAViz ist eine lokal zu installierende Software, welche die grafische Darstellung von
RNA-Sekundarstrukturen ermoglicht. Als Eingabe dienen die ct-Dateien, die mfold liefert

oder DCSE-Alignments, welche zuséatzliche Strukturinformationen enthalten.

Das Ziel von RNAViz ist es, Sekundarstrukturen tbersichtlich und ohne Uberlappende
Bereiche darzustellen. Beim Laden einer neuen Sekundarstruktur erweist sich die erste
Darstellung meist als die schwierigste, da es in der Regel noch viele Uberlappende
Bereiche gibt und die eigentliche Struktur kaum zu erkennen ist. Die GUI von RNAViz ist
so gestaltet, dass der Benutzer per Drag&Drop einzelne Sequenzen oder Loops bewegen
und so die grafische Darstellung leicht verandern kann. Es bleibt dem Geschick des
Nutzers Uberlassen, wie Ubersichtlich die fertige Anzeige ist (Abbildung 16). Aus der
»geordneten” Sekundarstruktur kann RNAViz automatisch Strukturinformationen

ableiten und in einer sogenannten Skeleton-Datei speichern.

Die Darstellung von Pseudoknoten und unformatierten Abschnitten, sowie die
automatische Nummerierung oder Markierung von Abschnitten ist ebenfalls moglich.
Mit Hilfe von Skeleton-Dateien kann eine groBere Anzahl dahnlicher RNA-Strukturen mit

geringem Aufwand in dhnlicher Weise dargestellt werden.

Die Arbeit mit der Software zeigte, dass RNAViz fir lange Sequenzen wie die 18S rRNA
einen groReren Aufwand als Nutzen bedeutet. RNAViz ist fiir die anschauliche
Darstellung kurzer Sequenzabschnitte und einzelner Merkmale gut geeignet, weniger
aber fir die professionelle Analyse von einer groBen Anzahl Sequenzen mit groReren

Langen, wie sie bei dieser praktischen Genanalyse haufiger vorkommen.
3.1.2.6 Zusammenfassung

Die gegenwartig verfligbare Faltungssoftware ist primar zu dem Zweck entwickelt
worden, die Funktionsweise von RNA zu verstehen und die Sequenzalignments fiir die
Analyse der Primarsequenzen zu verbessern. Das Alignment der Sequenzen spielt in der

Analyse der Primarstruktur eine grundlegende Rolle. Die Methode der Molekularen
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Morphologie entstand als ein interessantes und aussichtsreiches ,Nebenprodukt” der

Verfigbarkeit hochwertiger Faltungsalgorithmen.

Im Prinzip ist die ,,Korrektheit” der erzeugten Strukturen fur die Molekulare Morphologie
zwar erwinscht, aber nicht entscheidend, da die Ergebnisse in jedem Fall kiinstlich (3D-
Struktur wird auf 2D abgebildet) sind, und weil eine vergleichende phylogenetische statt
einer biochemischen Analyse durchgefiihrt wird. MalRgebliches Kriterium fiir den Einsatz
eines bestimmten Verfahrens war in jedem Falle, dass die generierte 2D-Struktur eine
hinreichend groBe Anzahl klar erkennbarer und voneinander separierte
Strukturmerkmale aufweisen musste, um eine moglichst eindeutige morphologische

Analyse zu gestatten.

Eine grundsétzliche praktische Schwierigkeit der Methode besteht darin, dass MFE die
Erzeugung einer Anzahl alternativ moglicher, in gewissem Sinne gleichberechtigter
Sekundarstrukturen bedeutet. Die Ursachen dafiir werden unter dem Begriff
»Frustration” im Abschnitt 3.2.1 erldutert. Nur ein Teil dieser Menge der formal
moglichen Sekundarstrukturen ist fir die Analyse mittels Molekularer Morphologie
geeignet. Die Genauigkeit (d.h. Anndherung an die ,natlrliche“/“wahre”
Sekundarstruktur) der Vorhersage kann mittels Verwendung von Constraints bei

Wechsel von MFE zu NNC deutlich verbessert werden.

Auller MFE und NNC gibt es weitere Mdglichkeiten, Sekundarstrukturen vorherzusagen.
Eine davon ist die Methode nach dem Prinzip der ,,Maximum Expected Pair Accuracy”
(MEA) (Do et al., 2006; Lu et al., 2009; Reuter & Mathews, 2010), bei der die
Wahrscheinlichkeiten der Basenpaarungen analysiert werden. Die sich daraus
ergebende Freie Enthalpie spielt eine untergeordnete Rolle. Diese Methode war zum
Zeitpunkt dieser Arbeit noch nicht als implementierte Funktion verfligbar, ist es aber

inzwischen bei RNAstructure und RNAfold.

Die meisten Algorithmen sind auf kurze Sequenzen ausgelegt (<700 Nukleotide), die
Genauigkeit der Vorhersage der Sekundarstruktur sinkt mit der Lange der Sequenz. Die

Ubereinstimmung zwischen berechneten und im Labor untersuchten RNA liegt bei
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kurzen Sequenzen bei etwa 70-80%, dabei verbessert sich die Vorhersage durch die
vergleichende Analyse einer oder mehrerer homologer Sequenzen (zum Beispiel mit
Dyn- und Multialign von RNAstructure) (Reuter & Mathews, 2010; Andronescu et al.,
2010).

In Uberschaubarer Zeit soll eine groBere Anzahl Sequenzen sinnvoll gefaltet und
analysiert werden. Die Berechnung der Faltung einer Sequenz dauert im Schnitt drei bis
zehn Minuten, je nach Serverauslastung kann die notwendige Zeit variieren. Die Faltung
auf einem normalen PC (Win7, 32bit, 3GB) dauert in etwa die gleiche Zeit. Die Faltung
des gesamten Alignments (mit ca. 120 Sequenzen) mit RNAsalsa dauert je nach

Parametern mehrere Stunden bis zu einem Tag.

Die Entscheidung fiir oder gegen eine bestimmte Software erfolgte nach den Kriterien
der bequemen Handhabbarkeit, Import-Export-Moglichkeiten, Nachvollziehbarkeit der
Ergebnisse, konsistente Verfligbarkeit von MFE und NNC aus der gleichen
Programmfamilie, Rechenzeit / Zeitaufwand, Aktualitit der Software, und nach
morphologischen Kriterien, das heiBt wieviele Merkmale gibt es und wie stark sie

ausgepragt sind.

Keines der getesteten Faltungs-Programme kann automatisch Pseudoknoten
vorhersagen, wie sie in der Realitdit vorkommen, siehe Abschnitt 3.3.1.1,

,Pseudoknoten”.

In der Praxis haben sich RNAfold und RNAsalsa als die glinstigsten Programme fir die
vorliegende Arbeit herausgestellt, RNAfold fiir einfaches MFE-Falten, RNAsalsa fir die

Faltung nach NNC.

Die von RNAfold und RNAsalsa gelieferten PostScript-Dateien waren fiir die visuelle
Analyse ausreichend, sodass die Nutzung von RNAViz und XRNA nicht Uber das
Teststadium hinausging. RNAViz wurde aber fiir die Darstellung einzelner Merkmale

genutzt.
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Tabelle 3: Ein- und Ausgabemoglichkeiten der Software-Varianten zur Vorhersage von RNA-Sekundarstruktur

Software Mfold 3.2 RNAstructure RNAfold 2.0 RNAsalsa

Algorithmus Zuker Zuker Zuker Zuker

Installationssoftware fiir ~ UNIX/Linux Win UNIX/Linux UNIX/Linux, Win

Webinterface X - X -

Inputformat FASTA SEQ FASTA FASTA

Basenlimit 9000 10000

Constraint proprietdres Dot-bracket Dot-bracket
Format

Parameter Mfold 3.2 RNAstructure RNAfold 2.0 RNAsalsa

Temperatur 37°C Variabel fest

Turner model (2004) X X X X

Turner model (1999) X X X X

Andronescu model X

(2007)

Matthews model (2004) X X

MFE X X -

NNC X - X X

MEA - X X -

Output Mfold 3.2 RNAstructure RNAfold 2.0 RNAsalsa

Format ps, png, jpg, svg  ct ps ps

Reliability Notation X X

Base Pair Probability X

Energy Dot Plot X

Partition Function X X
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Abbildung 17: Unterschiedliche Ergebnisse fiir die Sekundarstruktur der 18S rRNA von Pecten maximus nach
Anwendung der verschiedenen Faltungsalgorithmen RNAfold, RNAsalsa, mfold, RNAstructure.
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3.2 Faltung

Fir die Faltung der Sequenzen wurden verschiedene Methoden angewandt. Dieses
Verfahren wurde mit dem identischen Satz von Sequenzen fiir verschiedene

Faltungsalgorithmen und -parameter wiederholt.
3.2.1 Faltung nach Gibbs / Minimum Free Energy (MFE)

Wie bereits im Abschnitt 3.1, ,Material”, beschrieben, gibt es verschiedene Algorithmen
und Parameter, mit denen Primarsequenzen zu 2D-Strukturen gefaltet werden kénnen.
Die einfachste Methode ist die nach dem thermodynamischen Prinzip der ,,Minimum

Free Energy” (MFE).

Besonders bei Sekundarstrukturen nach MFE stellt sich das Problem der sogenannten
Frustration (Ebeling et al., 1990). Eine Aufgabe ist frustriert, wenn mehrere
gleichwertige, im Detail aber sehr unterschiedliche Losungen (d.h., Kompromisse
zwischen den widersprichlichen Anforderungen) fiir ein Problem moglich sind, und
keine Losung definitiv mit Abstand die ,beste” ist. Dieses Problem ist z.B. auch von der
Faltung und Evolution von Proteinen bekannt (Oliveira et al., 2006), aber auch von
verwandten mathematischen Aufgaben wie dem ,travelling salesman problem”, bei
dem der kiirzeste Weg gesucht wird, um eine gegebene Menge von Orten auf einer
Karte zu besuchen (Bohr & Brunak, 1989). So lassen sich fiir eine Sequenz oft mehrere
unterschiedliche Sekundarstrukturen finden, die eine dhnlich niedrige Freie Enthalpie
aufweisen. Kleine Modifikationen der Faltungsparameter flihren dann dazu, dass die
jeweils ,besten” Losungen sehr unterschiedliche Strukturen besitzen konnen. Das
Faltungsprogramm mfold bietet deshalb als Ausgabe die 30 Sekundarstrukturen mit den
niedrigsten Enthalpiewerten an. Aus diesen Moglichkeiten ist dann eine auszuwahlen,
deren Freie Enthalpie moglichst wenig vom besten Wert abweicht und die 2D-Struktur
denen der anderen betrachteten RNA moglichst dhnlich ist. Solche Entscheidungen sind

nur bedingt zu automatisieren und lassen stets einen gewissen subjektiven Spielraum.
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3.2.1.1 Faltung mit RNAfold

Nach Austesten der verschiedenen Programme wurde die Faltung nach MFE mit

RNAfold vom Vienna-Server durchgefiihrt.

Zur Vorbereitung brauchten die Sequenzen nur geringfligig modifiziert zu werden: Zu

kurze Sequenzen und ,falsche” Buchstaben und Leerzeichen wurden entfernt.

Der erste Schritt vor dem seriellen Falten war das Testen der Parameter, die RNAfold
anbietet. Die generierten Sekundarstrukturen sollten eine moglichst geringe Variabilitat
zwischen den Arten aufweisen, um zwischen konservativen und variablen Bereichen

unterscheiden zu kdnnen.

Die intuitiv logische Variante der ,RNA-Parameter” erzeugt eine Struktur, die sehr
wenige und wenig variable Merkmale zur Analyse aufweist (Abbildung 17). Wahrend
dies im Sinne der ,konservativen“ RNA vielleicht ,richtig” erscheint, muss beachtet
werden, dass sich die , Konservierung” der RNA auf funktionelle Abschnitte bezieht. Die
Faltung nach MFE nimmt jedoch auf funktionelle Regionen keine Riicksicht. Es entsteht

eine ,nur” scheinbar ,konservierte” Sekundarstruktur.

Um fir die visuelle Analyse im Sinne der Molekularen Morphologie eine geeignetere
Sekundarstruktur zu erhalten, wurde deshalb die Faltung auch mit ,DNA-Parametern”
durchgefiihrt. Die daraus resultierenden Strukturen wiesen nun eine Vielzahl sehr

variabler Merkmale (zwischen 30 und 50) auf (Abbildung 17).

Im Vorfeld bestand die Vermutung, dass die zu erwartenden Sekundarstrukturen im
Grunde sehr &hnlich sind, und die Unterschiede (d.h. nicht funktionelle, ,frei”
mutierende Bereiche) zwischen ihnen Rickschliisse auf die Verwandtschaft der
untersuchten Arten zulassen. Diese Annahme erwies sich jedoch fiir die Faltung nach
MFE mit DNA-Parametern als zu optimistisch. Dementsprechend wurde der
Schwerpunkt der visuellen Vergleiche auf die gemeinsamen Merkmale (d.h. auf
funktionelle, konservierte Bereiche) verlegt und den variablen Bereichen geringere

Bedeutung zugemessen.
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Bei der anschlieRenden Analyse wurden wegen ihrer noch unbekannten Relevanz
zunachst alle Merkmale in die Merkmalsmatrix aufgenommen. Erst am Ende konnte
festgelegt werden, welche Merkmale tatsachlich gleichzeitig bei einer groBeren Anzahl

Arten zu finden waren.

3.2.1.1.1 RNAfold: Parameter

Die Faltung der Sequenzen nach MFE wurde Anfang 2006 Uber das Webinterface von
RNAfold (siehe Abschnitt 3.1.2.3, ,RNAfold“) des Vienna Servers durchgefiihrt. Die
Parameter wurden wie folgt gesetzt:

= minimum free energy only

= use DNA parameters

= Rescale energy parameters to temperature 37°C

special tetraloops
dangling end energies

GU pairs at the end of helices

R

avoid isolated base pairs

Zum jetzigen Zeitpunkt (2011) sind auch noch andere Parameter und Faltungen maoglich.

3.2.1.2 Beispiel Pecten maximus mit RNAfold

Am ausgewadhlten Einzelbeispiel der Pilgermuschel (Pecten maximus) kann die Methode
in umfassender Weise exemplarisch dargestellt und deutlich gemacht werden. Die in
Abschnitt 3.1.1 ,abgerufene” Information wurde zunédchst in das FASTA-Format
umgewandelt; diese Option bietet GenBank inzwischen automatisch an. Die
resultierende Zeichenkette enthielt keine Leerzeichen oder Buchstaben auller den
Nukleinsduren a, ¢, gund t.

caacctggttgatcctgccagtagtcatatgcttgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtacatactttttgatg
gtgaaaccgcgaatggctcattaaatcagttatggttccttagatcgtacgatcctacttggataactgtggcaattcta

gagctaatacatgcaaaaaggcaccgactcacggaggtgcgattttatcagttcaaaaccaatcggtcgcaaggecgtca
ctttggtgaatctggataactttgtgctgatcgcacggccctegtgeccggegacgtatctttcaaatgtetgacctatca
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actttcgatggtacgtgctatgcctaccatggttgtaacgggtaacggagaatcagggttcggttccggagagggagcat
gagaaacggctaccacatccaaggaaggcagcaggcgcgcaaattacccactcctggcacggggaggtagtgacgaaaaa
taacaatacgggactctttcgaggccccgtaattggaatgagtacactttaaaccctttaacgagtatccattggagggce
aagtctggtgccagcagccgecggtaattccagctccaatagecgtatattaaagttgttgcagttaaaaagctcgtagtty
gatctcagatccaggcttgcggtccactccttggtggctactgctcgtecctgatctaccteccggttttacccttggtge
tcttgattgagtgtctcgggtggecggaacatttactttgaaaaaattagagtgttcaaagcaggcagctcgectgaata
atggtgcatggaataatggaataggacctcggttctattttgttggttttcggaacttgaggtaatgattaagagggaca
gacgggggcattcgtattacggtgttagaggtgaaattcttggatcgccgtaagacgaactactgcgaaagcatttgcca
agaatgttttcattaatcaagatcgaaagtcagaggttcgaagacgatcagataccgtcgtagttctgaccataaacgat
gccaactagcgatccgccggagttgcttcaatgactcggecgggcagcttacgggaaaccaaagtttttgggttccggggg
aagtatggttgcaaagctgaaacttaaaggaattgacggaagggcaccaccaggagtggagcctgcggcttaatttgact
caacacgggaaaactcacccggcccggacactgtaaggattgacagattgagagctctttcttgattcggtgggtggtgg
tgcatggccgttcttagttggtggagcgatttgtctggttaattccgataacgaacgagactctagectgctaaatagtt
caccgatccgctctgecgtcggtgcaacttcttagagggacaagtggcgtttagccacacgagattgagcaataacaggtc
tgtgatgcccttagatgttcggggccgcacgcgcgctacactgaaggaatcaacgtgctcttateccttgecccggaagggt
tgggtaacccgttgaacctccttegtgctagggattggggcttgtaattcttccccatgaacgaggaattcccagtaage
gcgagtcataagctcgcgttgattacgtcecctgecctttgtacacaccgcccgtcgetgctaccgattgaatggtttagt
gagctcctcggattggtcccgacacggggggaaactctcgagtcggtgtgccgaaaagacgagcaaacttgattatttag
aggaagtaaaagtcgtaacaaggtttccgtaggtgaacctgcagaaggatctagt

Diese Zeichenkette konnte per Copy & Paste in das Eingabefeld vom RNAfold Webserver
eingesetzt oder als Datei im FASTA-Format hochgeladen werden. Das Resultat hangt
nicht von der gewdhlten Weise der Eingabe ab. Als Parameter fiir die Faltung wurden

die im Abschnitt 3.2.1.1 angegebenen Werte ausgewahlt.

Die 18S rDNA von Pecten maximus liegt mit 1815 Basen unter der Langenbegrenzung,
bis zu der RNAfold falten kann (siehe Abschnitt 3.1.1, ,Sequenzen”). Die eingegebene
Sequenz wurde als ,Batch-Job” in eine Warteschlange eingereiht, das heift, sie wurde
an das Ende aller vorher online in Auftrag gegebenen Faltungen gestellt. Der Nutzer
erhielt eine URL, unter der die generierte Sekundarstruktur im Anschluss abgerufen

werden konnte.

Mit den genannten Einstellungen hat RNAfold die Sekundarstruktur in Abbildung 18

generiert.
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Abbildung 18: MFE-Sekundarstruktur der 18S rDNA von Pecten maximus nach dem RNAfold-Algorithmus
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3.2.2 Faltung mit festen Bindungen, Near Natural (NNC)

Um die Ergebnisse fiir die nach MFE gefalteten Sekundarstrukturen in Bezug auf die
Problemstellung zu optimieren und das Frustrationsproblem der moglichen 2D-
Strukturen zu reduzieren, gibt es die Moglichkeit, bei der Faltung der Sequenz einen
sogenannten Constraint anzuwenden. Solch ein Constraint wurde meist experimentell
im Labor ermittelt und gibt fiir bestimmte Gruppen von Basen gewisse Regeln fir die
Paarbildung vor. Dabei wird jeder einzelnen Base je eine der Alternativen
vorgeschrieben, dass

= sie nicht gebunden werden darf

= mit welcher anderen Base sie gebunden werden muss

= sie optional zur Paarbildung nach dem MFE-Algorithmus verwendet werden soll

Ein Constraint ist eine Einschrankung in der MFE-Faltung und soll Sekundarstrukturen
liefern, die naher an der natilirlichen Form der rRNA sind als das bei volliger Freigabe
aller Basen in der Regel der Fall ist. Auf diese Weise sollen weniger und dafir

aussagekraftigere Merkmale erzeugt werden.

Im Gegensatz zur uneingeschrankten Faltung nach “Minimum Free Energy” erfordert
das Falten mit Constraint zusatzliche Vorbereitungen. Fiir die Formulierung der
erginzenden Vorschriften ist ein Alignment der Sequenzen notwendig und die

Zuweisung eines Consensus Constraint fir alle einbezogenen Sequenzen.

Fiir die Faltung standen die Programme mfold, RNAfold und RNAsalsa zur Auswahl. Als
am besten geeignete Software erwies sich RNAsalsa, siehe Abschnitt 3.1.2.4. Dieses
Programm bietet die Moglichkeit, mehrere Sequenzen vergleichend zu analysieren und

unter Vorgabe des sogenannten Consensus Constraint zu falten.

Notwendig fiir die Faltung mit RNAsalsa ist also ein bekanntes Constraint einer
(moglichst nah verwandten) Art, die im Alignment der Sequenzen enthalten sein muss.
Experimentell sind Constraints aufgrund der aufwendigen Untersuchung bisher nur fir

eine begrenzte Anzahl Arten ermittelt worden.
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Bei der Abarbeitung des Algorithmus wird die Sequenz mit Constraint zum
L»Ausgangspunkt” fir das Alignment aller Sequenzen. Im Programm ClustalX wird das
Alignment vorgenommen. Ein Alignment von mehreren Sequenzen verschiedener Arten
hilft dabei, vergleichbare bzw. verwandte funktionelle Abschnitte innerhalb der

Gensequenzen zu identifizieren.

Im Rahmen des Alignments werden ,Leerstellen” in die Sequenz ,eingefligt”, um InDels
auszugleichen. Die vom Nutzer gesetzten Parameter legen die Hohe der Strafen fir
eingefligte Leerstellen und die Zahl der Pluspunkte fiir Gbereinstimmende Basen fest.
Entsprechend wird ein ,bestes” Alignment durch maximale Punktzahl gemaB den
gesetzten Parametern ermittelt. Bereits bekannte funktionelle/analoge Abschnitte
konnen ein Alignment verbessern (& Constraint-Informationen). RNAsalsa bietet
optional an, intern ein automatisches Alignment mit Constraint vorzunehmen, ohne

explizites Zutun des Anwenders.

Ahnlich wie bei der Faltung nach MFE, bei der gleichwertige Sekundarstrukturen ein
frustriertes Problem darstellen, besteht ein analoges Problem auch fiir das Alignment
der Primdrsequenzen. In der Natur gibt es nur ein ,richtiges” Alignment, dieses kann
aber nicht leicht bzw. in eindeutiger Weise gefunden werden. Je nach Einstellung der
Parameter in der Alignment-Software kdnnen gleichwertige Alignments gefunden
werden, die durch den Benutzer nicht a priori als ,falsch” oder ,richtig” klassifiziert
werden kéonnen. Dadurch entsteht auch an dieser Stelle Raum fiir relativ willkirliche,

subjektive Entscheidungen des jeweiligen Bearbeiters.

Nach Festlegung des Alignment steht fiir jede Sequenz ein (Consensus) Constraint zur
Verfligung. Dieser ist in der Regel nicht exakt so wie es ein im Labor untersuchter ware,
ndhert sich diesem erfahrungsgemall aber zumeist hinreichend gut an und ist mit
deutlich weniger Aufwand zu ermitteln (Stocsits, 2009). Aullerdem ergibt sich die
Moglichkeit, NNC-Faltungen in groRerer Anzahl automatisiert vorzunehmen, ohne

vorher experimentell Strukturinformationen ermitteln zu miissen.
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Nach Vorliegen eines Consensus Constraint kdnnen alle Sequenzen einer Gruppe von

Spezies mit RNAsalsa nach der NNC-Methode gefaltet werden.
3.2.2.1 Vorbereitung

Ahnlich wie bei der Faltung mit MFE (siehe Abschnitt 3.2.1) miissen die Sequenzen in
das einheitliche FASTA-Format gebracht werden. Alle Sequenzen miissen in einer Datei

zusammengefasst werden:

>Acila_castrensis
tcatatgcttgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtacaaactttcacatagtgaaaccyg..
>Nucula_proxima
tcatatgcttgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtacagactttcacatagtgaaaccyg..
>Nucula_sulcata
tcatatgcttgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtacaaactttcacatagtgaaaccyg..

Die erste Zeile enthalt einen eindeutigen Namen fur die Sequenz (ASCIl, ohne
Leerzeichen), die zweite Zeile enthadlt die Sequenz (ohne Leerzeichen oder
Zeilenumbriche). In diesem Format kénnen sie in ClustalX aligniert oder durch RNAsalsa

gefaltet werden.

3.2.2.2 Alignment mit ClustalX

Die in einer Datei im FASTA-Format vorliegenden Sequenzen koénnen in ClustalX
eingeladen werden. Es folgt eine Ansicht aller Sequenzen untereinander, die
Reihenfolge entspricht der in der Datei vorgegebenen (siehe Abbildung 19). Die farbliche
Markierung der Basen im Hauptfenster des Programms lassen bereits gewisse
Versetzungen von Abschnitten in den einzelnen Sequenzen vermuten. Diese gilt es,

durch sinnvolles Einfligen von Leerstellen auszugleichen.

ClustalX berechnet in mehreren Schritten das Alignment der Sequenzen fiir die jeweils
Parameter gesetzt werden missen. Die wichtigsten sind die Einstellungen fir das
»Pairwise Alignment” und das ,,Multiple Alignment”, siehe die in Abbildung 20 gezeigten
Einstellungsmasken des Programms. Der Nutzer legt fest, welche Strafen ClustalX fiir das

Einflgen eines ,Gaps” (Leerstelle) und dessen Ausweitung einrechnen soll.
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Eine genaue Beschreibung der Parameter kann im Handbuch von Jarno Tuimala unter

http://www.csc.fi/english/research/sciences/bioscience/programs/clustalw/clustalx_pdf
(Stand Oktober, 2011)

abgerufen werden.

Das endgliltige Festlegen der Parameter ist jedoch weiterhin mit Testen verbunden und
muss vom Benutzer visuell kontrolliert und ggf. korrigiert werden. Das heif3t, an
bestimmten Stellen werden Leerstellen manuell entfernt oder zusatzlich zum
automatischen Alignment eingefligt. Daraus resultiert eine aneinander ausgerichtete
Sortierung der Basen aller Sequenzen (Abbildung 21). Zusammen mit einem Constraint
einer nah verwandten Art kann dieses Alignment von RNAsalsa zur Faltung aller

Sequenzen genutzt werden, die im betrachteten Genpool enthalten sind.

Als Parameter-Sets stellten sich die in Abbildung 20 dargestellten Einstellungen als
gunstig heraus. AnschlieBend wurde das Alignment auf Fehler Uberprift und
gegebenenfalls manuell ausgebessert: Die einzelnen Sequenzen mussten in ihrer
Ausrichtung visuell miteinander verglichen werden. Einzelne Basen, bzw. gréRere
Abschnitte mussten zum Teil manuell verschoben werden. Auf diese Weise wurden
analoge (und gegebenenfalls homologe) Sequenzabschnitte einander zugeordnet. Es

wurden zusatzlich die Faltungsinformationen des Constraints mit ausgerichtet.
3.2.2.3 Faltung mit RNAsalsa

Die Voraussetzung fiir die Herstellung einer oder mehrerer Sekundarstrukturen durch
Faltung mittels RNAsalsa ist das geeignete Alignment aus zwei oder mehr Sequenzen
(siehe Abschnitt 3.2.2.2) und die Constraint-Informationen von einer nah verwandten
Art. Alignment und Constraint miissen als separate Dateien im FASTA-Format an das
Programm Ubergeben werden. Das Sequenzalignment muss so formatiert sein, wie es in
Abschnitt 3.2.2.1 beschrieben ist. ClustalX bietet die Ausgabe des Alignments in der

richtigen Form an (*.fasta).

Der Constraint muss ebenfalls in einer bestimmten Form sein, z.B.:
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>Mytilus_californianus
————————————————————————— CAACCUGGUUGAUCCUGCCAGUAGUCAUAUGCUUG...

----------------------------- CER O R (@ (&

Im Fall der Bivalvia wurde die Constraint-Information von der Kalifornischen
Miesmuschel (Mytilus californianus) genutzt. Diese stammt aus der European Ribosomal
Database. Die Sequenz in der Constraint-Datei muss mit dem gleichen Namen im
Alignment aller Sequenzen angegeben sein. Der Programmaufruf zur Faltung aller

Sequenzen erfolgt dann wie in Abschnitt 3.1.2.4 beschrieben.
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Abbildung 19: Ansicht der unalignierten Sequenzen in ClustalX.

Alighment Parameters
CLOSE |

=10l x

~Multiple Par ters
Gap Opening [0-100] :[10-00 |Gap Extention [0-100]

Delay Divergent Sequences (5] :

DN Transition Weight [0-1]
Use Negative MatrixIOFF 'l

~ Protein Weight Matrix
" BLOSUM series © PAM series
 |dentity matrix

 Gonnet series
© User defined

Load protein mat

~ DNA Weight Matrix
& 1UB " CLUSTALWI(1.6]
© User defined

Load DNA:

CLOSE
Pairwise Alignments :ISIow—Accurale l

=101

- Pairwise Par

s
Gap Opening [0-100] :[10.00 |
Gap Extension [0-100] :[0.10_ ]

~Protein Weight Matrix
¢ BLOSUM 30 ¢ PAM 350 ¢ Gonnet 250 ¢ |dentity matrix
" User defined

Load protein matrix: |
DNA Weight Matrix
|;? IUB ¢ CLUSTALW(1.6] C User defined

Load DNA matrix: |

Abbildung 20: Eingabemasken fiir Alignmentparameter bei ClustalX.
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Der Zeitaufwand fiir die Faltung mit RNAsalsa ist natlirlich von der Rechenleistung des
ausfiihrenden Systems und von der GrofRe des Alignments abhangig. Mit einem
typischen PC (Dual Core 2GHz, 4 GB RAM) dauert eine Beispielrechnung mit sechs
Sequenzen und einer Sequenz mit Constraint etwa zehn Stunden. Fir groRere
Alignments (wie in dem Fall der Bivalvia 130 bis 160 Sequenzen) sind leistungsstarkere

Workstations zu empfehlen.

3.2.2.3.1 RNAsalsa Parameter

Die Faltung der Sequenzen wurde mit verschiedenen Parametern durchgefiihrt.
RNAsalsas Standardparameter fiir die Anwendung des Constraints (siehe Abschnitt
3.1.2.4) wurden fir die Bivalvia nicht verdndert, da sie sich fiir das Alignment der
verwendeten Sequenzen als sinnvoll erwiesen hatten. In anderen Fallen kdnnen sich

veranderte Constraint-Parameter aber durchaus als notwendig erweisen.

Der Vergleich der von RNAsalsa generierten Sekundarstrukturen, jeweils einerseits mit
externem Alignment (ClustalX) und andererseits mit RNAsalsa-internem Alignment,
erbrachte zwar kleine Unterschiede (siehe Abbildung 15), diese gingen aber kaum (ber
die Dimension eines Merkmals (siehe Abschnitt 3.3.2) hinaus. Die grundlegende Form
der Sekundarstruktur blieb jedoch erhalten. Die verdnderten Merkmale kbnnen aber in
jedem Einzelfall wiederum weder als ,richtig” noch als ,falsch” eingestuft werden,
solange nicht die vollstindige Analyse der Merkmale mit bekannten

Verwandtschaftsdaten verglichen wurde.

3.2.2.4 Beispiel Pecten maximus mit RNAsalsa

Die Faltung nach den oben genannten Parametern ergibt fiir das Beispiel Pilgermuschel
(Pecten maximus) die in Abbildung 22 dargestellte Sekundarstruktur. Im Vergleich zur
Faltung nach MFE (Abbildung 18) sind deutliche Unterschiede zu erkennen, der
auffalligste darunter ist das Fehlen eines zentralen Multi-branch Loops bei NNC.

Wahrend bei MFE alle Merkmale von diesem zentralen Loop ausgehen, gibt es bei der
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NNC-Struktur  finf  groBere  Merkmalskomplexe  (siehe  Abschnitt  3.3.2,

»Merkmalsdefinition“).

3.2.2.5 Faltung mit RNAfold im Vergleich mit RNAsalsa

Die Sekundarstruktur nach RNAfold unter Nutzung des gleichen Constraints und der
gleichen Parameter, wie bei RNAsalsa, erweist sich als sehr dhnlich aber nicht identisch.
Abbildung 23 zeigt das Ergebnis der Faltungen mit beiden Programmen am Beispiel von

Abra prismatica.
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Abbildung 21: Ergebnis der Bearbeitung der Sequenzen aus Abbildung 19.
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il
ool ()

RNAsalsa RMAfold

von Abra pri: ica, nach NNC mit RNAsalsa und RNAfold generiert.

Abbildung 23: Vergleich der NNC-Sekundarstruktur von Abra prismatica, gefaltet mit RNAsalsa (links) und RNAfold
(rechts).
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3.3 Analyse

3.3.1 Sekundarstruktur

Von der DNA ist bekannt, dass sie aus Nukleinsduren als den vier Grundbausteinen
besteht. Zwei dieser Nukleinsduren sind Purine, Adenin (A) und Guanin (G), und zwei
sind Pyrimidine, Thymin (T) und Cytosin (C). Im Zellkern liegen zwei komplementéare
DNA-Einzelstrange nebeneinander. Aus den sich gegeniiberliegenden Bausteinen
entstehen feste Basenpaare zwischen jeweils einem Purin und einem Pyrimidin. Es
wurde chemisch nachgewiesen, dass das Verhaltnis der Anzahl von Adenin- zu Thymin-
Basen in einem DNA-Doppelstrang immer 1 : 1 ist, ebenso das Verhaltnis der Anzahl von
Guanin- zu Cytosin-Basen. Das Mengenverhéaltnis von Adenin zu Guanin,
beziehungsweise Cytosin zu Thymin ist dagegen von Art zu Art verschieden (Chargaff,
1950). Daraus lieB sich schlussfolgern, dass Adenin und Thymin ein Basenpaar bilden
(Ausbildung von zwei Wasserstoffbriicken). Das andere Basenpaar, Guanin und Cytosin,
ist durch drei Wasserstoffbriicken verbunden. Die daraus resultierende Struktur ist die

chemisch stabile Doppelhelix (Abbildung 24).

Die rRNA liegt, wie andere Arten von RNA, zumeist als Einzelstrang vor. Dadurch sind, im
Gegensatz zur doppelstrangigen DNA, die Chargaff-Regeln nicht erflllt. Die
Sekundarstruktur der RNA entsteht dadurch, dass der Einzelstrang unter bestimmten
physiko-chemischen Bedingungen und unter Bildung intramolekularer Basenpaare auf
sich selbst zurlckfaltet. Unter der Sekundarstruktur einer RNA-Sequenz versteht man im
Wesentlichen eine Liste der gepaarten Basen (Fontana, 1996). Des Weiteren ist in der
RNA die Base Thymin durch die chemisch dhnliche Base Uracil (U) ersetzt. Die Watson-
Crick-Paarungen in der RNA sind dementsprechend A-U und G-C. Diese kommen in der

Sekundarstruktur am haufigsten vor.
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Abbildung 24: Doppelhelixstruktur der DNA aus Watson & Crick, 1953. Es wird schematisch dargestellt, wie die zwei
Phosphat-Zucker-Ketten durch die horizontalen Bindungen der Basenpaare zusammengehalten werden.

A

ll
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g
Q

Wohble—Paarung/

Abbildung 25: Ausschnitt einer Sekundarstruktur nach RNAfold. Grau markiert ist die "Wobble"-Bindung G-U.
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Durch die chemischen Wechselwirkungen in der Sekundar- und Tertidrstruktur der RNA
sind auch andere Basenpaare als A-U und G-C moglich. Diese bezeichnet man als non-
Watson-Crick- oder Wobble-Paarungen (Crick, 1966). Dazu zdhlen unter anderem A-C, A-
G oder G-U, wobei G-U als Wobble-Paarung in der RNA am haufigsten erscheint
(Abbildung 25). Aus energetischen Griinden ist die Zahl der Wobble-Paare in einer
gefalteten RNA moglichst niedrig. Haufig ist die genaue Position von Wobble-Paaren im
Strang nicht eindeutig festgelegt, sie konnen als ,Fehlstellen” des Doppelstrangs
»wandern® und so zu unterschiedlichen Sekundarstrukturen bei gleicher Primarstruktur

fuhren.

Da die entstehenden Sekundarstrukturen fir die katalytische Aktivitat einer RNA
entscheidend sind, sollen diese hier anstelle der Primarstruktur zur Bewertung der
Ahnlichkeit zweier RNA-Molekiile herangezogen werden. Die Vermutung, dass 40% bis
60% einer realen RNA-Sequenz eine partielle Helix-Struktur ausweist (Fontana, 1996)
und die Doppelhelix-Abschnitte durch Einzelstrang-Abschnitte, sogenannte Loops,
unterbrochen werden, bedeutet, dass RNA eine morphologisch untersuchbare

Molekdilstruktur mit unterschiedlichen Merkmalen einnimmt.

Die in dieser Arbeit untersuchten morphologischen Merkmale der Sekundarstruktur, im
Folgenden  2D-Merkmale  genannt, entstehen durch die abwechselnde
Aneinanderreihung von Abschnitten mit Helixstruktur und unverpaarten Einzelstrangen;
es liegt somit eine Kombination aus charakteristischen, sich wiederholenden
Grundstrukturen zur Analyse vor. Die Elemente dieser ubergeordneten Strukturen
werden in Helices und Loops (Schleifen) unterteilt, die dann ihrerseits aus Nukleotiden

aufgebaut sind.

Nach Fontana (1996) reicht es in der Regel aus, Loops durch nur zwei Zahlen zu
charakterisieren. Der ,Grad” eines Loops ist die Anzahl der Helices, die von ihm
ausgehen und die dann auch als ,Stamme*“ bezeichnet werden. Die Anzahl n der im Loop

enthaltenen Basen sind die ,,GroRRe” des Loops.

Seite | 76



Material & Methoden

Abhdngig vom Grad werden Loops in drei qualitativ verschiedene Typen eingeteilt,
Hairpin, Bulge und Multi-branched Loops. Die vier grundlegenden topologischen
Strukturelemente sind dementsprechend
= Helix / Stamm: eine ununterbrochene Helixstruktur aus 1+n Basenpaaren
= Hairpin Loop (Form einer ,Sackgasse”): Die Rickfaltung des RNA-Strangs am
Ende eines Stammes / Helix, d.h., ein Loop mit Grad 1 und GroRe n.
= Bulge Loop / Interior Loop: Ein Abschnitt ungebundener Basen zwischen zwei
Helixstrukturen, d.h., ein Loop mit Grad 2 und Grofle n. Beim Interior Loop
(Form einer ,Linse”) sind ungepaarte Basen auf beiden Seiten des Strangs
vorhanden, beim Bulge Loop (Form einer ,Blase”) sind ungepaarte Basen nur
einseitig.
= Multi-branched Loop (Form eines ,Kreisverkehrs“): Ein Ring ungebundener
Basen, von dem mebhr als 2 Helices / Stamme ausgehen, d.h., ein Loop mit Grad

> 2 und GroRe n.
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Multi-branched Loop

Helix / Stamm

Interior / Bulge Loop

Hairpin Loop

Abbildung 26: Ausschnitt einer Sekundarstruktur nach RNAfold. Grau markiert sind die vier grundlegenden
Strukturelemente der Sekundarstruktur.
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Abbildung 27: Verschiedene Typen von Pseudoknoten aus Staple & Butcher (2005). Gestrichelte Linien stellen
Basenpaarungen dar.
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Diese vier Strukturelemente sind in Abbildung 26 illustriert. Gegebene
Sekundarstrukturen wurden nach Kombinationen aus diesen vier Elementen visuell
durchsucht und die diesbeziiglichen Unterschiede fir die Verwandtschaftsanalyse
protokolliert. Die oben genannten 2D-Merkmale mussten aber noch praziser spezifiziert
werden, um eine geeignete Vorschrift zu gewinnen, die auf die Fiille der moéglichen und
komplizierten 2D-Strukturen bei der eigentlichen Auswertung angewendet werden
konnte und zu quantitativen Ergebnissen fiihrte, die von Fall zu Fall nicht (oder
moglichst wenig) von subjektiven Einzelentscheidungen des jeweiligen Bearbeiters
abhingen. Das Herausfinden und Festlegen geeigneter solcher Regeln stellte eine der

wesentlichen Herausforderungen dieser Arbeit dar.

3.3.1.1 Pseudoknoten

1982 wurde an einem Mosaikvirus nachgewiesen, dass RNA auch in andere als die in
Abschnitt 3.3.1, ,, Sekundarstruktur” beschriebenen Formen falten kann (Rietveld et al.,
1982). Als Pseudoknoten bezeichnet man eine RNA-Sekundarstruktur, bei der die

Schleife eines Loops einen Teil des Stamms eines anderen Loops bildet (Abbildung 27).

Derartige Formen kommen in der Natur vor, kdnnen aber durch automatische
Faltungsalgorithmen kaum vorhergesagt werden. Aus diesem Grund und weil die
generierten Sekundarstrukturen eine vereinfachte Darstellung und nicht unbedingt eine
naturgetreue Abbildung sind, wurden Pseudoknoten aus der Betrachtung herausgelassen.
Im unwahrscheinlichen Fall, dass ein Pseudoknoten doch als Ergebnis des
Faltungsalgorithmus auftritt, sollte dieser bei der Auswertung ignoriert werden.

Praktisch kam dieser Fall bei den untersuchten Strukturen aber nicht vor.

3.3.2 Merkmalsdefinition

Um eine sinnvolle und eindeutige Klassifikation und Bewertung der Sekundarstrukturen
mittels der hier verwendeten 2D-Merkmale zu erreichen, mussten letztere zunachst
moglichst streng definiert werden. Damit ein 2D-Merkmal bei der vergleichenden
Analyse berlcksichtigt wird, sollte es aus mindestens einem Stamm und einem

»signifikanten” Loop bestehen. Aufgrund der Variabilitdt der Loops wurde zusatzlich
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festgelegt, dass sich Loops aus mindestens sechs Nukleotiden zusammensetzen, d.h.

mindestens die GrofRe 6 besitzen missen, um als signifikant zu gelten.

Beim Vergleich der Sekundarstrukturen stellen sich Merkmalskomplexe heraus, die aus
einer Kombination von 2D-Merkmalen bestehen. Ein solcher Merkmalskomplex kann
beim Vergleich zweier Sekundarstrukturen einmal vorhanden sein und einmal nicht, er
kann identisch oder mit mehr oder weniger groRen Unterschieden vorkommen. Solche
Merkmale und Merkmalskomplexe galt es zu identifizieren, zu definieren, zu vergleichen

und zu bewerten (Abbildung 28).

Es wurden fir den Algorithmus folgende Regeln festgelegt:

1. Ein Merkmal und Merkmalskomplex beginnt immer als Stamm / Helix an einem
Interior oder Multi-branched Loop. Im Falle der untersuchten MFE-Faltungen
beginnen sie meist am Multi-branched Loop mit dem hdchsten Grad.

2. Ein Merkmalskomplex K besteht aus M Merkmalen, je ein Merkmal besteht aus
N>1 Grundelementen. Ein Merkmal kann nicht nur aus einem Stamm bestehen.

3. Merkmale gelten als gleich, wenn sie die gleiche Anzahl Basen n enthalten und

die relativen Positionen ihrer Grundelemente gleich sind.

Da nur 2D-Merkmale zur Klassifikation der Spezies und ihrer Verwandtschaft verwendet
werden sollten, sind Punktmutationen der Primarstruktur, die keine Auswirkung auf die
Sekundarstruktur haben (d.h. keine Verdnderung der Anzahl von Stammen und/oder

signifikanten Loops zur Folge haben), fir die Bewertung irrelevant.

In der Merkmalsmatrix wurde jedem Merkmal und jedem Merkmalskomplex eine

eindeutige Kennung zugewiesen (siehe Abschnitt 3.3.2.1, ,,MFE: Merkmalsbeispiel®).
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) . o
Chlamys islandica Chlamys hastata
2D-Struktur nach RNAFold, MFE, Parameterset 2

Abbildung 28: Berechnete Sekundarstrukturen von Chlamys islandica und Ch. hastata nach RNAfold, MFE. Farblich
markiert sind drei Gibereinstimmende Merkmalskomplexe.

RNAFold (DNA Parameter)
Merkmal A3
Mytilus edulis (links) und Yoldia limatula (rechts)

Abbildung 29: Herausgestellt ist jeweils ein Merkmalskomplex mit unterschiedlich ausgepragten Merkmalen
(Sekundarstruktur von Mytilus edulis und Yoldia limatula nach RNAfold), rot markiert ist die ursédchliche
Punktmutation.
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3.3.2.1 MFE: Merkmalsbeispiel

Die geeignete Merkmalsdefinition bei MFE gestaltet sich grundséatzlich schwierig, wie an
den folgenden Beispielen gezeigt werden soll. In beiden Fallen handelt es sich um (in
dieser Arbeit so genannte) Merkmalskomplexe, die wiederum aus mehreren Merkmalen
bestehen. Allgemein kdnnen sowohl Merkmale als auch Merkmalskomplexe

unterschiedliche Anzahlen von Basen haben.

Merkmale und Merkmalskomplexe konnen identisch, in unterschiedlichen
Auspragungen oder gar nicht vorkommen. In Abbildung 29 ist ein Merkmalskomplex
herausgestellt, der bis zum ersten Multibranch-Loop identisch ist, danach aber in einem
Merkmal abweicht. Die Anzahl der beteiligten Basen ist gleich (59). Wenn man die
einzelnen Basen in der Struktur vergleicht, kann man erkennen, dass eine lokale

Punktmutation (G&U) die ausgedehnte Strukturveranderung ausgelost hat.

Es ist zu diskutieren, inwiefern diese Merkmalsveranderungen signifikant fir

phylogenetische Stammbadume sind.
3.3.2.2 NNC: Merkmalsbeispiel

Die Merkmalsdefinition bei NNC ist im Gegensatz zu MFE relativ einfach. In Abbildung 30
ist ein Merkmal (6) aus einem Merkmalskomplex (B) herausgestellt. Obwohl drei
Punktmutationen und die Insertion einer Base zu erkennen sind, bleibt das Merkmal

(und der Merkmalskomplex) grofRtenteils erhalten.

Die Sekundarstrukturen von NNC zeichnen sich durch eine gewisse Unempfindlichkeit

gegenlber Punktmutationen und kleineren InDels aus.
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RMNAsalsa
Merkmal B&
Acila castrensis (links) und Pecten maximus (rechts)

Abbildung 30: Herausgestellt ist jeweils ein Merkmal (B6) mit unterschiedlichen Grundelementen
(Sekundarstruktur von Acila castrensis und Pecten maximus nach RNAsalsa), rot markiert sind Punktmutationen,
bzw. eine Insertion von einer Base.
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3.3.3 Merkmalsmatrix

Nach erfolgreicher Ausfiihrung der Faltung aller gegebenen Sequenzen wurde eine
Gesamtliste aller relevanten Merkmale angelegt, typischerweise zwischen M = 100 und
M = 500, herausgesucht aus der Gesamtmenge von S = 160 der zu vergleichenden
Bivalvia-Sequenzen. Hinzu kamen Sequenzen von anderen Mollusca als sogenannte
,outgroup”, um festzustellen, welche der gefundenen Merkmale ggf. plesiomorph fiir
Bivalvia sind. Wahrend fiur die Verwandtschaft der Bivalvia untereinander die
apomorphen Merkmale ausschlaggebend sind, dienen die plesiomorphen Merkmale zur
Einschdatzung der Verwandtschaft zwischen Bivalvia und anderen Mollusken.
Insbesondere kann die Wurzel des Stammbaums der Bivalvia aus den plesiomorphen
Merkmalen bestimmt werden. Der Unterschied zwischen plesiomorphen und

apomorphen Merkmalen ergibt sich erst im Ergebnis der Merkmalsanalyse.

Von den verfligbaren Bivalvia-Sequenzen wurden 13 ausgeschlossen. Davon betroffen
waren drei bereits vor der Analyse, weil ihre Sequenzen zu kurz waren. Die restlichen
wurden nach der Analyse ausgeschlossen, weil sie vermutlich falsch bestimmt oder
zugeordnet waren, oder aber zu stark abweichende, aberrante Strukturen aufwiesen,

wie z.B. bei Tridacna.

Fiir jede 2D-Struktur aus der Menge wurde mit wahr oder falsch (1 oder 0) in einer (S x
M) - groBen Merkmalsmatrix notiert, ob das jeweilige Merkmal der Gesamtliste bei der
jeweiligen Struktur vorhanden war oder nicht. Im Ergebnis konnte fiir jedes Paar von
Sequenzen die Zahl der Ubereinstimmungen oder Nichtiibereinstimmungen abgezahlt
und daraus eine (S x S) - groRe Ahnlichkeits- oder Abstandsmatrix gebildet werden

(Abbildung 31).

Dieses Verfahren wurde mit dem identischen Satz von Sequenzen fiir verschiedene
Faltungsalgorithmen und -parameter wiederholt. Insgesamt wurden so mehrere
Zehntausend einzelne Merkmale an ausgedruckten 2D-Strukturen identifiziert, manuell
markiert, ausgezahlt und in Listen vermerkt. Die optische Analyse am Bildschirm erwies

sich bei dieser Aufgabe als wenig praktikabel.
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3.3.3.1 Merkmalsanalyse

Die Analyse erfolgte fir MFE und NNC ahnlich: Es wurden zundchst alle
Merkmalskomplexe identifiziert, benannt und jeweils in einer Matrix erfasst.
AnschlieBend wurden die Merkmale, aus denen sich die Komplexe zusammensetzen, in

der Matrix erfasst.

Es gibt bei dem Vergleich und der Analyse unterschiedliche, aber eng miteinander
verkniipfte Probleme zu beachten: die Homologisierung der Merkmale, die Ahnlichkeit

homologer Merkmale und die Gewichtung der Merkmale und ggf. ihre Veranderung.

Das erste Problem ist das der Homologisierung, d.h. der Suche nach der
wahrscheinlichsten gemeinsamen Wourzel von spater differenzierten Merkmals-
komplexen. In der klassischen Morphologie gibt es die sogenannten homologen
Merkmale, die sich von einem gemeinsamen, urspriinglichen Zustand ableiten. Ein
bekanntes Beispiel sind die Kiemenbogen der Wirbeltiere. Im Embryo entwickeln sie sich
als Ausstiilpungen des Mesoderms, urspriinglich erscheinen sie als der Kiemendarm der
Chordatiere. Die Anlage kann durch die Ontogenese und die Jungstadien bis zum
erwachsenen Organismus verfolgt werden. In Haien entwickeln sich die
namensgebenden Kiemenbogen aus der Anlage, in Knochenfischen entwickeln sich Teile
von Schadel und Kiefer daraus. Im Menschen wiederum sind diese Knochen nach innen
»gewandert” und bilden dort u.a. die Gehoérknéchelchen. Ein anderes bekanntes, relativ
einfaches Beispiel fiir eine Homologisierung ist die Wobble-Hypothese von Crick, bei der
nach bestimmten Regeln die wahrscheinlichste urspriingliche Form des genetischen
Codes gesucht wird, aus der die moderne Tabelle durch sukzessive Differenzierung

entstehen konnte.

In Analogie zur klassischen Morphologie stellte sich hier die Frage, auf welche Weise die
Merkmale der Molekularen Morphologie homologisiert werden kénnen. Daflir mussten
geeignete formale Regeln aufgestellt und spater systematisch angewendet werden. Im
Verlauf der Arbeit erwies es sich als sinnvoll, flir MFE und NNC verschiedene Regeln zur

Homologisierung zu formulieren.
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Homologisierung bei MFE: Falls bei den Sekundarstrukturen zweier Arten jeweils ein
Merkmalskomplex den gleichen ,primaren“ Stamm, bestehend aus mindestens finf
gleichen zusammenhangenden Basenpaaren, hat, wird dieser Merkmalskomplex als
homolog angesehen. Es wird unter dieser Bedingung davon ausgegangen, dass ein
gemeinsamer Ursprung der beiden Komplexe vorliegt. Eine hundertprozentige manuell-
visuelle Zuordnung homologer Strukturen ist jedoch vom zeitlichen Aufwand her nicht
praktikabel. Falls kein ,dhnlicher” Primarstamm ausgemacht werden kann, ist es nicht

moglich, eine Homologisierung vorzunehmen.

Homologisierung bei NNC: Die Zuordnung homologer Strukturen ist bei NNC deutlich
einfacher als bei MFE. Durch die relative Position eines Merkmals innerhalb eines
Merkmalskomplexes sind verschiedene Auspragungen / Versionen dieses Merkmals
leicht zu identifizieren. In vielen Fdllen ist auch die ursachliche Mutation zu erkennen.
Lediglich bei stark abweichenden, durch grofRe InDels ausgeldsten Strukturen ist eine

Homologisierung nicht mehr moglich.

Im Folgenden werden Merkmale, die als homolog definiert wurden, auch als

Merkmalsversionen oder —auspragungen bezeichnet.

Nach der Identifizierung der homologen Merkmale und Merkmalskomplexe wurde
anschlieBend deren Ahnlichkeit untersucht unter Anwendung einer zweiten Regel, die
drei Situationen unterscheidet:

a) Der einfachste Fall liegt vor, wenn die Merkmalskomplexe in allen Merkmalen
Ubereinstimmen; (Punkt-) Mutationen ohne Auswirkungen auf die Sekundarstruktur
werden nicht berlicksichtigt. In diesem Fall werden Merkmalskomplex und alle
Merkmale als ,vorhanden” eingestuft.

b) Vollstandig unterschiedliche Merkmalskomplexe, das heit solche, die in den jeweils
anderen Sekundarstrukturen Uberhaupt nicht vorhanden sind, werden zusammen mit
allen dazugehorigen Merkmalen als ,nicht vorhanden” gezdhlt. Es konnte keine
homologe Struktur gefunden werden.

c) Homologe Merkmalskomplexe, bei denen sich ein oder mehrere Merkmale
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unterscheiden, werden als ,vorhanden” gezdhlt und auf ihre einzelnen

Merkmalstibereinstimmungen untersucht.

Fiir die Bewertung der Merkmalsvarianz wurde, soweit moglich, untersucht, wodurch
Anderungen bei homologen Merkmalen verursacht wurden. Es wurde der am
haufigsten auftretende Zustand als Referenzpunkt genommen und die Verdanderung
relativ zu dieser Auspragung festgestellt. Die Ursache einer Verdanderung wurde anhand
der Anzahl der verdnderten/zusatzlichen/fehlenden Basen bewertet, die eigentliche
Veranderung Uber die verdnderte Komplexitdt. Als Veranderungen gelten nur
Mutationen, die eine andere Auspragung von Merkmalen zur Folge haben. Diese

Analyse ist aufgrund der Anzahl der homologen Merkmale nur bei NNC sinnvoll.

Die in dieser Arbeit verwendete formale, eindeutige Bezeichnung eines Merkmals(-
komplexes) setzt sich aus Buchstaben und Zahlen zusammen. Merkmalskomplexe
werden mit einem oder mehreren Buchstaben gekennzeichnet (ein Buchstabe bei NNC,
da weniger Merkmalskomplexe vorliegen; mehrere Buchstaben bei MFE, da deutlich
mehr als 26 Merkmalskomplexe auftreten). An den Komplexbuchstaben schlieBt sich
eine zweistellige Positions-Nummer fiir die Merkmale innerhalb eines Komplexes an.

Merkmale werden im Idealfall durchlaufend im Uhrzeigersinn nummeriert.
3.3.3.2 Stammbaumberechnung

Die hypothetischen Phylogenien der Bivalvia und ihrer GroBgruppen nach MFE und NNC
wurden mit verschiedenen Ansatzen untersucht. Zur Berechnung der moglichen
Stammbadume diente das Programm PAUP 4.0 beta 10 Win. Alle Analysen wurden nach

dem Prinzip von Maximum Parsimony durchgefiihrt.

Die einfachste Herangehensweise war die Analyse aller Merkmale und Merkmals-
versionen als sogenannte single state characters, mit gleicher Gewichtung. Diese setzt

alle identifizierten Merkmale ungeachtet ihrer Homologie oder GroRe gleich.

Darauf folgte die Analyse der gleichen single state characters mit differenzierter

Gewichtung, basierend auf der MerkmalsgroRe oder Komplexitat. Dieses Vorgehen lasst
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wiederum die Homologie auler Acht, bezieht aber die GroRe der gemeinsamen
Merkmale ein. Wenige groRe gemeinsame Merkmale beeinflussen den Stammbaum

starker als viele kleine Merkmale.

Die Analyse der Matrix mit Merkmalen, die als homolog definiert wurden, erfolgte mit
sogenannten multi state characters. Diese Methode bezieht zwar die Homologie der
Merkmale mit in die Untersuchung ein, da aber die jeweilige ,Richtung” der Entwicklung
von ,urspringlich” zu ,neu entstanden” nicht festgestellt werden kann, erfolgte die
Berechnung mit sogenannten ungeordneten Merkmalszustdnden. Auch die Analyse mit
multi state characters wurde mit undifferenzierter und differenzierter Gewichtung
durchgefiihrt, wobei als Gewichtung die GroBe der vermutlich urspriinglichsten

Merkmalsversion gewahlt wurde.

Bei jeder Berechnung wurde soweit moglich mittels Bootstrap-Analyse (Felsenstein,

1985) deren Verlasslichkeit untersucht.

3.3.3.3 Gewichtung

Die Gewichtung wurde mit zwei verschiedenen MaRen getestet - (iber die Anzahl der
Basen und lber die Komplexitat des Merkmals. Die ,GroRe” eines Merkmals, d.h. die
Anzahl seiner Basen, dient der Vergleichbarkeit nicht homologer Merkmalskomplexe.
,GrolRe” Merkmalskomplexe mit vielen Basen und Merkmalen sollen héher gewichtet
werden, als Merkmalskomplexe, die lediglich aus einem Merkmal bestehen. Die
GroRenbestimmung fir single-state Merkmale erfolgte direkt aus der Anzahl der Basen.
Far Merkmale mit verschiedenen Zustdanden (,,multi-state characters”) (siehe Abbildung

30) wurde das am haufigsten vorkommende Merkmal als Referenz festgelegt.

Die Komplexitat eines Merkmals wurde wie folgt festgelegt:
= Merkmalskomplex K mit M Merkmalen => M ist das MaR der Komplexitat von K
= Merkmal M mit N Grundelementen => N ist das MaR der Komplexitdt von M

= Grundelement N mit n Basen => n ist das Mal3e der Komplexitdt von N
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Nuculoida ::

e e
Solemyoida’

Abbildung 31: Ausschnitt aus der Rohfassung der Merkmalsmatrix von der MFE-Faltung mit RNAfold. Untersuchte
Arten sind in den Zeilen, Merkmale in den Spalten. Rot markiert sind "vorhandene" Merkmale.
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4. Ergebnisse

4.1 Methode ,Molekulare Morphologie“

Wahrend die Analyse, wie sie im Abschnitt 3.3 beschrieben wurde, bei der Faltung nach
MFE aufgrund der extrem groRen Anzahl von unterschiedlichen Merkmalen nur mit

erheblichem Zeitaufwand moglich war, ist NNC in dieser Hinsicht wesentlich effektiver.

Fir beide Methoden muss angemerkt werden, dass immer eine geringe Anzahl (ca. 5-
10) ,AusreiBer” entstand, deren 2D-Strukturen entweder keine oder nur sehr wenige
Gemeinsamkeiten mit denen ihren nah verwandten Arten aufweisen. Da die
Einbeziehung der Ausreiller die Analyse deutlich erschwert, wurden diese Arten in den
meisten Fallen von der Analyse ausgenommen. Die Griinde fir diese starken
Abweichungen wurden nicht explizit erforscht, deuten aber wiederum auf eine hohe
Empfindlichkeit der Verfahren gegen kleine Veranderungen der Eingangsdaten hin, wie

etwa zu kurze oder zu lange Sequenzen oder einzelne kritische Sequenzierungsfehler.
4.1.1 Minimum Free Energy (MFE)

Mit Hilfe der RNAfold-Software des Vienna Servers wurden 2D-Strukturen generiert, die
dem Prinzip der ,Minimum Free Energy“ gehorchen. Insgesamt wurden die 18S rDNA-
Sequenzen von 133 Arten der Bivalvia, Schwerpunkt Pteriomorpha, analysiert. Die

Anzahl der Basenpaare pro Sequenz variierte zwischen 1600 und 2000.

Nach dem ,Falten” erfolgte die Untersuchung der Strukturen auf Ahnlichkeiten bzw.
Unterschiede. Die berechneten Strukturen sind jeweils ringformig, mit einzelnen nach
aullen weisenden, unterschiedlich komplex ausgepragten Doppelstrangen nach auBen.

Es ergaben sich im Schnitt 30 Merkmale pro Art (siehe Abbildung 28 und Abbildung 29).

Es wurden mehr als 500 verschiedene Merkmale definiert und fir jede der 133

Strukturen individuell ausgewertet. Jedes Merkmal ist ein visuell markantes, qualitativ
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abgegrenztes Strukturelement, das von einem zusammenhadngenden Sequenzabschnitt

von 6 bis 150 Basen gebildet wird (siehe Abschnitt 3.3.2, ,,Merkmalsdefinition“).

Merkmalskomplexe, soweit vorhanden, enthielten meist drei bis vier Merkmale. Sie
waren jedoch nie als konservativ, das heift als mit einem Vorkommen bei in mindestens

50% der Arten, anzusehen.

Einen Ausschnitt aus der ermittelten Merkmalsmatrix zeigt Abbildung 31 . Einerseits sind
signifikant erscheinende Merkmalsblocke zu erkennen, andererseits ist ein gewisses

,Rauschen” nicht zu Gibersehen.
4.1.1.1 Statistische Auswertung

Weil gerade bei der Faltung nach MFE eine sehr grolRe Anzahl unterschiedlicher
Merkmale auszuwerten ist, kann eine statistische Zusammenstellung hilfreich sein, um
einen Uberblick iiber die Verteilung und Ausprigung der Merkmale zu bekommen.

Dabei wurden die GroBen der Merkmale und ihre Haufigkeiten erfasst.

Bei der Faltung nach MFE ist die Mehrzahl der Basen, circa 80%, in Doppelbindungen
gebunden. ,Freie” Abschnitte mit ungebundenen Basen gibt es fast nur in den Loops,
die die klassifizierten Merkmale ausmachen. Trotz dieser ,fest” erscheinenden

Strukturen sind die Faltungen sehr instabil und von Art zu Art sehr variabel.

Die GroRen der Merkmale Uberschreiten kaum die Anzahl von 100 Basen, 70% der
definierten Merkmale haben weniger als 30 Basen; am haufigsten treten Merkmale mit
20 bis 50 Basen auf. Bei MFE sind die Merkmale selten so grofl8 und stabil, dass man sie
als Merkmalskomplex bestehend aus mehreren elementaren Merkmalen definieren
kann. Meist liegt der Fall so, dass der gesamte Merkmalskomplex nicht mehr vorhanden
ist, sobald sich auch nur ein darin enthaltenes Merkmal andert. Der GroRteil der

identifizierten Strukturen sind Merkmale, die aus wenigen Grundelementen bestehen.
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Abbildung 32: GroRenverteilung der Merkmale in einem Satz MFE-Faltungen.

Auf der x-Achse ist die MerkmalsgréBe x aufgetragen, als Verteilungsfunktion auf der y-Achse der Prozentsatz
derjenigen Merkmale, die kleiner oder gleich der Gr6RBe x sind.

Kleine und mittelgroRe Merkmale kommen am haufigsten vor. GroBe oder sehr groRe Merkmale, die aus mehr als
33 Basen bestehen, stellen nur etwa 20%.

Die GroRRenverteilung, dargestellt in Abbildung 32, stellt sich zundchst als naherungs-
weise linearer Anstieg dar. Der Median liegt bei Merkmalen mit 22 Basen. Ab einem
Wert von 33 Basen knickt die Gerade ab — grolRe oder sehr groRe Merkmale sind selten
(weniger als 20%) und kénnen als ,Ausreifler” angesehen werden. Gerade diese
seltenen, groRen und sehr groBen ,Merkmale” sind die einzigen, die man als

Merkmalskomplexe einordnen kann.

Es ist deutlich zu erkennen, dass viele , kleine”, variable Merkmale einen groRen Teil des
Datensatzes ausmachen. Dies weist auf eine erhebliche Instabilitdit beim Falten der

|ll

Sequenzen hin. Merkmale gelten hier als ,variabel” wenn an der gleichen relativen

Position in der Sekundarstruktur bei mehr als 50% der untersuchten Arten an Stelle des
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betrachteten Merkmals ein oder mehrere andere Merkmale ausgepragt sind, das heil3t,

es handelt sich um Merkmale, die bei weniger als 50% der Arten vorkommen.

Von 25 bis 46 Merkmalen pro Art sind weniger als 10% der Merkmale konservativ. Wenn

Ill

man im Gegensatz zu ,variabel” hier definiert, dass ,konservativ“ heiRen moge, dass ein
Merkmal bei mindestens 50% der Arten vorkommt, sollten bei untersuchten 130 Arten
fir ein entsprechendes , konservatives” Merkmal 65 Merkmalstrager vorhanden sein. Es

wurden aber nur 19 Merkmale gefunden, die bei 65 oder mehr Arten vorkommen.

Die vorher vermutete Stabilitdt aufgrund der hohen Anzahl an Doppelbindungen, hat

sich im Ergebnis der Analyse nicht bestatigt.

4.1.2 Near Natural mit Constraint (NNC)

Im Gegensatz zur MFE-Methode, bei der sich bei den Sekundarstrukturen fast nur

Merkmale definieren lieBen, gibt es bei NNC durchgehende Merkmalskomplexe.

Die Analyse der Merkmale der NNC-Sekundarstrukturen ergab in dem hier
untersuchten Fall flinf Merkmalskomplexe, die sich aus jeweils bis zu 31 definierten
Merkmalen zusammensetzen. Alle fiinf Komplexe traten in jeweils 98% der
Sekundarstrukturen auf. In den meisten Fallen unterschieden sie sich um bis zu fiinf

Merkmale. Tabelle 4 fasst die weiteren numerischen Ergebnisse zusammen.

Pro Merkmalskomplex treten im Schnitt 10 der definierten Merkmale auf. Abbildung 33
zeigt die finf Merkmalskomplexe wie sie bei Acila castrensis (Nuculidae) ausgepragt
sind. Die Abbildungen 34 bis 38 zeigen verschiedene Auspragungen der

Merkmalskomplexe A-E.

Tabelle 4: Numerische Zusammenfassung der Merkmalsanalyse.

Merkmalskomplex | GroRe Durchschnittliche Anzahl Basen pro | Anzahl homologer
(Anzahl Basen) Anzahl Merkmale Merkmal Merkmale

6-18
311 9 13-70 9
73 4 6-24 7
494 10 10-70 12
431 14 8-71 15
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Abbildung 33: Die fiinf haufigsten gefundenen Merkmalskomplexe in den Sekundarstrukturen nach NNC, mit
RNAsalsa gefaltet. Merkmalskomplexe im Uhrzeigersinn: A, E, D, C, B.
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Abbildung 34: Near Natural (NNC) nach RNAsalsa. Verschiedene Ausprigungen von Merkmalskomplexen am

Beispielkomplex A mit hier insgesamt 17 definierten Merkmalen in:

Nuculana pernula, Ostrea edulis, Dahurinaia dahurica.

Merkmalskomplex C
Acila castrensis

Merkmalskomplex C
Anodonta sp.

Merkmalskomplex C
Bathypecten vulcani

Abbildung 35: Near Natural (NNC) RNAsalsa. Verschiedene Auspragungen von

v.l.n.r. Acila castrensis, Yoldia limatula,

Merkmalskomplexen am

Beispielkomplex C mit finf Merkmalen, z.T. mit verschiedenen Auspragungen in: v.l.n.r. Acila castrensis, Anodonta
sp. und Bathypecten vulcani.
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Merkmalskomplex B
Acila castrensis

Merkmalskomplex B } 4j
Ensis ensis L ‘i&
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Merkmalskomplex B 4a
Flexopecten glaber )

Abbildung 36: Near Natural (NNC) RNAsalsa. Verschiedene Auspragungen von Merkmalskomplexen am
Beispielkomplex B mit neun Merkmalen, jeweils mit verschiedenen Auspragungen in: v.l.n.r. Acila castrensis,
Ensis ensis und Flexopecten glaber.
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MerkmalskomplexD #
Acila castrensis o

4a

Merkmalskomplex D
Nuculana pella

Merkmalskomplex D
Anomia ephippium

Merkmalskomplex D
Pecten maximus

Abbildung 37: Near Natural (NNC) RNAsalsa. Verschiedene Auspragungen

von

Merkmalskomplexen am

Beispielkomplex D mit 11 Merkmalen, z.T. mit verschiedenen Auspragungen in: v.l.n.r. Acila castrensis, Nuculana
pella, Anomia ephippium und Pecten maximus.

Merkmalskomplex E
Acila castrensis

Merkmalskomplex E

Merkmalskomplex E
Pecten maximus

Abbildung 38: Near Natural (NNC) RNAsalsa. Verschiedene Auspragungen von
Beispielkomplex E mit 14 Merkmalen, z.T. mit verschiedenen Auspragungen in: v.l.n.r. Acila castrensis, Mytilus

edulis und Pecten maximus.

Merkmalskomplexen am
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Abbildung 39 zeigt die Merkmalsmatrix fir die Faltung nach NNC mit RNAsalsa. Fir die
Bivalvia wurden 74 Merkmale mit insgesamt 194 verschiedenen Merkmalsauspragungen
definiert. Dabei ist anzumerken, dass die Unterscheidung von Merkmal und
Merkmalsausprdagung sowie deren Anfangs- und Endpunkte sehr stark von relativ
willklirlichen Entscheidungen des Bearbeiters abhdngen. Auch die Bestimmung der
Ursache fiir unterschiedliche Merkmalsauspragungen erwies sich als nicht trivial, denn
feste Regeln konnten kaum angewendet werden. Wie in der klassischen Morphologie
tritt hier das Problem von multiplen Mutationsereignissen auf, was die numerische

Einordnung erheblich erschwert.

Die Analyse von NNC zeigt ein weites Spektrum an Merkmalen und Merkmalsversionen

= Bereiche, die zu variabel sind, um sinnvoll Merkmale zuzuordnen

= Merkmale, die sowohl in GréRe als in Auspragung stark variieren, aber bei 95%
der Arten vorhanden sind (Merkmal ,,E10“, Abbildung 38)

= Merkmale, deren Definition als Merkmal oder Merkmalsversion schwierig ist
(Merkmale von Komplex ,A“, Abbildung 34)

= Merkmale, die zwar in der Auspragung variieren, aber deren GroRRe weitgehend
konstant ist (Merkmal ,B4“ oder ,B6“, Abbildung 36)

= Merkmale, die bis auf offensichtliche einzelne ,Ausreifler” nicht variieren

(Merkmale ,,E5“ oder ,,E6“, Abbildung 38)

In den definierten Merkmalen traten Punktmutationen und kleinere InDels (bis zu 30
Basen) als Ursachen fiir verschiedene Auspragungen auf. Lediglich in der AuRengruppe
traten signifkant gréBere InDels auf (Bathypolypus arcticus mit InDels > 100 Basen). Eine
Punktmutation zieht jedoch nicht zwangsweise eine verdanderte Merkmalsauspragung
nach sich. Abgesehen von Merkmalskomplex A hatten die meisten Merkmale zwei bis
finf verschiedene Auspragungen. Die maximale Anzahl von Merkmalsversionen fand
sich bei Merkmal E10 mit 21 verschiedenen Auspragungen. Diese wurden durch

Punktmutationen und verschiedene InDels ausgelost.
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Heterodonta

Pleriomaorphia

Protobranchia Falagoheterodonta

b - Mt

Merkmalsmatrix fiir 159 Sekundarstrukturen gefaltet nach NNC mit RNAsalsa. V.l.n.r.: Protobranchia,
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Palaeoheterodonta, Pteriomorphia, Heterodonta. V.o.n.u.: Merkmalskomplexe A - E mit 74 Merkmalen in 194

Merkmalsversionen.
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4.1.2.1 Statistische Auswertung

Um einen Vergleich zwischen den Methoden quantitativ zu belegen, wurde auch bei der
Faltung nach NNC eine statistische Auswertung vorgenommen. Diese fiel aufgrund der
stark abweichenden Merkmalsstrukturen anders aus als bei MFE. Wahrend bei den
Sekundarstrukturen von MFE die Merkmale durch ihre Anordnung am zentralen Multi-
branch Loop vorgegeben sind, sind die Merkmale bei NNC anders angeordnet. Bei der
Definition von Merkmalen mussten diese willkiirlich abgegrenzt werden. In manchen
Fallen war eine klare Unterscheidung zwischen Merkmalen und Merkmalsversionen
(homologen Merkmalen) nicht moglich, so zum Beispiel bei dem in Abbildung 34
dargestellten Merkmalskomplex A. Deshalb ist auch die Bestimmung der GrofRe der
Merkmale relativ willkirlich. Sie wurde in den meisten Fallen durch die maximale Anzahl

gemeinsamer Basen in der haufigsten Merkmalsversion bestimmt.

In dem hier untersuchten Fall waren von 74 Merkmalen (in 194 Auspragungen) 42
Merkmale in mehr als 50% der Arten vorhanden. Dazu kommen die in 98% der
Sekundarstrukturen auftretenden Merkmalskomplexe. Mehr als 50% der Merkmale sind
konservativ und andern sich zwischen den Arten kaum. Es konnte nicht eindeutig
festgestellt werden, ob dieses Ergebnis durch den extrapolierten, gemeinsamen
Constraint verursacht wurde, oder ob eine ,echte” gemeinsame, genetisch bedingte
Struktur vorliegt. Die gewahlte numerische Strenge, mit der der Constraint angewendet

wird, spielt fir dieses Ergebnis sicherlich eine entscheidende Rolle.

Fir NNC lasst sich sagen, dass wenige Merkmalskomplexe auftreten. In dem hier
ausgewerteten Datensatz konnten finf signifikante Merkmalskomplexe festgelegt
werden, jeweils mit 5-14 variablen Merkmalen. Im Gegensatz zu MFE sind diese
Merkmalskomplexe so stabil, dass Verdnderungen einzelner Merkmale auch durch
groBere InDels kaum Auswirkungen auf den ganzen Komplex haben. Diese Eigenschaft

erhoht die Aussagekraft der NNC-Resultate fiir die Verwandtschaftsanalyse.

Die NNC-Sekundarstrukturen weisen eine hohe Stabilitdt auf (siehe Abbildung 30).

Merkmale @ndern durch kleine Mutationen entweder gar nicht ihre Auspragung, bzw.
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nur geringflgig. Diese Merkmale wurden, wie in Abschnitt 3.3.3.1, ,,Merkmalsanalyse®
beschrieben, als homolog eingestuft. In Abbildung 40 ist dargestellt, wie variabel die
Merkmale sind, das heift wieviele homologe Auspragungen pro Merkmal vorkommen.
Die Hilfte aller Merkmale kommt in hochstens zwei Ausprdagungen vor. Mehr als finf
homologe Merkmalsversionen kommen bei weniger als 20% der Merkmale vor. Die

Merkmale kdnnen als sehr stabil angesehen werden.

Fir den Fall, dass es sich um ein Merkmal mit verschiedenen Auspragungen handelt,
wurde untersucht, wie stark die Basenzahl (die GroRe des Merkmals) schwankt. Das
Ergebnis ist in Abbildung 41 dargestellt. Wiederum ist die Variabilitdt sehr gering: 50%
der homologen Merkmale haben weniger als zwei Basen GrofRenunterschied.
GroRenunterschiede von mehr als 11 Basen machen weniger als 20% der Merkmale mit
verschiedenen Versionen aus. 37% der Merkmalsversionen entstehen nicht durch InDels

sondern durch Punktmutationen.

In Abbildung 42 ist schlielllich die Korrelation der beiden Faktoren, Variabilitdt und
GroRenanderung homologer Merkmale, dargestellt. Deutlich zu erkennen ist, dass sich
ein GroRteil der Merkmale im linken unteren Viertel befindet und eine geringe
Varibilitat aufweist. Es gibt zwei ,, AusreifSer” mit 40 Basen GrofSenunterschied, bzw. 21

homologen Merkmalsauspragungen.

4.1.3 Vergleich von MFE und NNC

Wie an den oben vorgestellten Beispielen zu erkennen ist, weichen sowohl die
Faltungen in ihren Merkmalen als auch die resultierenden Stammbdume (unter

Abschnitt 7.1, ,,Abbildungen”) von MFE und NNC stark voneinander ab.

Die Unterschiede im Aussehen der Strukturen wurden bereits in der Abbildung 17

dargestellt.

Die absolute Anzahl von Merkmalen ist bei MFE um ein vielfaches héher als bei NNC.
Merkmale bei MFE sind sehr variabel, nur ein geringer Teil ist als konservativ anzusehen.

Es sind selten Merkmalskomplexe zu finden, diese sind nicht stabil. Punktmutationen
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konnen zur Auflosung von ganzen Merkmalen und Merkmalskomplexen fiihren.
Subjektiv scheint die Anzahl der Merkmale nahezu unbegrenzt. Gerade bei MFE wird

deutlich, dass viele auf diese Weise generierte Strukturen artifiziell sind.

Die Merkmalsvarianz bei NNC ist durch die Anwendung eines Constraints stark
eingeschrankt und bei weitem nicht so ausgepragt wie bei MFE. Merkmalskomplexe sind
Uber den gesamten Datensatz konstant vorhanden, mit einer nur beschrankten Varianz
der Merkmale. Punktmutationen fiihren in den seltensten Fallen zur Auflésung eines
Merkmals, sondern zu einer anderen Auspragung. Merkmalskomplexe sind durch
Punktmutationen nicht beeinflusst. Erst groRe InDels verursachen die Entstehung neuer

Merkmale. Diese Eigenschaft der NNC-Faltungen verbessert das Ergebnis deutlich.

Bereits in den Merkmalsmatrizen ist ein deutliches ,Rauschen” bei MFE nicht zu
Ubersehen. Bei NNC ist die Merkmalsverteilung deutlich stetiger. Abbildung 43 zeigt den

direkten Vergleich der Merkmalsmatrizen.

Der Vergleich der resultierenden Stammbdume am Beispiel der Pteriomorphia
(Abschnitte 4.2.3 und 4.2.4) zeigt eine Fortsetzung dieses ,,Rauschens”. In diesem Sinne
muss angenommen werden, dass sich die Molekulare Morphologie nach NNC fiir die
phylogenetische Analyse zumindest besser als MFE eignet. Die Analyse der
Stammbaume soll klar stellen, ob die Methode nach NNC sinnvolle Ergebnisse im Sinne

der ,,Deep Phylogeny” liefern kann.
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Variabilitat der Auspragung homologer Merkmale
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Abbildung 40: Variabilitdt der Auspragung homologer Merkmale. 50% der definierten Merkmale haben zwei oder
weniger homologe Auspragungen. 80% der Merkmale haben weniger als fiinf verschiedene Auspragungen.
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== Anteil der definierten Merkmale, deren homologe Auspragungen x Basen
NNC oder weniger InDels haben ("0" = Punktmutation, "x>=1" = InDel der GriRe x)

Abbildung 41: Maximaler GréBenunterschied zwischen verschiedenen Auspragungen eines Merkmals. 50% der
Merkmalsauspragungen unterscheiden sich durch weniger als zwei Basen. Maximale Varianz sind 40 Basen.
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Korrelation von Variabilitat gegen
GroRRendanderung homologer Merkmale
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Abbildung 42: Korrelation zwischen GréBenunterschied und Anzahl homologer Auspragungen eines Merkmals. Der
GroBteil der Merkmale liegt im linken unteren Viertel und hat nur eine geringe Variabilitat.
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Abbildung 43: Ausschnitte aus den Merkmalsmatrizen von MFE (oben) und NNC (unten). Horizontal sind die Arten
aufgetragen (v.l.n.r.: Protobranchia, Palaeoheterodonta, Pteriomorphia, Heterodonta), vertikal stehen die
definierten Merkmale. Rot markiert sind vorhandene Merkmale. Bei MFE ist ein deutliches Rauschen zu erkennen,
die Merkmale bei NNC zeigen eine groRere Stetigkeit.
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die erstellten Stammb&ume.
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single state  gleichgewichtet X X X X
ﬁ gewichtet GroRe X X X X X
\[\[e" single state gleichgewichtet X X X X
gewichtet GroRe X X X X X
Komplexitat X X X X
multi state  gleichgewichtet X X X X X
gewichtet GroRe X X X X X

4.2 Phylogenie der Bivalvia

Eine Ubersicht zu allen erstellten Stammbiumen findet sich in Tabelle 5. In den
detaillierten Abschnitten zu den GroRgruppen der Bivalvia befindet sich jeweils eine
Ubersicht zu den verwendeten Methoden, der AuRengruppe und dem Abschnitt im

Anhang, wo die jeweilige Grafik zu finden ist.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Stammbaume nach MFE nur wenige sichere
Aussagen zu der Verwandtschaft innerhalb der Bivalvia zulassen. Es besteht eine
generelle Fragmentierung auf Familien-Niveau. Die Arten der AuRengruppe sind nur in
wenigen Fallen klar abgesetzt. Nach Bootstrap-Analysen weisen die meisten

errechneten Phylogenien eine Vielzahl nicht aufgeldster Polytomien auf.

Die Stammbaume nach NNC sind deutlich besser aufgeldst. Eine richtige Zuordnung der
untersuchten Arten auf Familien-Niveau ist oft gegeben. In vielen Fallen sind
Uberfamilien als zusammenhingende Blécke zu finden. Es gibt bei NNC aber auch viele
JAusreifer”, bei denen einzelne Arten in diesen Blocken fehlen, bzw. kein

zusammenhangendes, (bergeordnetes Taxon zugeordnet werden kann.
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Ein bemerkenswertes Ergebnis der berechneten Stammbdume ist, dass die
Nuculanoidea in jedem Fall monophyletisch sind. Die Ostreoidea, Pectinidae,
Veneroidea, Mpytiloidea, Mactroidea und Archiheterodonta sind in vielen Fallen
monophyletisch, selten paraphyletisch oder mit ,Ausreifern”. Die Anomiidae sind in

vielen Stammbaumen mit den Plicatulidae gruppiert.

Als besonders instabil erscheinen die Protobranchia (in den Bivalvia-Stammb&umen),
Pterioidea, Pinnoidea (obwohl nur durch zwei Arten prasentiert, wurden die in den
seltensten Fallen gemeinsam eingeordnet) und Lucinoidea. Die Arten dieser Taxa sind

selten zusammen gruppiert und oft auf alle Zweige des jeweiligen Stammbaums verteilt.

4.2.1 Protobranchia nach MFE

AuBengruppe

MFE, 1 Palaeoheterodonta
single-state, 2 Heterodonta
gewichtet nach GroRe, 2 Pteriomorphia
gleichgewichtet

Protobranchia Abschnitt 7.1.1.1

Die Stammbadume der Protobranchia nach MFE weisen eine schlechte Auflésung auf.
Nach einer Bootstrap-Analyse sind nur wenige Verzweigungen erhalten. Die Arten der
AuRengruppe sind nicht klar von den Nuculoidea oder Solemyidea getrennt. Eine 100%
Zuordnung dieser Arten zu ihren Ubergeordneten Taxa ist in keinem der errechneten
Stammbaume gegeben. Einzig die Nuculanoidea sind stabil monophyletisch und werden

durch Bootstrapwerte gestitzt.
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4.2.2 Protobranchia nach NNC

AuBengruppe

NNC, 1 Palaeoheterodonta
single-state, 2 Heterodonta
Abschnitt 7.1.2.2  multi-state, 3 Pteriomorphia

Protobranchia

Abschnitt 7.1.2.3  gewichtet nach GrolRe
oder Komplexitat,
gleichgewichtet

Die Stammbadume nach NNC sind deutlich besser aufgeldst, als die mit MFE erstellten.
Die Ergebnisse der meisten Analysen, mit unterschiedlich gewichteten oder
gleichgewichteten, single-state oder multi-state Merkmalen unterstiitzen die Positionen
der Arten in den bekannten, etablierten Uberfamilien. Diese Einordnung ist im Falle der
gleichgewichteten Merkmale auch durch Bootstrap-Werte unterstltzt. Bei differenziert
gewichteten Merkmalen ist diese Bestdtigung nicht zu finden, hier sind fast keine

sicheren Aussagen mehr zu machen.

Die Arten der AuBengruppe sind bis auf Ausnahmen (Ensis ensis, nach
gleichgewichteten, single-state Merkmalen oder Pteriomorphia und Heterodonta in
multi-state Analysen) abgesetzt. Eine Zuordnung der Nuculanoidea in die Ndhe der

Pteriomorphia (vertreten durch drei Arten in der AuRengruppe) findet hier nicht statt.

Die Nuculoidea und Solemyidea sind in den meisten Fallen monophyletisch, halten aber
kaum einer Bootstrap-Analyse stand. Es besteht aulRerdem eine monophyletische
Gruppe aus Yoldiidae, Nuculanidae und Neilonellidae. Diese Gruppe entspricht den
Nuculanoidea und ist als einzige in allen Analysen stabil und durch mehr oder weniger
hohe Bootstrap-Werte belegt. Die richtige Zuordnung der Arten zu ihren Familien ist

zwar angedeutet, aber nicht stabil.
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4.2.3 Pteriomorphia nach MFE

AuBengruppe

MFE, 1 Palaeoheterodonta
single-state, 2 Heterodonta
gewichtet nach GroRe, 1 Protobranchia
gleichgewichtet

Pteriomorphia Abschnitt 7.1.2.1

Auf den ersten Blick ist bei beiden Stammbaumen eine Fragmentierung der gréReren
Taxa zu erkennen. Auch bei der Analyse der Familienzuordnung ist dieser Trend deutlich.
Die Arten der AuBengruppe sind auf die jeweiligen Stammbaume verteilt. Es sind groRe
zusammenhingende Blécke von Familien oder Uberfamilien zu finden, zum Beispiel
Mytilidae, Pteridae oder Pectinoidea, diese enthalten jedoch in keinem Fall alle

dazugehorenden Arten. Allein die Ostreoidea sind vollstandig und monophyletisch.
4.2.3.1 Gleichgewichtete, single-state Merkmale

Bei der Analyse mit gleichgewichteten Merkmalen sind von 15 Familien nur fiinf eng
zusammenhangend: Plicatulidae, Gryphaeidae, Isognomidae, Limopsidae und Pectinidae
— nur die letzte besteht aus mehr als zwei Arten. Die Ostreidae bilden nur zusammen mit
den Gryphaeidae ein Monophylum. Die Propeamussidae sind nur mit einer Art
vertreten. Alle anderen Familien erscheinen separiert und (iber den Stammbaum

verteilt.

Wenn man von den vielen ,AusreiBern” absieht, kann man eine nahere (zusammen
monophyletische) Verwandtschaft von Pectinoidea, Pterioidea und Ostreoidea
interpretieren. Mytiloidea, Limoidea und Arcoidea stehen paraphyletisch an der Basis
des Baums. Diese Phylogenie ist am ehesten mit der von Waller (1998) zu vergleichen.
Mit den neueren Arbeiten von Steiner & Hammer (2000) oder Matsumoto (2001)

bestehen fast keine Gemeinsambkeiten.
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4.2.3.2 Differenziert gewichtete, single-state Merkmale

Die zweite Analyse mit unterschiedlich gewichteten Merkmalen bietet ebenfalls nur
wenige Ergebnisse die mit bestehenden Phylogenien libereinstimmen. Hier sind nur die
Anomiidae, Plicatulidae und Isognomonidae, jeweils bestehend aus zwei Arten,
monophyletisch. Alle anderen Familien sind zersplittert. Von den héheren Taxa sind nur

die Ostreoidea monophyletisch.

Wie bei den gleichgewichteten Merkmalen ist die Fragmentierung so stark, dass jede
Interpretation der Verwandtschaft der hoéheren Taxa sehr unsicher ist. Nach
differenziert gewichteten, single-state Merkmalen sind Pectinoidea und Arcoidea nah
verwandt, ihnen néachststehend sind die Ostreoidea. Die Mytiloidea sind als
Adelphotaxon zu den drei Taxa eingeordnet. Die Pterioidea sind in kleineren Blocken
iber den gesamten Stammbaum verteilt. Die gréRte Ubereinstimmung besteht mit der

von Steiner & Hammer (2000) aufgestellten Phylogenie.

4.2.4 Pteriomorphia nach NNC

Methoden Aullengruppe

NNC, 1 Palaeoheterodonta
single-state, 2 Heterodonta
Abschnitt 7.1.2.2  multi-state, 1 Protobranchia

Pteriomorphia

Abschnitt 7.1.2.3  gewichtet nach GrolRRe
oder Komplexitat,
gleichgewichtet

4.2.4.1 Gleichgewichtete, single-state Merkmale

Die AuBengruppe ist in dieser Analyse sehr gut abgesetzt. Viele Familien sind
monophyletisch abgebildet: Mytiloidea, Spondylidae, Propeamussidae, Plicatulidae,
Anomiidae, Ostreidae und Gryphaeidae. Die Mytiloidea bilden das Schwestertaxon zu
einem polyphyletischen Komplex aus Pectinoidea und Limidae (ohne Ctena divergens).
Ohne Arca noae und A. imbricata bilden die Arcoida (Limopsoidea und Arcoidea) ein

Monophylum. Die Pteriidae sind zweigeteilt und zusammen mit den Plicatulidae und
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Anomiidae eingeordnet. Die Ostreoidea sind als Monophylum aus Ostreidae und

Gryphaeidae dargestellt.

Die in dieser Analyse vorkommenden Gruppierungen von Pectinoidea + Limoidea,
Plicatulidae + Anomiidae oder Arcoidea + Limopsoidea kommen in mehreren der in
Abbildung 8 vorgestellten Phylogenien vor. Andererseits ist die nahe Verwandtschaft
von Mytiloidea und Pectinoidea+Limidae in keiner der in Abbildung 8 vorgestellten

Phylogenien zu finden.

4.2.4.2 Differenziert gewichtete, single-state Merkmale

Der hypothetische Stammbaum mit gewichteten, single-state-Merkmalen zeigt trotz
»AusreiBern” eine gute Zuordnung der Arten zu den etablierten Familien: Limopsidae,
Ostreidae, Gryphaeidae, Malleidae, Plicatulidae, Anomiidae, Spondylidae, Pectinidae
und Propeamussidae sind demnach monophyletisch. Pectinoidae und Limidae (ohne
Ctenoides annulata) bilden zusammen innerhalb der Mytilidae ein Monophylum. Diese
Zuordnung der Pectinidae in den Mytilidae erscheint zweifelhaft. Die Arcoida bilden
(ohne Arca noae und A. imbricata) das Schwestertaxon zu ebendiesen Mytilidae.

Weitere Monophyla bilden die Ostreoidea und die Pterioida (ohne Pinna muricata).

Die AuBengruppe ist relativ gut abgesetzt, obwohl ein Zweig der Pteriomorphia,
bestehend aus Propeamussidae, Spondylidae und Ctenoides annulata, ebenso abgesetzt

ist.

Im Vergleich mit den Arbeiten von Steiner & Hammer (2000) und Matsumoto (2001)
(Abbildung 8), lassen sich folgende Aussagen treffen: Die Gruppierung von Limoidea und
Pectinoidea stimmt (berein, ebenso die von Plicatuloidea und Anomioidea. Die bei
Matsumoto dargestellte Verwandtschaft von Arcoidea und Limopsoidea kommt in
dieser Analyse auch zum Vorschein. Auf der anderen Seite kann zum Beispiel die
Anordnung der Mytilidae zusammen mit den Pectinoidae in keiner der

vorangegangenen Arbeiten gefunden werden.

Seite | 111



Ergebnisse

Die wahllos erscheinende Verteilung der Arcidae, Limidae, Pinnidae oder Pectinoida im
gesamten Stammbaum lassen aber Zweifel an der volligen Korrektheit dieser

berechneten Phylogenie aufkommen.

4.2.4.3 Gleichgewichtete, multi-state Merkmale

Aufgrund von Programm-Limitationen von PAUP musste die Anzahl Taxa fiir diesen
Stammbaum stark reduziert werden. Da in vorangegangen Analysen nach NNC, die
Zuordnung von Familien relativ sicher war, wurden bewusst ,stabile” Familien auf eine

geringere Anzahl Arten reduziert.

Die AulRengruppe ist gut abgetrennt. Mytiloidea und Ostreoidea, sowie Anomiidae,
Spondylidae und Propeamussidae sind monophyletisch. Die Limidae, Pinnidae und
Pectinidae sind paraphyletisch. Die Arcoida (ohne Arca imbricata) sind unaufgelost in

der Nahe der AulRengruppe eingeordnet.

Einige Gruppierungen, wie Pectinoidea+Limoidea, Plicatulidae+Anomiidae oder
Mytiloidea+Pterioidea+Pinnoidea, sind in den in Abbildung 8 dargestellten

Stammbaumen zu finden. Gemeinsamkeiten in den Verzweigungen sind nicht zu finden.

4.2.4.4 Differenziert gewichtete, multi-state Merkmale

Abgesehen von Ensis ensis sind die Arten der Aullengruppe gut abgesetzt. Die
Mytiloidea, Arcoida (ohne Arca noae und A. imbricata) und Ostreoidea, sowie
Spondylidae, Propeamussidae und Gryphaeidae sind monophyletisch. Die Pectinoidea

(Plicatulidae) und Limidae (ohne Ctena divergens) bilden ein Monophylum.

Die Pterioidea sind Uber den gesamten Stammbaum verteilt. Anomiidae,
Isognomonidae, Pinnidae und Malleidae, bestehend aus jeweils zwei Arten, sind nicht

gemeinsam gruppiert.

Es gibt nur wenige Gemeinsamkeiten mit den in Abbildung 8 dargestellten Phylogenien.
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4.2.5 Palaeoheterodonta nach MFE

AuBengruppe

MFE, 1 Protobranchia
Palaeo- single-state 2 Heterodonta
Abschnitt 7.1.4.1 . ’ .. . .

heterodonta B gewichtet nach Grofle, 2 Pteriomorphia

gleichgewichtet

Die Stammbdume nach MFE weisen nach einer Bootstrap-Untersuchung eine grofRe
Anzahl Polytomien auf. Die Unionidae und Trigonioidea sind als einzige monophyletisch
und stabil. Die Zuordnung der Margaritiferidae ist unsicher, ebenso wie ihre Einordnung
in die Unionoidea zusammen mit den Unionidae. Die AulRengruppe ist nicht sinnvoll

abgesetzt.

4.2.6 Palaeoheterodonta nach NNC

AuBengruppe

NNC, 1 Protobranchia

single-state, 2 Heterodonta
Palaeo- Abschnitt 7.1.4.2  multi-state, 2 Pteriomorphia
heterodonta Abschnitt 7.1.4.3  gewichtet nach GrolRe

oder Komplexitat,
gleichgewichtet

Die Analyse von unterschiedlich gewichteten und gleichgewichteten Merkmalen stimmt
darin (berein, dass die bestehenden Familien der Neotrigoniidae, Unionidae und
Margaritiferidae jeweils monophyletisch und klar voneinander abgegrenzt sind. Auch die
Bootstrap-Werte unterstiitzen die Monophylien der Familien. Es werden in jeder
Analyse Neotrigoniidae als nah verwandt mit den Unionidae gezeigt. Eine gemeinsame

Linie der Unionoidea ist in keinem Stammbaum zu finden.

Eine Auflosung der unter- oder Gbergeordneten Taxa ist mit oder ohne Bootstrap nicht

mit Sicherheit moglich.
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4.2.7 Heterodonta nach MFE

AuBengruppe

MFE, 1 Protobranchia
single-state, 1 Palaeoheterodonta
gewichtet nach GroRRe, 2 Pteriomorphia
gleichgewichtet

Heterodonta Abschnitt 7.1.3.1

Die Analyse der Heterodonta nach MFE ergibt Stammbdume, die nur wenige
zusammenhingende Uberfamilien aufweisen: Nur die Tellinioidea und Pholadoidea sind
mit unterschiedlich gewichteten und gleichgewichteten Merkmalen monophyletisch.
Solenoidea sind bei differenziert gewichteten Merkmalen monophyletisch, Mactroidae
sind (ohne Mactromeris polynyma) bei gleichgewichteten Merkmalen monophyletisch.
Alle anderen héheren Taxa sind auf den Stammbaum verteilt. Die von Giribet & Distel
(2003) und Taylor et al. (2007) postulierten Archiheterodonta sind angedeutet, aber
nicht monophyletisch. Die Anomalodesmata sind kein Monophylum. Es gibt sowohl bei
differenziert gewichteten als auch bei gleichgewichteten Merkmalen einen
zusammenhadngenden Block der von Taylor et al. (2007) eingefiihrten Neoheterodontei,
es fehlt jedoch ein groBe Anzahl Taxa die nach Abbildung 10 dazugehdren sollten, zum

Beispiel Pholadoidea, Dreissena polymorpha oder Chama gryphoides.

4.2.8 Heterodonta nach NNC

Methoden Aullengruppe

NNC, 1 Protobranchia
single-state, 2 Heterodonta
Abschnitt 7.1.3.2  multi-state, 2 Pteriomorphia

Heterodonta

Abschnitt 7.1.3.3  gewichtet nach GrolRRe
oder Komplexitat,
gleichgewichtet

Wie schon bei den oben genannten Protobranchia, Pteriomorphia und
Palaeoheterodonta ist sowohl bei unterschiedlich gewichteten als auch bei
gleichgewichteten Merkmalen die Zuordnung der Arten zu den bestehenden Familien
und Uberfamilien relativ sicher: Tellinoidea, Galeommatoidea, Solenoidea, Cardioidea
und Mactroidea sind jeweils monophyletisch. Die Pholadoidea, Gastrochaenoidea,

Tridacnoidea oder Veneroidea sind mono- bzw. paraphyletisch.
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Die Carditoidea bilden zusammen mit Astarte castanea ein Monophylum (welches die

Archiheterodonta von Giribet & Distel (2003) und Tayler et al. (2007) belegen wiirde).

Die Neoheterodontei zeichnen sich zwar in allen Stammbaumen ab, die Zuordnung der
Subtaxa ist jedoch nicht sicher. Die Positionen der Tellinoidea, Lucinoidea und

Solenoidea inner- oder aufRerhalb dieses Taxons sind nicht aufzuldsen.

Bis auf die Phylogenie mit gleichgewichteten Merkmalen, bilden die Pteriomorphia-
Arten (AulRengruppe) zusammen mit den Anomalodesmata (ohne Tropidomya) jeweils

ein Monophylum innerhalb der Heterodonta.

Auch bei den Heterodonta gibt es Arten, bei denen keine sichere Zuordnung maéglich ist:

so sind die Arten der Lucinoidea in keinem der Stammbaume zusammen eingeordnet.

Gemeinsamkeiten auf Ordnungs-Niveau, die bei allen Stammbadaumen vorkommen und
so bei einer Auflosung der Heterodonta Belege liefern konnten, lassen sich nicht finden.

Die Familien und Uberfamilien sind immer wieder anders angeordnet.
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4.2.9 Bivalvia nach MFE

AuRengruppe
MPFE, 1 Scaphopoda

Bivalvia Abschnitt 7.1.5.1  single-state, 2 Polyplacophora
gewichtet nach GroRe 1 Gastropoda

4.2.9.1 Differenziert gewichtete, single-state Merkmale

Die AuBengruppe ist schlecht abgesetzt, die Arten sind Uber alle Zweige verteilt. Grob
vereinfacht stellen die Palaeoheterodonta zusammen mit den Nuculanoidea die
Schwestergruppe zu Heterodonta, Pteriomorphia und den anderen Protobranchia.
Obwohl es groRe zusammenhdngende Blocke von Pteriomorphia und Heterodonta gibt,
sind fast die Halfte der Arten (aus den Taxa Solemyidae, Anomalodesmata, Pteriidae,
Solenoidea, Ostreoidea, Galeommatidea, Arcoida, Limidae, Archiheterodonta) ,bunt

gemischt”.

4.2.10Bivalvia nach NNC

AuBengruppe

NNC, 1 Gastropoda
single-state, 1 Scaphopoda
multi-state, 1 Polyplacophora

Bivalvia AL 7252 gewichtet nach GréRe 2 Cephalopoda

oder Komplexitat,
gleichgewichtet

4.2.10.1Differenziert gewichtete, single-state Merkmale

Die AuBengruppe ist vermischt mit den Anomalodesmata, Tridacnidae, Cardiidae, sowie

Solemya togata und Chama gryphoides.

Die Gruppierung der Arten auf Niveau von Familien und Uberfamilien ist sehr gut
erfolgt:  Nuculanoidea, Cardiidae, Ostreoidea, Tellinoidea, Gastrochaenidae,
Trigonioidea, Unionidae, Mactroidea oder Veneroidea sind monophyletisch. Viele
andere Taxa sind paraphyletisch: Tridacnidae, Galeommatoidea, Spondylidae oder

Mytiloidea.
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Die sinnvolle Zuordnung zu den GroRgruppen ist jedoch nicht erfolgt. Die
Palaeoheterodonta sind zweigeteilt (Neotrigoniidae+Unionidae, sowie Margaritiferidae).
Pteriomorphia und Heterodonta bilden viele miteinander abwechselnde Blocke. Eine

hohere Verwandtschaft kann nicht sinnvoll abgeleitet werden.
4.2.10.2 Differenziert gewichtete, multi-state Merkmale

Aufgrund der Programm-Limitationen von PAUP musste die Anzahl Taxa fiir diesen
Stammbaum stark reduziert werden. Da in vorangegangen Analysen nach NNC, die
Zuordnung von Familien relativ sicher war, wurden bewusst ,stabile” Familien auf eine

geringere Anzahl Arten reduziert.

Wie schon in den vorangegangenen Stammbdumen nach NNC, erfolgte auch in diesem
Stammbaum die Zuordnung der Familien und Uberfamilien relativ sicher. Die
Nuculanoidea, Ostreoidea, Anomioidea, Trigonioidea, Unionidae, Archiheterodonta,
Mactroidea, Tellinoidea, Tridacnidae, Margaritiferidae, Spondylidae und Limidae sind
monophyletisch. Dagegen sind die Pectinidae, Cardiidae, Plicatulidae und Veneroidea

paraphyletisch.

Es gibt einen monophyletischen Zweig aus Nuculanoidea und Ostreoidea, dieser ist
zusammen mit den Anomalodesmata, zwei Arten Mytilidae und zwei Arten der
AuBengruppe angeordnet. Die Pteriomorphia bilden zwei groBere paraphyletische
Blocke. Die Palaeoheterodonta sind wiederum zweigeteilt (Neotrigoniidae+Unionidae,
sowie Margaritiferidae). Die Heterodonta bilden ein Monophylum mit Teilen der

Palaeoheterodonta und einigen Protobranchia.
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4.2.10.3Gleichgewichtete, multi-state Merkmale

Aufgrund der Programme-Limitationen von PAUP musste die Anzahl Taxa fiir diesen
Stammbaum stark reduziert werden. Da in vorangegangen Analysen nach NNC, die
Zuordnung von Familien relativ sicher war, wurden bewusst ,stabile” Familien auf eine
geringere Anzahl Arten reduziert. Dadurch wird auch die Anzahl der ,Ausreiler”

verringert.

Der Stammbaum weist eine Reihe Polytomien auf — die wohl wichtigste besteht
zwischen dem Grof3teil der Heterodonta, den Palaeoheterodonta, den Nuculanoidea
und den Pteriomorphia. Die Arten der AuRengruppe (auer Liolophura) sind zusammen

mit den Anomalodesmata abgesetzt.

Die Pteriomorphia bilden zusammen mit den Arten der Protobranchia ein Monophylum
(ohne Lima lima). Darin sind die Mytilidae, Pectinoidea (ohne Plicatula), Anomioidea
und Ostreoidea jeweils monophyletisch. Die Arcoida sind nicht aufgel6st. Die Pterioida
sind nicht vollstandig zusammen gruppiert — Electroma und Pinctada sind bei den

Pectinoidea eingeordnet.

Von den Palaeoheterodonta ist Margaritifera bei den Heterodonta eingeordnet, sonst
bilden sie ein Monophylum parallel zu den Pteriomorphia, Nuculanoidea und

Heterodonta.

Die Heterodonta sind zum Teil paraphyletisch auBerhalb der oben genannten Polytomie,
zum Teil monophyletisch (zusammen mit Margaritifera) innerhalb. Im duBeren Teil sind
die Archiheterodonta monophyletisch angesiedelt, allerdings auch die Tellinoidea und
die , AusreiBer” Lima lima, Ctenoides annulata und Pholax dactylus. Im inneren Teil der
Heterodonta sind die Mactroidea und die Galeommatoidea monophyletisch. Die

Veneroidea sind schlecht aufgelést und paraphyletisch.
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5. Diskussion
5.1 Die Methode ,Molekulare Morphologie“

Die Molekulare Morphologie, wie sie in dieser Arbeit auf das Beispiel der 18S rRNA der
Bivalvia angewendet wurde, ist nach ihrem grundlegenden Prinzip eine logische und viel
versprechende Methode, um sehr alte Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb eines
Taxons aufzulosen. Auf der anderen Seite zeigt die Methode auf dem Stand der
Ausarbeitung, wie sie zum Zeitpunkt dieser Arbeit verfligbar war, noch eine Anzahl
systematischer Schwierigkeiten, technischer Probleme und offener logischer Fragen. Es
war das Hauptziel dieser Arbeit, durch praktische Anwendung mehrerer verfiigbarer

Algorithmen die wichtigsten Vor- und Nachteile dieser neuen Methode herauszufinden.

Nach dem Ergebnis dieser Arbeit wird das schwerwiegendste Problem der Molekularen
Morphologie dadurch verursacht, dass methodisch bedingt die Analyse mit
Sekundarstrukturen durchgefiihrt wird, die mittels kiinstlicher, formal-mathematischer
Vorschriften generiert werden. Diese mit numerischen Algorithmen nach relativ
einfachen physikalischen und chemischen Prinzipien errechneten Strukturen zeigen
bestimmte qualitative (topologische) Merkmale wie Verzweigungen oder Schlaufen,
deren Auftreten, Anzahl und relative Position sehr empfindlich von verhaltnismaRig
willklirlichen Details der unterschiedlichen Algorithmen und der darin frei wahlbaren
Parametern abhangt. Ein typischer Effekt ist der der sogenannten Frustration; zu den
jeweils gegebenen Bedingungen existieren oft mehrere, sehr unterschiedlich
aussehende Kompromisslosungen, die aber ein vorgegebenes Giitekriterium (wie z.B.
das Minimum der Gesamtenergie) nahezu gleich gut erfiillen. Kleine Anderungen im
Verfahren oder in den eingestellten Parametern kénnen dann leicht dazu fiihren, dass
im Ergebnis ein vollig anderer Kompromiss als ,beste” Losung ermittelt wird, wenn auch

mit nur geringem Glite-Vorteil gegeniiber den ndchstbesten Alternativen.

Dem gegeniber wirken in der Natur jedoch weitere Faktoren auf die Tertidarstrukturen

ein, die die Funktionalitdt und Stabilitdt des Molekils gewahrleisten und eine extreme
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Empfindlichkeit gegen Feinheiten der herrschenden Bedingungen, wie etwa winzige
Temperaturschwankungen, weitgehend verhindern. Solche Faktoren konnen, wenn
auch nur mit begrenztem Erfolg, in der Molekularen Morphologie im Prinzip mittels
sogenannter Constraints imitiert werden, doch entsprechend geeignete Constraints sind
derzeit nur fir die 185 rRNA einer kleinen Anzahl von Bivalvia-Arten bekannt, im
Gegensatz etwa zur grofRen Zahl der inzwischen bekannten genetischen
Primarsequenzen. Im Falle der Bivalvia lag das Verhadltnis bei nur einem bekannten
Constraint zu ca. 160 bekannten Sequenzen. Unter bestimmten Voraussetzungen ist es
sinnvoll und auch moglich, einen bekannten Constraint mit mathematischen Methoden

auf weitere, nahe verwandte Arten zu extrapolieren.

Sowohl die Berechnung der Sekundarstruktur durch einen gegebenen Algorithmus, die
Reduktion der natiirlichen 3D-Strukturen auf zwei Dimensionen, als auch die Nutzung
von extrapolierten Constraints unterliegen relativ willkiirlichen, undifferenzierten
mathematischen Festlegungen. Viele vom Nutzer unabhangige Entscheidungen werden
notwendigerweise von den Algorithmen automatisch und ohne Ricksicht auf die
spezifischen natlrlichen, zumeist auch unbekannten Selektionsfaktoren getroffen. So
konnen bereits Punktmutationen erhebliche qualitative Auswirkungen auf umfangreiche

berechnete Merkmalskomplexe haben.

Ein weiterer Mangel der getesteten gegenwadrtigen Verfahren besteht darin, dass
komplexere Merkmale wie etwa Pseudoknoten, wie sie von realen RNA-Strukturen
bekannt sind (Rietveld et al., 1982), durch die Algorithmen noch nicht vorhergesagt

werden konnen.

Nicht nur die Entscheidungen, die durch die Algorithmen getroffen werden,
beeinflussen die zu analysierende Sekundarstruktur. Auch der Bearbeiter muss bei der
Einrichtung und Anwendung der Programme eine Reihe von Entscheidungen treffen,
die das Ergebnis der Berechnungen wesentlich beeinflussen. Das beginnt mit der
Auswahl des geeigneten Software-Pakets, im Falle von Near-Natural (NNC) folgt dann
die Ermittlung eines vermeintlich optimalen Sequenz-Alignments und endet mit der

Festlegung der numerischen Parameter, wie z.B. der angenommenen
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Umgebungstemperatur, auf bestimmte, relativ plausible, zumeist aber nur schwach

begrindete Werte fiir die anschlielende eigentliche Berechnung der Sekundarstruktur.

Das vorbereitende Alignment der Sequenzen unterliegt sehr stark den subjektiven
Entscheidungen des Bearbeiters. Automatische Alignments mit fest gesetzten
Parametern liefern einen ersten Vorschlag, missen aber ggf. noch manuell korrigiert
bzw. optimiert werden. Diese Korrektur erfordert eine gewisse Erfahrung und Wissen

um Mutationswahrscheinlichkeiten.

Obwohl alle Programme zur Vorhersage der Sekundarstrukturen grundsatzlich auf dem
Zuker-Algorithmus aufbauen, sind die jeweiligen Implementierungen und die damit
erzielten Ergebnisse sehr unterschiedlich. Auch der Satz der von auRen justierbaren
Parameter ist von Programm zu Programm verschieden. Meistens resultieren aus
alternativ gewahlten Variablen letztlich sehr unterschiedliche Sekundarstrukturen bei

identischen gegebenen Priméarsequenzen.

Die Faltung des Kettenmolekils wird durch den Algorithmus bei angenommenen
hypothetisch optimalen Bedingungen simuliert, die nicht notwendig realistisch sind.
Allein die Vorgabe der Software, fir die Faltung des Molekiils eine
Umgebungstemperatur von 37°C festzulegen, ist fragwirdig. Im Falle der
poikilothermen Bivalvia kann diese Umgebungstemperatur mit Blick auf die
Wassertemperaturen, die gegenwartig und in den letzten 500 Myr in Ozeanen und Seen
als typisch angenommen werden kdnnen, weitgehend ausgeschlossen werden. Auch die
restriktive Verallgemeinerung, dass dieselbe Faltungstemperatur fiir alle Taxa und fur
alle weit zurickliegenden Zeitrdume angenommen wird, entspricht sicherlich nicht der
Wirklichkeit. Allein die Bivalvia besiedeln dkologische Nischen mit einem sehr weiten
Temperaturspektrum — von Bathymodiolus thermophilus, die bei hydrothermalen
Quellen zu finden ist (aus denen bis zu 400°C heilles Wasser stromt, Reed (2006)), bis
zur protobranchen Deminucula atacellana, die rezent in der Tiefsee bei wenigen Graden
iber 0°C lebt. Man muss solche stark vereinfachten Parameterwerte, dhnlich wie die

Methode insgesamt, im Ergebnis der Untersuchung so einschatzen, dass es sich
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prinzipiell um kinstliche stereochemische RNA-Strukturen mit kinstlichen physiko-

chemischen Merkmalen handelt.

Es ist nachgewiesen worden, dass Proteine, wenn es der jeweilige Prozess erfordert,
dynamisch ihre rdumliche Struktur verdndern kénnen (Dunker & Kriwacki, 2011). Erst
durch diese Flexibilitat sind sie in der Lage, ihre verschiedenen Funktionen erfolgreich
wahrzunehmen. Falls man diese Dynamik mit einer gewissen Berechtigung auch RNA-
Molekilen zuschreibt, und auRerdem deren chemische Metastabilitat (Lehman, 2010)
berlicksichtigt, = dann ist Molekulare  Morphologie als Methode der
Verwandtschaftsanalyse vielleicht nur mit kiinstlichen, ,stabilen und vergleichbaren

Strukturen aussichtsreich, mit "natirlichen" Sekundarstrukturen dagegen kaum.

Je langer die untersuchten Sequenzen sind, desto unsicherer und empfindlicher erwies
sich die Berechnung der Sekundarstruktur. Um dieses Problem zu verringern, kdnnte
man die Analyse auf kiirzere Sequenzabschnitte konzentrieren, bzw. die Analyse aus den
einzelnen Ergebnissen fir kirzere Teilstlicke zusammensetzen. Andererseits gibt es aber
im gefalteten Molekiil auch Wechselwirkungen und Bindungen zwischen Abschnitten,
die in der Primarsequenz weit auseinander liegen und nicht nur lokal beschrankt sind
auf Nachbarbasen in kurzen Sequenzabschnitten. Solche Wechselwirkungen grofRerer
Reichweite sind aber fir die globale Molekilstruktur essentiell und wirden bei

derartiger Aufspaltung nicht mehr beriicksichtigt werden.

Die beschriebenen Fehlerquellen, die das Ergebnis der Molekularen Morphologie
malgeblich beeinflussen, potenzieren sich mit jedem Arbeitsschritt und sind dabei in

den seltensten Fallen als Fehler erkennbar.

Wie die bisher dargestellten Einschatzungen zeigen, bedarf die sinnvolle Anwendung der
Algorithmen der Molekularen Morphologie der haufigen Kontrolle und der Korrekturen
durch einen mit der Methode technisch erfahrenen und mit dem
Untersuchungsgegenstand wissenschaftlich vertrauten Nutzer. Diese Anforderung

schliefRt eine routineméaBige Anwendung auf Massendaten, wie z.B. kiirzlich erfolgreich
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bei der genetischen Analyse der Phylogenie von Korallen geschehen (Shinzato et al.,

2011), weitgehend aus.

Bezliglich des notwendigen humanen Arbeitsaufwands und der Einfliisse subjektiver
Entscheidungen des Bearbeiters im Einzelfall ist neben der Berechnung der
Sekundarstrukturen deren Auswertung noch kritischer zu sehen. Es gibt (noch) keine
verlasslichen numerischen Verfahren, um automatisch ein sinnvolles, objektives
AbstandsmaR fiir ein gegebenes Paar von Molekilen zu ermitteln. Stattdessen miissen
Merkmale, deren Ahnlichkeit und Gewichtung individuell und oft subjektiv visuell
beurteilt werden. Da die Zahl der notwendigen Vergleiche mit der Zahl der Sequenzen
guadratisch wachst, wird hier erst recht sehr schnell eine Grenze der praktischen

Machbarkeit erreicht.

AnschlieBend verbleiben grundsatzliche Fragen:
= Wie erkennt man qualitative Unterschiede beim Vergleich einer kiinstlichen
Struktur?
= Wie kann die Homologisierung von Merkmalen systematisch erreicht werden,
ggf. Uber das Alignment der Primarstruktur?
= Wie stark / systematisch beeinflusst der extrapolierte Constraint das Ergebnis?

= Inwiefern beeinflusst die Auswahl der Arten die Analyse der Merkmale?

Vorteile gegeniiber anderen Verfahren sind:
= Neue Merkmale, die vorhandene Hypothesen belegen, aber eigenstandig nicht
zuverlassig sind, kénnen einbezogen werden
= Es sind keine Labormittel notwendig
Auswertung erfolgt mittels bereits vorhandener Daten
Der entscheidende Vorteil der Molekularen Morphologie gegeniiber der Analyse der
Primdrsequenz entsteht aus der zusatzlichen Bericksichtigung der paarweisen
chemischen und physikalischen rdumlichen Wechselwirkung der Basenmolekiile.
Dadurch erhélt ein einfaches Modell-Element (Nukleotid: A, C, G, T/U) in einer linearen

Abfolge weitere Eigenschaften zugewiesen (Paarbindung und rdaumliche Anordnung).
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Die Untersuchung der neuartigen topologischen Merkmale, die von der Primarsequenz
ausgehend durch diese Verbesserung entstehen, stellt eine neue Qualitdt fur die

Beschreibung der Struktur und Eigenschaften des berechneten Makromolekiils dar.

Bisher gibt es nur wenige Arbeiten, in der die Methode der Molekularen Morphologie
angewandt wurde. Dazu gehort zum Beispiel die Arbeit von Wang & Lee (2002), welche
die Sekundarstruktur der 12S rRNA von 32 Fischarten untersucht. Dabei wurde aus
einem experimentell abgeleiteten Strukturmodell ein Constraint entwickelt. Lydeard et
al. (2000) haben die Sekundarstruktur der 23S rRNA von zehn Mollusca mit Hilfe eines

Strukturmodells und vergleichender Sequenzanalyse untersucht.

Im Gegensatz dazu wurden in der vorliegenden, vergleichsweise umfassenden Arbeit
verschiedene mogliche Sekundérstrukturen der 18S rRNA von bis zu 168 Arten der
Bivalvia untersucht, zum Einen die Sekundarstrukturen ohne vorgegebenes
Strukturmodell (nach MFE), zum Anderen wurde ein neues numerisches Verfahren
(RNAsalsa) eingesetzt, um mittels Alignment naturnahe Sekundarstrukturen fir die

untersuchten Sequenzen zu konstruieren.
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5.2 Phylogenie der Bivalvia

Die Phylogenie der Bivalvia ist kompliziert und von Grund auf schwierig
nachzuvollziehen. Es gibt eine deutliche Liicke in den frihen Fossilienfunden der
Bivalvia, die vom mittleren Kambrium bis zum friihen Ordovizium reicht. In dieser Phase
fand eine weitreichende Radiation statt, die die Diversitdt deutlich erhohte und den

Muscheln neue 6kologische Nischen erschloss (Harper et al., 2000).

Viele morphologische Merkmale der Bivalvia sind konvergent oder mehrfach parallel
oder sukzessiv entstanden (Campbell, 2000). Immer wieder wurden nach Ereignissen
des Massensterbens von den uberlebenden Taxa dieselben Lebensrdume und
Okologischen Nischen neu besiedelt; morphologisch konvergente, dhnliche Anpassungen

setzten sich immer wieder durch.

Genetisch wird die Analyse durch Radiationsereignisse erschwert, die in einem sehr
kurzen Zeitraum ablaufen.  Unter diesen Umstdnden ist die Annahme einer
gleichformigen, langsamen Mutationsrate (,Molekulare Uhr“), wie sie bei der
molekularen Evolutionsanalyse vorausgesetzt wird, nicht mehr wahrscheinlich (Plazzi &

Passamonti, 2010).

Alle bisherigen Versuche, die Systematik der Bivalvia genauer zu klaren, haben ihre
spezifischen Schwierigkeiten, so auch die Molekulare Morphologie. Dabei ist bisher
allerdings weniger der Forschungsgegenstand das Problem. Die Methode selbst ist

unsicher und liefert bisher keine eindeutigen, robusten Ergebnisse.

Die im Anhang dargestellten Stammbaume zu den Bivalvia und ihren GroRgruppen,

sowie deren Analyse in Abschnitt 4.2 zeigen das beschriebene Problem recht deutlich.
In allen GroRRgruppen sind ahnliche Ergebnisse aufgetreten:

Die MFE-Sekundarstrukturen der 18S rRNA enthalten gewisse phylogenetische
Informationen. Das “phylogentische Rauschen”, welches ggf. durch die Algorithmen und

die oben beschriebenen Freiheitsgrade entsteht, macht eine eindeutige und zuverlassige
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Auflésung der Taxa in einem Stammbaum unmoglich. Bekannte und bestatigte
phylogenetische Taxa sind zwar in allen getesteten Methoden erkennbar, aber immer

durch ,Ausreiler” durchsetzt.

Bei der Analyse mit NNC erfolgt die Zuordnung der untersuchten Arten zu den
etablierten Familien meist sicher (Ausnahmen sind Heterodonta: Lucinidae oder
Protobranchia: Nuculanidae). Jede weiterflihrende Auflésung der Uber- und
untergeordneten Taxa ist selten zuverldssig, wie die Bootstrap-Werte belegen (siehe
Palaeoheterodonta), bzw. nicht unbedingt im Einklang mit bereits als gesichert

angesehenen Erkenntnissen (siehe Pteriomorphia).

Besonders die Stammbdume, die alle untersuchten Bivalvia umfassen, sind je nach
numerischen Verfahren untereinander sehr unterschiedlich und nicht im Einklang mit

den bisherigen Erkenntnissen zur Phylogenie.

Die Methode sollte, so der urspriingliche Plan, zunachst an der bereits etablierten und
anerkannten Phylogenie der Pteriomorphia ,geeicht” werden. Keine der getesteten
Verfahrensweisen der Molekularen Morphologie konnte jedoch zu 100% in
Ubereinstimmung mit den bisherigen Erkenntnissen gebracht werden, etwa durch die
Festlegung von willkiirlichen Parametern der Algorithmen. Die Ergebnisse, die in

Abschnitt 4.2 beschrieben wurden, stellen den jeweils besten Kompromiss dar.

Durch die vielen Freiheitsgrade dieser Methode (Sequenzauswahl, Algorithmen und
Parameter, 3D=>2D, Merkmalsdefinition und Gewichtung) kdnnen die Ergebnisse kaum
zur zuverldssigen Bestatigung bisheriger Erkenntnisse oder zur Aufstellung neuer
Hypothesen genutzt werden. Die Methode kann ggf. aber auf Schwéachen in bekannten

Phylogenien hinweisen.

Mit der Molekularen Morphologie, wie sie im Moment moglich ist, konnte kein
eindeutiges Ergebnis zur Phylogenie der Bivalvia bestimmt werden. Eine

Automatisierung der Methode, wie sie am Anfang geplant war, steht nicht in Aussicht.

Seite | 126



Diskussion

5.3 Schlussfolgerungen

Die in dieser Arbeit untersuchte Methode liefert eindeutig ein Ergebnis, das
phylogenetische Informationen enthilt. Die Zuordnung von Familien und Uberfamilien
erfolgt relativ sicher. Einige Taxa sind Uber alle Stammbadume stabil dargestellt. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass Molekulare Morphologie zumindest im Prinzip
funktionieren ,kann”. Kiinftige Fortschritte sind eine Frage der verbesserten Bewertung
der Sekundarstrukturen und der Vorschriften, wie sie ermittelt werden. Falls in Zukunft
die Moglichkeit besteht, die Molekulare Morphologie mit natirlichen, experimentell
ermittelten oder ,naturnadheren” Strukturen durchzufihren, konnte sich das Ergebnis

vermutlich deutlich gegeniiber dem jetzigen Stand verbessern.
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Anhang

7.1.1 Stammbaume Protobranchia
7.1.1.1 Protobranchia MFE Single State

7.1.1.1.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parsimony Tree fir Protobranchia nach MFE
differenziert gewichtet nach Gribe, single-state Merkmale

Meotrigoniabedha
_|: Acilacastrensis
Huculasulcata

Pactanmaximus

Astartecastanza

Huculaproxima
Yoldialimatula

Yoldiamyalis

Huculanominuta

i

Huculanaperhula

Huculanapella

Yoldiellanana

Meilonellasubouva

Acharaxsp

Ensisensis

Mytilusedulis

Solemyatogata
I Hatog
I

Solemyavelum

Parsimony Tree wmit Bootstrap £ir Protobranchia nach MFE
differenziert gewichtet nach Grdbke, single-state Merkmale

Heotrigoniabedno(l4 s I

 E— Acilacastrensiscll
1
I Huculasulecatat3s

Huculaproximat )
Yoldialimatulacd?
——1__
Yoldiamyalis<Sh
Yoldiellananatdl

Huculanaminutac??
1 1
I Huculanapernuladd:

Huculanapellacs?

Mzilonellasubouvallel

Ensisensiscl?a I

Acharaxspi1l 2

 E— Solemyatogataclz
I Solemyauelum(l3

Mytilusedulisc1iS)

FectenmaximusC16

Astartecastoneatl8)

Lubengruppe

Huculoidea

Aubengruppe

Muculoidea

HNuculanoidea

Solemyidea

Aubengruppe

Solemyidea

Aubengruppe

MNuculoidea

Muculanoidea

Aubengruppe

Solemyidea

Aubengruppe
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Anhang

7.1.1.1.2 Gleichgewichtet

Parzimony Tree f£ir Protobranchia nach MFE
gleichgewichtete, single-state Merkmale

Heotrigoniabedna ; Aubengruppe

Acilacastrensis
{ Muculoidea
Huculasuleocata

Factenmaximus

Aubengruppe
Astartecaostanea
Muculaproxima i Muculoidea

‘Yoldialimatula
{ Yoldiamgalis
Huculanapella
_|: Heilonellasubowa MNuculanoidea

Huculanominuta
—
I— Huculanaperhula

Yoldiellanana

Acharaxsp i Solemyidea

Mytilusedulis i Aubengruppe
— Solemyatogata dolenyidea
I Solemyauelum

Ensisensis i Aubengruppe

Parsimony Tree wmit Bootstrap £ir Protobranchia nach MFE
gleichgewichtete, single-state Merkmale

Meotrigonicbednalid: ; Aubengruppe
Acilacastrensiscl s

199;' Muculoidea
Huculasulecatat3s

Fectenmaximus16 i Aubengruppe

=55

Huculaproximai(? ) ' Muculoidea
Yoldialimatulacdd s
—e—__
Yoldiamyalis<Sa
Huculanaminutad? ?
——_
51 Huculanapernuladd:

Huculanapellacs)

Nuculanoidea

Mzilonellasubouvallel

Yoldiellaranaib

Acharaxspi1l 2

— Solemyotogotadlz) Solemyidea
as
I Solemyavelumila?

Mytilusedulisc1S:

Ensisensisil7?a Aubengruppe

Astartecastaneacls)
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Anhang

7.1.1.2 Protobranchia NNC Single State

7.1.1.2.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parsimony Tree fir Protobranchia nach HNNC
differenziert gewichtet nach Grdbke, single-state Merkmale

Meotrigoniabedna i Aubengruppe

Acilacastrensis

Huculapraoxima Nuculoidea

Huculasulcata
Yoldialimatula

{ Yaldiamyalis

{ ‘Yoldiellanana

Huculanopella Nuculanoidea
—|: Huculanaminuta
Huculanaperhula

Meilonellasubowa

Acharaxsp

Solemyavelum

Solemyareidi

Solemyotogata
{ Mytilusedulis

Mytilustrossulus

Pactenmaxzimus Aubengruppe

—— Ensisensis
I Astartecaostanea

Parsimony Tree wit Eootstrap fur Protobranchia nach NNC
differenziert gewichtet nach Gribe, single-state Merkmale

Meotrigoniobednalls) ; Aubengruppe

Acilacastrensiscly

HuculaproximatZ) MNuculoidea

Huculasuloatad3s
Yoldialimatulacdd
—e—
Yoldiamyalis<Sh
Yoldiellananatdl
—e—]

Huculanapellatg) MNuculanoidea

Huculanaminutad? ?
1
I Huculanapernuladd:

Mezilonellasubouwal 182

Acharaq=spill»

 E— Solemyauelum(lz:)
1 Solemyidea
Solemyareidiclz)
Solemyatogatalld:
MytilusedulisCli6:
1884'
Mytilustrassulus(17?n
1

Pactenmaximus<1s) Aubengruppe

Ensisensi=zclan

Astartecastoneat28
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Anhang

7.1.1.2.2 Differenziert gewichtet nach Komplexitat

Parsimony Tree fir Protobranchia nach NNC
differenziert gewichtet nach Komplexitft, single-state Merkmale

Meotrigoniabedha

Acilacastrensis

Huculaproxima

Huculasulcata

Solemyatogata

Solemygareidi

Ensisensis

Mytilustrossulus

Pectenmaximus

Astartecastanza

Yoldialimatula
{ Yoldiamyalis

Yoldiellanana
{ Huculanapella

 E— Huculanominuta

| Huculanaperhula

Heilonel lasubowa

Parsimony Tree wmit Bootstrap £ir Protobranchia nach NHC

differenziert gewichtet nach Kowplexitat,

——

e

————
.

e

.

—

£z
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single-state Merkmale

Z Aubengruppe

Huculoidea

Golenmyidea

Aubengruppe

Huculanoidea

Neotrigoniubednu(lE)i Ankengruppe

Acilacastrensiscl}
MHuculasulocatad3s
Huculaproximadz )
Yoldialimatulacd?
Yoldiamyalis{Sa
Yoldiellaranaib
Huculanaminutac?
Huculanapertulacd s
Huculanapellacd:
Heilonellasubouwa(l8:
Acharaxspi1l 2
Solemyavelumilz)
Solemyareidiclal
Solemyatogatacld
Mytiluseduliscle?
Mytilustrossulus(17l
Fectenmaximust18 7
Ensisensiscial

Aztartecostoneal28 )

Muculoidea

HNuculanoidea

Solenyidea

Aubengruppe
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7.1.1.2.3 Gleichgewichtet

Parsimony Tree fir Protobranchia nach NNC
gleichgewichtete, single-state Merknale

Heotrigoniabedna Z Aubengruppe

Acilacastrensis

Huculapraoxima Nuculoidea

Huculasulcata

Solemyatogata

Golenmyidea
Solemygareidi
Ensisensis § Aubengruppe

Yoldialimatula
{ Yoldiamyalis

‘Yoldiellanana
{ Huculanapella Huculanoidea

I Huculanaminuta
I Huculanaperhula

Heilonel lasubowa
Mytilustrossulus

Factanmaximus

Lubengruppe

Astartecaostanea

Parsimony Tree wmit Bootstrap £ir Protobranchia nach NHC
gleichgewichtete, single-state Merkmale

Meotrigoniobednal{l5? i Aubengruppe

— Acilacastrensiscl}
71
| Muculasuleatad3)y Huculoidea

Huculaproximadz )
Achara=spill 2
—__
Solemyatogatalld:
T Solemyidea
Solemyavelumilz)
—
—a3———56 Solemyareidicli)
Ensizensis(19)

Mytilusedulisclg?
——_
Aubengruppe

Mytilustrossulus(17vl
Q9

Fectenmaximust18 7

Astartecastoneat28

Yoldialimatulacd

—_

Yoldiamyalis<Sa

——&v

Yoldiellananact )
—_
73— Huculanapellat2) MNuculanoidea
— Huculanaminutad? ?
—a1 g
Huculanapernulacd s

Meilonellasubouwal 183
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Anhang

7.1.1.3 Protobranchia NNC Multi State

7.1.1.3.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parzimony Tree £iir Protobranchia nach NNC
differenziert gewichtet nach Grobe, multi-state Merkmale

Meotrigoniabedna §

Acilacastrensis

MHuculaproxima

Muculasulcata
Acharax<sp
—|: Solemyatogata
Solemyavelum
{ Solemyareidi
Mytilusedulis
—|: Mytilustrossulus

Fectenmaximus

Astartecastanea

Ensizensis
—|: Yoldialimatula
Yoldiamyalis

 — Yoldiel lanana
I Muculanapella

—|: Muculanaminuta
Huculanapernula

Meilonellasuboua

Parzimony Tree wit Bootstrap £ir Protobranchia nach NHNC
differenziert gewichtet nach Grobe, multi-state Merkmale

MeotrigoniabednadlS s ;

Acilacastrensisol}

Muculaproximalz s

Huculasulcatal2l

Yoldialimatuladd?
——
Yoldiamyalis(S:

Yoldiellanana(G}

 — Huculanaminutac? s
a7

N Muculanapernulacd

Muculanapellalss

Heilonellasubowad 1@y

Acharaxspill s
—1884|
Solemyatogatacid s

55

Solemygavelum(1z
——

Solemyareidi (13l

Mytilusedulis(1Gn
——__

Mytilustrossulu=sol?s

Pectenmaximus183

Ensisensisc19)
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Aztortecastaneal2@ )

Aubengruppe

Huculoidea

Solenyidea

dubengruppe

HNuculanoidea

Aubengruppe

Huculoidea

HNuculanoidea

Solemyidea

dubengruppe
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7.1.1.3.2 Gleichgewichtet

Parzimony Tree £iir Protobranchia nach NNC
gleichgewichtete, multi-state Merkmale

Meatrigoniabedna § Aubengruppe

Acilacastrensis

Muculaproxima MNuculoidea

Muculasulcata
Acharax<sp
{ Solemyatogata
Solemyavelum
{ Solemyareidi
Mytilusedulis
{ Mytilustrossulus

Fectenmaximus dkengruppe

Solenyidea

Astartecastanea

Enzizensis
Yoldialimatula

—|: Yoldiamyalis

—,7 Yoldiel lanana

Muculanapella Muculanoidesa

Muculanaminuta

Huculanapernula

Meilonel lasubaoua

Parzimony Tree mit Bootstrap £ir Protobranchia nach NHC
gleichgewichtete, multi-state Merkmale

Heotrigoniabednad 1Sy i Aubengruppe

Acilacastrensisol}

=] Muculaproximal2 Nuculoidea

Huculasulcatal2l
Yoldialimatuladds

B_|: Yoldiamyalis(S:
Yoldiellanana<S?

IC Huculanapellads s Iuculanoidea

Huculanaminutal?

73—

5 Muculanapernulald:

Heilonellasubowadl@ s
Acharaxspill s
e
Solemyatogatalld
Solemygavelum(1z
—ee—{___
Solemyareidi (13l
Mytilusedulis(1Gn
1
Mytilustrossulu=sol?s

Pectenmaximuss 18 Aubengruppe

Solenyidea

Ensisensisc19)

Aztortecastaneal2@ )
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Anhang

7.1.2 Stammbaume Pteriomorphia

7.1.2.1 Pteriomorphia MFE Single State

7.1.2.1.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parsimony Tree £ir Pteriomorphia nach MFE
differenziert gewichtet nach Gribe, single-state Merkmale
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T

Acilacastrensis
Heotrigoniabadha
Bathypectenvulca
Modiolusamerican
Septiferbilocula
Modiolusauricula
Mytiluscaliforni
Mytilusedulis
Mytilustrossulus
Erachidonteswari
Uulsellasp
Lithophagalithop
Limop=ismarionen
Hormomyae:xus tus
Astartecastonea
Limalima
Limatulazimillim
Barbatiouvirescen
Plicatulaaustral
Flicatulaplicata
Spondyluscrassis
Spondylussinensi
Adamussiumcolbec
Padumspondyloide
Fectenmaximus
Aequipectenoperc
Chlamyshastata
Chlamysislandica
Flocopectenmagel
Croszadomagigant
Mimachlamysvaria
Excellichlamyssp
Flexopectenglabe
Finnamuricata
Spondylushystrix
Ancomiaephippium
Fododesmuscoslat
Atrinapectinata
Cteroidesannulat

Malvi fundusragul

Mabengruppe

Myrilidae

Mabengruppe

Limidae

Plicatulidae

Spondylidae

Pectinoidea

Pectinidae

| Anomiidae



Anhang

Limopsisendarbys Limopsidae
Arcaimbricata
Arcanoge drcoida
Arcidae

Barbatiabarbata
Arcaplicata
Croszostreagigas
Huotizsohyotis
Lophacristagalli .
Ostreoidea

Ostregedulis

Hyotissanumisma

Saccostreacucul 1

Ensisensis Aubengruppe

Fteriamacroptera

Fteriahirundo

— Finctadamargarit Preriidae

I— Finctadama:xima

Electromaalacory

—— Finctadafucata

Musculuslaterali

{ Finctadoalbina
Finctadanigra

—— Finctadoimbricat Pteriidae

—— Pinctadamaculata

—— Pinctadamartensi

—— Pinctadaradiata

Isognomonisoghom
Izoqnomonidae

Isoghomonlegumen
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Anhang

7.1.2.1.2 Gleichgewichtet

Parsimony Tree £ir Pteriomorphia nach HFE

gleichgewichtete,

zingle-state Merkmale

. W TEIH T
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Acilacastrensis
Heotrigoniabedna
Astartecastanea
Bathypecternmlcg
Electromaalacaru
Isogromon i soghom
Isogromon legumen
Ensisensis
Pinctadaalbing
Pinctadanigra
Pinctodafucata
Pinctadaimbricat
Pinctadamaculata
Pinctadamar tensi
Pinctodaradiata
Finctadamargarit
Pinctadamaxima
Pterighirundo
Pteriamacroptera
Uulsellasp
Crassostreagigas
Lophacristagalli
Ostreqedulis
Hyotissahyotis
Hyotissanumisma
Saccostreacucull
Musculuslaterali
Atrinapectinata
Malwi fundusregul
Lithophagal i thop
Ctenoidesannulat
Limalima
Limopsisenderbyge
Limopsismarionen

Limatulasimillim

Lubengruppe

Isomononidae

I Lubengruppe

Preriidae

Ostreoidea

Linopsidae
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L

Modiolusamerican
Modiolusauricula
Mytiluscaliforni
Mytilusedulis
Mytilustrossulus
Brachidonteswari
Septiferbilocula
Hormomyaexustus
Arcaimbricata
Arcanooe
Barboatiobarbata
Barbatiovirescen
Plicatulaaustral
Flicatulaplicata
Spondyluscrassis
Spondylussinensi
Adamuss iumcolbec
FPedumspondyloide
Azquipectenoperc
Chlamyshastata
Chlamysislandica
Crassadomagigant
Flexopectenglabe
Flacopectenmagel
Mimachlamyswaria
Pectenmaximus
Excellichlamyssp
Pinnamuricata
Spondylushysteizx
Arnomiaephippium
Pododesmuscaslat

Arcaplicata

Mytilidae

Arcidae

Plicatulidae

Spondylidae

Pectinidae

Anomiidas

Pectinoidea
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Anhang

7.1.2.2 Pteriomorphia NNC Single State

7.1.2.2.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parsimony Tree f£lir Pteriomorphia nach MNNC
differenziert gewichtet nach Grile, =single-state Merkmale
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—

Acilacostrensis
Meotrigoniabedna
Musculuslaterali
Musculusdiscors
Musculussenhouse
Mytilusgal loprow
Mytilusedulis
Mytilustrossulus
Limalima
Limarighians
Chlamyshastata
Chlamysislandica
Crassadomagigant
Aequipectenoperc
Flexopectenglabe
Mimachlamysvaria
Pedumspondyloide
Pecterma:ximus
Argopectengibbus
Argopectenirrada
Adamussiumcolbec
Excellichlamyssp
Lithophagalithop
Lithophaganigra
Geukenziademi=zsa
Hormomyadomi ngen
Modicolusmodiolus
Modiclusametican
Modiolusauricula
Septiferbilocula
Bathymodiolusput
Bathymodiolusthe
Bathymodioluschi
Bathymodialushecs
Benthomodiolusli
Myrinapaci fica
Idazarcuatilis
Idasmacdonaldi
Idaswashingtonia
Tamufisheri
Adipicolaarcuati
Hormamyas:xus tus

Brachidonteswari

Aubengruppe

Mytilidae

Linidae

Pectinidae

Mytilidae
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Limop=isenderbye
Limop=ismarionen
Glycymerissp
Barbatiabarbata
EBarbatiouwirescen
Arcaplicata
Finnamuricata
Arcanoqs
Craszastreagigas
Crassostreauirgi
Lophactistagalli
Osztreqedulis
Saccostreacucull
Hyoti==sahyotis
Hyotissanumisma
Arcaimbricata
Flicatulaaustral
Flicatulaplicata
Arnomiaephippium
Fododesmuscaslat
Electromaqlacory
Malwi fundusregul
Uulsellasp
Fieriahirundo
Fteriamacroptera
Finctadaalbing
Finctadanigra
Finctadafucata
Finctadaimbricat
Finctadamaculata
Finctadamargarit
Finctadamaxima
Finctadamartensi
Finctadaradiata
Isognomonl egumet
Isogrnomonisoghnom
Atrinapectinata
Ensizensis
Aztartecastanea
Ctenoidesannulat
Spondyluscrassis
Spondylushystrizx
Spondylussinensi
Bathypectenwulooa

Farvamussiumundi

Limopsoidea

Arcoida

Arcoidea

Ostreidae

Osztreoidea

Gryphaeidae

Plicatulidae

Anomiidae

Malleidae

Prerioidea

FPteriidae

Isognononidae

AuBengruppe

Spondylidae

Propeanussidae
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Anhang

7.1.2.2.2 Differenziert gewichtet nach Komplexitat

Parszimony Tree £ir Pteriomorphia nach NNC
differenziert gewichtet nach Komplexitat, single-state Merkmale

—
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=

:
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Aoilacastrensis
Mectrigoniabedna
Astartecastanea
Ctenoidesannulat
Spondyluscrassis
Spondylushystrix
Spondylussinensi
Eathypecteruulca
Farvamussiumundi
Musculuslaterali
Musculusdiscors
Musculussenhouse
Flexopectenglabe
Mimachlamyswaria
Pedumspondyloide
Pectermaximus
Argopectengibbus
Argopectenirrada
Limalima
Limariaghians
Chlamyshastata
Chlamysislandica
Cras=sadomagigant
Requipectenoperc
Adamussiumcolbec
Excellichlamyssp
Mytilu=galloprow
Mytilusedulis
Mytilustrossulus
Lithophaganigra
Geukensiademis=a
Modiolusmodiolus
Modiolusamerican
Modiolusauricula
Septiferbilocula
EBathymodiolusput
Eathymodiclusthe
Bathymodialuschi
Eathymodiolushec
Benthomodiolusli
Myringpacifica
Idasarcuatilis
Idasmacdonaldi
Idaswashingtonia
Tamufisheri
Adipicolaarcuati
Finnamuricata

Lithaphagalithop

dubengruppe

Spondylidae

Propeanussidae

Myrilidae

Pectinidae

Linidae

Pectinidae

Mytilidae
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Brachidontesvari
Hormomyaexustus
Hormomyadomingen
Limopsisendaerbys
Limopsismarionen
Glycymerissp
Arcaplicata
EBarbatiouirescen
Barbatiabarbata
Arcaimbricata
Plicatuloaustral
Flicatulaplicata
Anaomicephippium
Pododesmuscaelat
Arcanooe
Crossostreagigas
Crassostreavirgi
Lophacristagalli
Ostreaedulis
Saccostreacucull
Hycotis=ahyotis
Hyotissanumisma
Electromaalacoru
Uulsellasp
Fteriahirundo
Fteriomacroptera
Malwifundusregul
Atrinopectinata
I=sognomon L soignom
I zoghomor 1 egumen
Pinctadaglbing
Pinctadanigra
Finctadafucato
Pinctadamaxima
FPirnctadaimbricat
Finctadamaculata
Finctadamargarit
Finctadamartensi
Finctiadaradiata

Ensizensis

Limopsoidea

Arcoidea

Flicatulidae

Anomiidae

Oztreidae

Gryphaeidae

Isognomonidae

Pteriidae

Arcoida

Oztrecidea

Pterioida
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Anhang

7.1.2.2.3 Gleichgewichtet

Parsimony Tree fiir Pteriomorphia nach NHC

gleichgewichtete,

single-state Merkmale
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Acilacastrensis
Heotrigoniabedna
Astartecastanea
Ensisensis
Musculuslaterali
Musculusdiscors
Musculussenhouse
Lithophagalithop
EBrachidontesvari
Hormomyaexustus
Hormomyadomingen
Lithophaganigra
Geukensiademissa
Modiolusmodiolus
Modiolusamerican
Modiolusauricula
Septiferbilocula
Bathymodiolusput
Bathymodiolusthe
Bathymodioluschi
Bathymodiolushec
Benthomodiolusli
Myrinapacifica
Idasarcuatilis
Idasmacdonaldi
Idgswashingtonia
Tamufisheri
Adipicolaarcuati
Mytilusgalloprow
Mytilusedulis
Mytilustrossulus
Limalima
Limariahians
Chlamyshastata
Aequipectencperc
Flexopectenglabe
Spondyluscrassis
Spondylushystris
Spondylussinensi
Bathypectenwulca
Farvamussiumundi
Mimachlamyswaria
Fedumspondyloide
Pecternmazimus
Argopectengibbus
Argopectenirrada
Adamussiumcolbec
Excellichlamyssp
Chlamysislandica

Crossadomagigant

Aubengruppe

Mytiloidea

Limidae

Spondylidae

Propeamussidae

Pectinidae

Pectinoidea
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Limopsisenderbys
Limopsismarionen
Glycymerissp
Arcaplicatog
Earbatiabarbata
Barbatiavirescen
Arcaimbricata
Ctenoidesannulat
Finctadaalbing
Finctadanigra
Finctadafucata
Pinctadamaxima
Finctadaimbricat
Pinctadamaculata
Finctadamartensi
FPinctodaradiata
Finctadamargarit
Arcanoge
Finnamuricata
Flicatulaaustral
Flicatulaplicata
Anomicephippium
Pododesmuscazlat
Electromaalacoru
Uulzellasp
Isognomonlegumen
Malwifundusregul
FPteriohirundo
Pteriamacroptera
Isognomonisoghom
Atrinapectinata
Crassostreagigas
Crassostreavirgl
Saccostreacucull
Lophacristagalli
Ostreasdulis
Huotissaohyotis

Hyotissanumisma

Limopsoidea

Arcoida

Arcoidea

Preriidae

Plicatulidae

Anomiidae

Preriidae

Ostreidae

Osztreoidea

Gryphaeidae
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Anhang

7.1.2.3 Pteriomorphia NNC Multi State

7.1.2.3.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parsimony Tree £ir Pteriomorphia nach MNNC

differenziert gewichtet nach Grdbe, multi-state Merkmale
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Acilacastrensis

— Meotrigoniabedna
L Astartecastanea

Musculuslaterali
Musculusdiscors
Musculussenhouse
Lithophagalithop
Mytilusgal loprow
Mytilusedulis
Mytilustrozsulus
Li thophaganigra
Hormomyadomi ngen
Geukensiademizsa
Modiolusmodiolus
Modiolusamerican
Modiolusauricula
Septiferbilocula
Bathymodiolusput
Bathymodiolusthe
Bathymodialuschi
Bathymodiolushec
Benthomodiolusli
Myrinapaci fica
Idasarcuatilis
Idasmacdonaldi
Idazwashingtonia
Tamufisheri
Adipicolaarcuati
Brachidonteswari
Hormamyas:xus tus
Arcaimbricata
Flicatulagustral
Pododesmuscaslat
Electromaalacory
Flicatulaplicata
Limopsizenderbys
Limap=sismarionen
Glycymerissp
Barbatiabarbata
Barbatiouirescen
Arcaplicata
Arcancas
Enzizenzis

Finctadaalbing

Aubengruppe

Mytiloidea

Limopsoidea

Arcoidea

Lubengruppe



Anhang

FHT et i b

—

L

sis

Arnomiasphippium
Uulsellasp
Isognomonisoghnom
Fteriamacroptera
Isognomonl egumet
Ctenoidesannulat
Atrinapectinata
Limalima
Limarighians
Aequipectenoperc
Chlamyshastata
Chlamysislandica
Craszadomagigant
Adamussiumcol bec
Excellichlamyssp
Fectenmaximus
Argopectengibbus
Argopectenirtada
Flexopectenglabe
Pedumspondyloide
Mimachlamyswvaria
Spondyluscrassis
Spondylushystriz
Spondylussinensi
Bathypectenvulea
Farvamussiumundi
Finnamuricata
Malwi fundusregul
Finctadafucata
Finctadaradiata
Finctadaimbricat
Finctadanigra
Finctadamaculata
Finctadamargarit
Finctadamaxima
Fieriahirundo
Finctadamartensi
Craszastreagigas
Saccostreqcucull
Hyotizsahyotis
Hyotizssanumisma
Crasszaostreauirgi
Lophactistagalli

Ostreaedulis

Limidae

Fectinidae

Spondylidae

Propeamuzsidas

FPteriidae

Gryphaeidae

Fectinoidea

Oztreoidea
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Anhang

7.1.2.3.2 Gleichgewichtet

Parsimony Tree £ir Pteriomorphia nach NNC
gleichgewichtete, multi-state Merkmale
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Acilacastrensis
Hecotrigoniabedna
Astartecastanea
Musculuslaterali
Lithophagalithop
Hormomyadomingen
Lithophaganigra
Modiolusmodiolus
Septiferbilocula
Hormomyaexustus
Myrinapacifica
Mytilu=galloprow
Mytilusedulis
Flicatulaplicata
Ancmicephippium
Fododesmuscaelat
Fteriahirundo
Fteriomacroptera
Isoghnoman i sognom
Uulzsellasp
Atrinopectinata
Finnamuricata
Arcaimbricata
Maluifundusregul
Limalima
Cienoidesannulat
Spondyluscrassis
Spondylushystrix
Eathypecterwmiloa
FParuamussiumundi
Mimachlamyswaria
Pectermaximus
Adamussiumcolbec
Chlamyshastata
Electromaalacaoru
Firnctadaimbricat
Craszostreagigas
Crossostreauirgi
Lophacristagalli
Hycotissahyotis
Hyctis=arumisma
Ostrecedulis
Limopsismarionean
Glycymerissp
Barbatiavirescen
EBarbatiaobarbata

Ensizensis

Aabengruppe

Mytiloidea

Plicatulidae

Adnomioidea

Freriidae

Isognononidae

Malleidae

Pinnoidea

Arcoidea

Malleidae

Limoidea

Spondylidae

Propeamussidae

Pectinidae

Preriidae

Oztrecidea

Limopsoidea

arcoidea

Aubengruppe

Pectinoidea

Arcoida



Anhang

7.1.3 Stammbiume Heterodonta

7.1.3.1 Heterodonta MFE Single State

7.1.3.1.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parsimony Tree fir Heterodonta nach MFE

differenziert gewichtet nach Grébe, single-state Merkmale

Acilacastrensis

Heotrigoniabedna

Hytilusedulis

Huaherasp

Ly

Lyonsiafloridana
Pandoraarenosa
Chamagryphoides
Mactromerispolyn
Bankiocarinata
Pholasdactylus
Ensiculusculiell
Ensisenzis
Lasaeasp
Galeommaturtoni
Cardiclucinasemp

Ctenadivergens

g

Galeommatakii
Dreissenapolymor
Basterotioellipt

Codakiaorbiculat

[ ]

Parvicardiume:xig
Hyaarenaria
Her-cenariamet-cen
Callistachione
Venuswverrucosa

Diplodontasubtot

5

Calyptogenamagni

Corbiculaflumine

Sphasriumstriati

Spisulasolidissi

Hulinialateralis

Spisulazolida

Spisulasubtrunca

Tresuscapax

Tresushuttali

— Abraprismatica

L Donasx trunculus

_|: Gastrochaznadubi
Tridachasp

Gastrochaenastim

Cardi tameraflori

Cardi tacalyculat

_|: Cardi tesantiquat
Astar tecas tanea

Pactenmaximus

Aubengruppe

Pandoroidea

Pholadoidea

Solenoidea

Lucinoidea

Weneroidea

Corbiculoidea

Mactroidea

Tellinoidea

Carditoidea

; Aulbengruppe

Galeommatoidea

dnomalodesmata

Neoheterodontel

Archiheterodonta
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Anhang

7.1.3.1.2 Gleichgewichtet

Parsimony Tree fir Heterodonta nach MFE
gleichgewichtete, single-state Merkmale

Acilacastrensis

Heotrigonicbedna Aubengruppe

Mytilusedulis
Myonerasp
EBankigcarinata
Pholadoidea
Fholasdactylus

Ensiculuscultell

Abroprismatica
Tellinoidea

Donaxtrunculus

Mactromerispolyn

Pandoraarenosa

Ul

Chamagryphoides

Luonsiafloridana
Myaarenaria
Mercenariamercen
Callistachione Veneroidea
Uehiusvertucosa
Corbiculaflumine
Mulinialateralis
Spisulasolidissi

Neoheterodontei
Spisulasubtrunca

Mactroidea
Tresuscapa:x

Tresushuttali

Spisulasolida
Calyptogenamaghni

Sphoeriumstriati

Dreissenapolymor

Diplodontasubrot

Cardiolucinasemp

Lasaeasp

Galeommatakii Galeommatoidea

Galeommaturtoni

Basterotiaellipt

Codakicorbiculat

iy me

Parvicardiumexig

Ctenadivergens

Tridachasp

Gastrochaenadubi

Fastrochaenoidea

Gastrochasnastim

Ensisensis

Carditameraflori

Carditacalyculat Carditoidesa
_|: Caorditezantiquat
Astartecastanea

Pectermaz=imus { Aubengruppe

Archiheterodonta
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Anhang

7.1.3.2 Heterodonta NNC Single State

7.1.3.2.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parsimony Tree fir Heterodonta nach NHC

differenziert gewichtet nach Gribe, single-state Merkmale

O LT A

—

mE

Fcilocastrensis
Heotrigoniobednog
Abraprismatica
Donastrunculus
Hippopusporcella
Tridacrasp
Fulviamutica
Farvicardiume:xig
Gas trochasnadubi
Gastrochasnastim
Lozasasp
Galeommatakii
Galeomma turtoni
Bosterotigellipt
Carditocalyculat
Carditameraflori
Carditesantigquat
Astartecastonea
Mytilusedulis
Fectenmaximus
Myonerasp
Fandoraareno=a
Lyohziafloridana
Tropidomyaobbrew
Eankiacarinata
Myaarenaria

Mac tromerispolyn
Mulinialateralis
Spisulasubtruncg
Tresuscapax
Spisulasolida
Spisulosolidissi
Tresusnuttali
Calyptogenomagni
Corbiculaflumine
Dreissenapolymor
Phiolasdactylus
Diplodontasubrot
Callistachione
Ushusuerrucosa
Mercenariamercen
Sphaeriumstriati
Arcticaizlandica
Ensiculuscultell
Ensisensis
Cardiclucinasemp
Codakicorbiculat
Chamagryphoides

Ctenadivergens

Lubengruppe

Tellinoidea

Tridacnoidea

Cardioidea

Gastrochaenoidea

Galeommatoidea

Carditoidea
Archiheterodonta

Aubengruppe

Pandoroidea Anomalodesmata

Mactroidea

Heoheterodontei

Veneroidea

Jolenoidea

Lucinoidea
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Anhang

7.1.3.2.2 Differenziert gewichtet nach Komplexitat

Parsimony Tree fir Heterodonta nach NHNC

differenziert gewichtet hach Komplexitaro,

aislls
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#Tﬁﬁm siiisiis

single-state Merkmale

Acilacastrensis
Heotrigoniabedna
EBankigcarinata
Fholasdactylus
Codakiaorbiculat
Chamagryphoides
Mactromerispolun
Spisulasolida
Spizulasolidissi
Hulinialateralis
Spisulasubtrunca
Tresuscapa:x
Tresushuttali
Myaarenaria
Callistachione
Hercenariamercen
Uehiusvertucosa
Calyptogenamaghni
Dreissenapolymor
Sphoeriumstriati
Arcticaislandica
Corbiculaflumine
Diplodontasubrot
Ensiculuscultell
Ensisensis
Ctenadivergens
Cardiolucinasemp
Abroprismatica
Donaxtrunculus
Hippopusporcella
Tridachasp
Fuluiomutica
Parvicardiumexig
Gastrochaenadubi
Gastrochasnastim
Lasaeasp
Galeommatakii
Galeommaturtoni
Basterotiaellipt
Mytilusedulis
Pectermaz=imus
Tropidomyaabbrew
Myonerasp
Pandoraarenosa
Luonsiafloridana
Carditacalyculat
Carditameraflori
Carditesontiquat

Astartecastanea

Lubengruppe

Pholadoidea

Mactroidea

Neoheterodontei

Veneroidea

Solenoidea

Lucinoidea

Tellinoidea

Tridacnoidea

Cardioidea

Gastrochaenoidea

Galeommatoidea

Iubengruppe

dnomalodesmata

Carditoidea
Archiheterodonta




Anhang

7.1.3.2.3 Gleichgewichtet

Parsimony Tree fir Heterodonta nach NHNC

gleichgewichtete,

single-state Merkmale

Wﬂ#%ﬂa

.

]

Acilacastrensis
Heotrigoniabedna
Carditacalyculat
Carditameraflori
Caorditezantiquat
Astartecastanea
Ensiculuscultell
Ensisensis
Gastrochasnadubi
Gastrochaenastim
Laza=asp
Galeommatakii
Galeommaturtoni
Bosterotiaellipt
Mytilusedulis
Pectenmoaximus
Myonerasp
Pandoraarenosa
Luonsiafloridana
Tropidomyaabbrew
Hippopusporcella
Tridachasp
Fulviomutica
Farvicardiumexig
Pholasdactylus
Codakicorbiculat
Chamagryphoides
Bankiocarinata
Myaarenaria
Callistachione
Mercenariamercen
Ushusverrucosa
Abraprismatica
Donax trunculus
Sphasriumstriati
Arcticaislondica
Calyptogenamaghni
Corbiculaflumine
Dreissenapolymor
Diplodontasubrot
Mactromerispolun
Hulinialateralis
Spisulasubtrunca
Spisulasolida
Spizulasolidissi
Tresusnuttali
Tresuscapa:
Cardiolucinasemp

Ctenadivergens

Aabengruppe

Carditoidea
Archiheterodonta

Solenoidea

Gastrochaenoidea

Galeommatoidea

Aubengruppe

Pandoroidea Anomalodesmata

Tridacnoidea

Cardioidea

Weneroidea

Tellinoidea

Neoheterodontei

Mactroidea

Lucinoidea
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Anhang

7.1.3.3 Heterodonta NNC Multi State

7.1.3.3.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parsimony Tree far Heterodonta nach NMC
differenziert gewichtet nach Grabe, multi-state Merkmale

o [P 3] Al

[ ]

—

y
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Acilacastrensis
Meotrigoniabedno
Mytilusedulis
Pectenmaximus
Tropidomyaabbrew
Myonerasp
Fandoraarenosa
Lyohsiafloridana
Cardiolucingsemp
Ctanodivergens
Lo=saesasp
Galeomma turtoni
Boasterotioellipt
Galeommatokii
Bankiacarinata
Myaarenaria
Mactromerizpolyn
Spisuloscolidi=si
Spisuloscolida
Muliniglateralis
Spisulasubtrunca
Tresuscapax
Tresusnuttali
Fholasdactylus
Codakigorbiculat
Chamagryphoides
Oreissenapolymor
Callistachione
Mercenariametcen
Ushusuerrucasa
Abraprismatica
Donaz trunculus
Hippopusporcella
Tridachasp
Fulviamutica
Parvicardiumexig
Gastrochashastim
Gastrochaenadubi
Sphasriumstriati
Arcticaislandica
Calyptogenamagni
Corbiculaflumine
Diplodontasubrot
Ensiculuscultell
Ensisensis

Cardi tacalyculat
Cardi tameraflori
Carditesantiquat

Astartecas tanea

Aubengruppe

Anomalodesmata

Pandoroidea

Lucinaidea

Galeommatoidea

Mactroidea

Necheterodontel

Veneroidea

Tellinoidea

Tridacnoidea

Cardioidea

Gastrochaenoidea

Necheterodontei

Golenoidea

Carditoidea
Archiheterodonta




Anhang

7.1.3.3.2 Gleichgewichtet

Parsimony Tree fir Heterodonta nach NHNC
gleichgewichtete, multi-state Merkmale

mhﬁw%

|

|

|

Acilacastrensis
Heotrigoniabedna
Mytilusedulis
Pectenmoaximus
Carditacalyculat
Carditameraflori
Caorditezantiquat
Astartecastanea
Tropidomyaabbrew
Fholasdactylus
Abraprismatica
Donax trunculus
Myonerasp
Pandoraarenosa
Luonsiafloridana
Codakicorbiculat
Chamagryphoides
Farvicardiumexig
Fulviomutica
Hippopusporcella
Tridachasp
Gastrochaenadubi
Gastrochasnastim
Bankiocarinata
Myaarenaria
Mactromerispolyn
Mulinialateralis
Spisulasubtrunca
Spiszulasolida
Spisulasolidissi
Tresuscapa:
Tresusnuttali
Dreissenapolymor
Callistachione
Mercenariamercen
Ushusverrucosa
Calyptogenamaghni
Sphoeriumstriati
Arcticaislandica
Corbiculaflumine
Diplodontasubrot
Cardiolucinasemp
Ctenadivergens
Lasaeasp
Galeommatakii
Galeommaturtoni
Basterotiaellipt
Ensiculuscultell

Ensisensis

Aubengruppe

Carditoidea
Archiheterodonta

Tellinoidea

Anomalodesmata
Pandoroidea

Tridacnoidea

Gastrochaenoidea

Mactroidea

Neoheterodontei

Weneroidea

Lucinoidea

Galeommatoidea

Solenoidea
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Anhang

7.1.4 Stammbiume Palaeoheterodonta

7.1.4.1 Palaeoheterodonta MFE Single State

7.1.4.1.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parsimony Tree fiir Palaecheterodonta nach MFE
differenziert gewichtet nach Grile, single-state Merkmale

—L

—L

Acilacastrensis
Meotrigoniabedna
Meotrigoniamarga
Margaritiferaaur
Margaritiferafal
Hargaritiferalas
Margaritiferamar
Margaritiferamar
Fectenmaximus
Anodon tasp
Lamp=ili=scardium
Fziluniolittoral
Ensiszensis
Aztartecastanea

Mytilusedulis

Parzimony Tree mit Bootstrap £ir Palaecheterodonta nach MFE
differenziert gewichtet nach Grilke, single-state Merkmale
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Acilacastrensisdl )
Heotrigoniabednalz
Heotrigoniamargai3 s
Arodontasplid
Loampsiliscardiumia}
PzilunioclittoraldG)
Margaritiferaaurc?
Margaritiferafalig?
Margaritiferala=sca:
Margaritiferamar (18
Margaritiferamarll»
Mytiluseduli=sC(12)
Pectenmaximus(13
Ensisensis{i1d4)

Az tartecastanealls

; Mabengruppe

Trigonioidea

Tnionoidea

; Aubengruppe

Mnionoidea

Mabengruppe

; Inbengruppe

Trigonioidea

Tnionoidea

Inbengruppe




Anhang

7.1.4.1.2 Gleichgewichtet

Parzimony Tree fir Palaecheterodonta nach MFE
gleichgewichtete, single-state Merkmale

Acilacastrensis

Meotrigoniabedna
{ Meotrigoniamarga

Mytilusedulis
—|: Ensiszensis

Ancdon tasp

—|: Lamp=iliscardium
F=siluniolittoral

Aztartecastanea

Margaritiferaaur

HMargaritiferafal

{ Margaritiferalas
Margaritiferamar

Margaritiferamar

Fectenmaximus

Parsimony Tree mit Bootstrap fur Palaecheterodonta nach MFE
gleichgewichtete, single-state Merkmale

57

——

57 .

186

e EE

; Iubengruppe

Trigonioidea

Iabengruppe

Tnionoidea

; Aubengruppe

Tnionoidea

% Aubengruppe

Foilacastrensisdl ) l Aubengruppe

Heotrigoniabedhnalz s
Heotrigoniamargais
Arodontasplid
Lampsili=scardiumcS:
FsiluniolittoraliG?
Margaritiferaaur(? )
Margaritiferafalds?
Margaritiferalasdd)
Margoritiferamar(ll»
Margaritiferamar 18
Mytilusedulis{12>
Enzisensis(ld}

Az tartecastaneallS)

Fectenmaximus(13

Trigonioidea

Tnionoidea

Aubengruppe
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Anhang

7.1.4.2 Palaeoheterodonta NNC Single State

7.1.4.2.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parzimony Tree fir Palaecheterodonta nach NNC

differenziert gewichtet nach Grike, single-state Merkmale

—

—
L

Parsimony Tree mit Bootstrap

Acilacastrensis
Meotrigoniabedna
Meotrigoniamarga
Ancdon tasp
Lamp=ili=scardium
Elliptiocomplana
F=siluniolittoral
Dahur-inaiadaburi
Margaritiferaaur
Margaritiferafal
Margaritiferamar
Margaritiferalas
Margaritiferamar
Mytilusedulis
FPectenmaximus
A=startecastanea

Ensizensis

fir Palaecheterodonta nach NNC

differenziert gewichtet nach Grile, single-state Merkmale

18 [
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Acilacastrensis(l)

[ Heotrigoniabedhalz

? I Heotrigoniamargats s
Arodontaspli4

. Loampsiliscardiumia}

! ElliptiocomplanacE?
Pziluniolittoralc?)

Dohurinaiodaburicd )
Margaritiferaauro9:
Margaritiferafal (1@
Margaritiferamar(12
Margaritiferalascll»
Margaritiferamar (133
MytilusedulisC{ldl
Pectenmaximus (15
Enzisensis(163

Astartecastaneadl? s

; dukengruppe

Trigonioidea

Tnionoidea

Aubengruppe

i Inbengruppe

Trigonioidea

Tnionoidea

Lubengruppe




Anhang

7.1.4.2.2 Differenziert gewichtet nach Komplexitat

Parsimony Tree fir Palaecheterodonta nach NHC
differenziert gewichtet nach Komplexitit, single-state Merkmale

—

——

L

Acilacastrensis
Meotrigoniabedna
Meotrigoniamarga
Anodontasp
Lamp=iliscardium
Elliptiocomplana
Fziluniolittoral
Daburinaiadabur-i
Margaritiferaaur
Margaritiferafal
Margaritiferamar
Margaritiferalas
Margaritiferamar
Mytilusedulis
FPectenmaximus
Astartecastanea

Ensisensis

Parzimony Tree mit Bootstrap £hr Palaecheterodonta nach NNC
differenziert gewichtet nach Komplexitat, single-state Merkmale

Acilacastrensisdll

Heotrigoniabednal2 )
188———4
Heotrigoniamargais

O

{———183————

7 —

Arodontaspid
Lampsili=scardiumcS:
ElliptiocomplanaiG?
Fsiluniolittoral{??
Dahurinaiadaburic8 )
Margaritiferaauro9:
Margaritiferafal (163

Margaritiferamar(l2

Margoritiferalasill
—
Margaritiferamar(13:

 — MytilusedulisClda
I— Fectenmaximus{15>

Az tar tecastaneall? )

Enzisensis(16>

i Aubengruppe

Trigonioidea

Mnionoidea

dukengruppe

i Aubengruppe

Trigonioidea

Tnionoidea

Iubengruppe
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Anhang

7.1.4.2.3 Gleichgewichtet

Parsimony Tree fir Palaecheterodonta nach NHC
gleichgewichtete, zingle-state Merkmale

Acilacastrensis

{ Heotrigoniabedna
Meotrigoniamarga

Anodontasp

Lamp=iliscardium

Elliptiocomplana
Fziluniolittoral

Dahurinaiadabuei

Margaritiferaaur

Margaritiferafal

Margaritiferamar

 — Margaritiferalas

— Margaritiferamar
Mytilusedulis

E— FPectenmaximus

Ensizensis

Astartecastanea

Parzimony Tree mit Bootstrap £hr Palaecheterodonta nach NNC

gleichgewichtete,

single-ztate Merkmale

Acilacastrensisdll

———————18@——————4

Heotrigoniabednal2 )

&5

Heotrigoniamargais

Arodontaspid

QS

Lampsili=scardiumcS:

ElliptiocomplanaiG?

Fsiluniolittoral{??

Dahurinaiadaburic8 )

Margaritiferaauro9:

Margaritiferafal (163

Margaritiferamar(l2

Margoritiferalasill

Margaritiferamar(13:

MytilusedulisClda

Fectenmaximus{15>

Enzisensis(16}
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Az tar tecastaneall?

i Aubengruppe

Trigonioidea

Mmionoidea

Mukengruppe

i Lubengruppe

Trigonioidea

Tnionoidea

Inbengruppe




Anhang

7.1.4.3 Palaeoheterodonta NNC Multi State

7.1.4.3.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parzimony Tree fir Palaecheterodonta nach NNC
differenziert gewichtet nach GroBe, multi-state Merkmale

—

—

L

Acilacastrensis
Meotrigoniabedna
Meotrigoniamarga
Ancdon tasp
Lamp=ili=scardium
Elliptiocomplana
F=siluniolittoral
Dahur-inaiadaburi
Margaritiferaaur
Margaritiferafal
Margaritiferamar
Margaritiferalas
Margaritiferamar
Mytilusedulis
FPectenmaximus
A=startecastanea

Ensizensis

Parsimony Tree mit Bootstrap £ir Palaecheterodonta nach NHNC
differenziert gewichtet nach Grile, multi-state Merkmale

Acilacastrensis(l)

Heotrigoniabedhalz
188————4
Heotrigoniamargats s

Pate)

=5

57

Arodontaspli4

Loampsiliscardiumia}
ElliptiocomplanacE?
Pziluniolittoralc?)
Dahurinaiadahuri<S?
Margaritiferaauro9:
Margaritiferafal (1@
Margaritiferamar(12
Margaritiferalascll»

Margaritiferamar (133

I— MytilusedulisC{ldl

I Pectenmaximus (15

Enzisensis(163

Astartecastaneadl? s

E Lubengruppe

Trigonioidea

Tnicnoidea

Aubengruppe

; Aubengruppe

Trigonioidea

Tmionoidea

hubengruppe
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Anhang

7.1.4.3.2 Gleichgewichtet

Parzimony Tree fir Palascheterodonta nach NNC
gleichgewichtete, multi-state Merkmale

Acilacastrensis ; Aubengruppe
Heotrigoniabedna i L
Heotrigoniamarga

Anodontasp

Lampsiliscardium

Ellipticcomplana
Fsiluniolittoral
Dahuringiadaburi

Tnionoidea
Hargaritiferaaur

Margaritiferafal

Mar-garitiferamar

Hargaritiferalas

HMargaritiferamar

Ensisensis
Mytilusedulis
Pectenmaximus

Astartecastanza

Parzimony Tree mit Bootstrap £hr Palaecheterodonta nach NNC
gleichgewichtete, multi-state Merkmale

Acilacastrensis(l) i Aubengruppe
Heotrigoniabednaiz . i

188————4 Trigonioidea
Heotrigoniamargais

L5} —————— HAnodontaspid )

Lampsili=scardiumcS:

ElliptiocomplanaiG?
Fsiluniolittoral{??
Dahurinaiadaburic8 )

Tnionoidea
Margaritiferaauro9:

als]

Margaritiferafal (16832

Margaritiferamar (123

o4

Margoritiferalasill

57 Margaritiferamar(13:

Enzisensis(162

I— Mytilusedulis{l4>
1 Anbengruppe
| Fectenmaximus (13} grapp

Az tar tecastaneall?
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7.1.5 Stammbaume Bivalvia
7.1.5.1 Bivalvia MFE Single State

7.1.5.1.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parsimony Tree fir Biwalwia nach MFE
differenziert gewichtet nach Grike, single-state Merkmale

Antaliswulgaris
Acilacastrensis
Muculasuleata
Izoghomonlegumen
I=zoghomonisoghnom

Pinctadaalbing

Finctadanigra
Pinctadafucata
Pinctadaimbricat
Pinctadamaculata
Pinctadamartensi
Pinctadaradiata
Modiclusamerican
Septiferbilocula
Brachidontesvari
Mediclusauricula
Mytiluscaliforni
Mytilusedulis
Mytilustrossulus

Flicatulaaustral

L

Flicatulaplicata
Spondyluscrassis
Spondylussinensi
Adamussiumcolbec
Pedumspondyloide
Pectenmaximus
Aequipectenoperc
Chlamyshastata

Chlamysislandica

Flacopectermagel

Crassadomagigant
Mimachlamyswvaria

Excellichlamyssp

Flexopectenglabe

=

Pinnamuricata

Spondylushystris

Anomicephippium

Pododesmuscaslat

Carditameraflori

Bathypecterwuloa

Uulzellasp
Solemyatogota
Solemyavelum

Musculuslaterali

Myonerasp

L

Lyonsiafloridana

| dubengruppe

Huculidae

Isognononidae

Pteriidae

Mytiloidea

Plicatulidae

Spondylidae

Pectinidae

Anomiidae

Solenmyidae

| Anomalodesmata

Preriomorphia
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Pterighirundo

Finctodomargarit

Pinctadamaxima

Electromaalacory

Fteriomacroptera

Cardiolucinasemp

Soccostreacucull

Ensiculuscultiell
Ensisensis

Crassostreagigas
Lophacristagalli

Ostreaedulis

Hyotizsahyotis
Hyotiszanumisma
Ctenadivergens

Galeommatakii
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Lasqeasp
Galeommaturtoni
Muculapraoxima
Limopsisenderbye
Arcaimbricata
Arcanooe

Barbatiabarbata

ﬁﬁ% SGRecRaNNs

Barbatiavirescen
Lepidopleuruscaj
Arcoplicata

— Acharaxsp
Limatulasimillim
Limalima
Lithophagalithop

Limopsismarionen

Hormomyoesustus

Carditacalyculat

Carditesantiquat
Astartecastanea
Atrinapectinata
Ctencidesannulat
Farvicardiumexig

Pandoraarenosa

Chamagryphoides

Entemnotrochusad

=1 [

Codakigorbiculat

Malui fundusregul

Pteriidae

Solenoidea

Ostreoidea

Galeommatoidea

Arcoida

Aubengruppe

Limidae

Archiheterodonta

AuBengruppe
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Bankiacarinata
Fholasdactylus
Bosterotioellipt
DOreissenapolumor
Mactromerispolyn
Mulinialateralis
Spisulasubtrunca
Tresuscapax
Tresusnuttali
Spisulasolida
Myaarenaria
Mercenariamercen
Callistachione
Uenusverrucosa
Diplodontasubrot
Calyptogenamaghni
Corbiculaflumine
Sphoeriumstriati
Spizulasolidissi
Abraprismatica
Donax trunculus
Yoldialimatula
Yoldiomyalis
Muculanaminuta
MHuculanapertula
Huculanapella
Yoldiellanana
Meilonellasubova
Lepidochi tonacaor
Anodontasp
Lompsiliscardium
Psiluniolittoral
Meotrigoniabedna
Meotrigoniamarga
Margaritiferaaur
Margaritiferafal
Margaritiferamar
Margaritiferamar
Margaritiferalas
Gastrochaenastim
Gastrochaenadubi

Tridachasp

Mactroidea

Veneroidea

Tellinoidea

Muculanoidea

Aubengruppe

Tnionidae

Trigoninoidea

Margaritiferidae

Gastrochaenidae

Heterodonta

Palaecheterodonta
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7.1.5.2 Bivalvia NNC Single State

7.1.5.2.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parsimony Tree £ir Bivalwia nach NNC
differenziert gewichtet nach Gribe, single-state Merkmale
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ahan ﬁﬁﬁmL

Cepaesanemoral is
Fhabdusrectius
Myonerasp
Fandoraarenosa
Lyonsiafloridana
EBathypolypusarct
Chomagryphoides
Solemyatogata
Moutilusmacromph
Hippopusporcella
Tridachasp
Fuluiamutica
Farvicardiumexig
Acilacastrensis
Huculasuleocata
Yoldialimatula
Yoldiamyalis
Yoldiellanana
Muculanapealla
Huculanaminuta
Muculanapernula
Meilonellasuboua
Crossostreagigos
Crassostreavirgi
Lophacristagalli
Ostreqedulis
Saccostreacucull
Hyotissahyotis
Hyotissanumisma
Abraprismatica
Donax trunculus
Gastrochaenadubi
Gastrochaenastim
Cardiolucinasemp
Lasaeasp
Goleommatakii
Galeommaturtoni
Basterotiazllipt
Cordi tacalyculat
Cardi tameraflori
Cardi tezantiquat
Astartecastanea
Meotrigoniabedha
Meotrigohiamarga
Anodontasp
Lompsiliscardium
Elliptiocomplana
Fziluniolittoral
RAcharaxsp
Solemyouelum

Solemyareidi

Aubengruppe

Anomalodesmata

Aubengruppe

Tridacnidae

Cardiidae

Huculidae

Huculanoidea

Oztreoidea

Gastrochaenidae

Faleommatoidea

Archiheterodonta

Trigoninoidea

Thionidae

Solemyidae

Heterodonta

Heterodonta

Protobhranchia

Pteriomorphia

Heterodonta

Palaecheterodonta

Protobranchia
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Ctenoidesannulat
Spondyluscrassis
EBathypectenwuloa
Farwvamussiumundi
Spondylushystrisx
Spondylussinensi
Finnamuricata
Huculaproxima
Flicatulaaustral
Flicatulaplicata
Anomiaephippium
Pododesmuscaslat
Arcanooe
Electromaalacory
Fieriahirundo
Fieriamacroptera
Malwi funduskregul
Uul=sellasp
Finctadaalbinag
Finctadanigra
Finctadafucata
Pinctadainbricat
Pinctadamaculata
Finctadamargarit
Finctadamaxima
Finctadamartensi
Finctadaradiata
Isognomon isognom
Isoghnomon legumer
Tropidomyaoabbrew
Bankigcarinata
Myoarenaria
Hactromerispolyn
Spisula=zalida
Spisulasolidissi
Mulinialateralis
Spisulasubtrunca
Tresuscapax
Tresusnuttali
Caluptogeramagni
Corbiculaflumineg
Dreissenapolymor
Fholasdactylus
Callistachione
Uerusverrucosa
Mercenariamercen
Sphaeriumstriati
Arcticaislandica
Diplodontasubrot
Enziculuscultell

Ersizensis

Propeamizsidae

Spondylidae

Plicatulidae

Anomiidae

Prerioidea

Mactroidea

Veneroidea

dolenoidea

Prteriomorphia

Preriomorphia

Heterodonta
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Liolophurajaponi Aubengruppe
Limalima
Atrirmapectinata
Limarighians
Chlamyshostata
Chlamysislandica
Crossadomagigant
Aequipectenopetrc
l: Adamussiumcolbec
Excellichlamyssp .
— Pectinidae
Flexopectenglabe
Mimachlamyswaria

Fedumspondyloide

FPectenmaximus

Argopectengibbus
—1 Argopectenirrada
Musculuslaterali
Musculusdiscors
HMusculussenhouse

— Mutilusgalloprow

Mytilusedulis

—— Mutilustrossulus
— Prteriomorphia
Lithophagalithop

Lithophaganigra

—— Modiolusmodiolus

Modiolusamerican

— —— Hodiolusauricula

Septiferbilocula

— Bothumodiolusput
—— Bathumodiolusthe
—— Bathumodioluschi
— —— Bathymodiolushec Mytiloidea

—— Benthomodiolusli

Myrinapacifica
Idasarcuatilis

Ida=macdonaldi

Idaswashingtonia

Tamufisheri

Adipicolaarcuati

Hormomyazxustus
Erachidontesvari

Hormomyadomingen

Geukensiademizsa

Daburinaiadaburi

Margariti feraaur

Margaritiferafal

Margaritiferidae Palaecheterodonta

Margariti feramar
Margaritiferalos
Margaritiferamar
Limopsisenderbys
Limop=sismarionen

Glycymerissp X
Arcoida Preriomorphia

EBarbatiabarbata

Barbatiavirescen

Arcaplicata

Codakigorbiculat

Lucinidae Heterodonta

Ctenadivergens

Arcaimbricata
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7.1.5.3 Bivalvia NNC Multi State

7.1.5.3.1 Differenziert gewichtet nach Grofde

Parzimony Tree fir Biwalwia nach NNC
differenziert gewichtet nach Grike, multi-state Merkmale

Wﬁ%fﬁ N

=TT

o

Cepasanemoraliz
Fhabdusrectius
Hautilusmacromph
Pandoraarenosa
Lyonsiafloridang
Myorerasp
Yoldialimatula
Muculanaminuto
Huculanapernula
Meilonellasuboua
Huculanapella
Yoldiel lanana
Crassostreagigas
Saccostreacucull
Hyotissahyotis
Hyotissarumisma
Crassostreauirgi
Lophacristagalli
Ostrecedulis

Li thophagalithop
Musculuslaterali
Bathypolypusarct
Flacopectenmagel
Chamagryphoides
Codokigorbiculat
Ctenoidesannulat
Bosterotiaellipt
Acilacastrensis
Huculoproxima
Flicatuloaustral
Flicatuloplicata
Anomioephippium
Fododesmuscoelat
MHuculasuleata
Solemyauelum
Solemyareidi
Meotrigoniabedna
Meotrigoniamarga
Anodontasp
Lampsiliscardium
Elliptiocomplanag

Psiluniolittoral

Mubengruppe

inomalodesmata

Muculanoidea

Ostreoidea

I Mubengruppe

Huculoidea
Plicatulidae

Anomioidea

Solemyidae
Trigoninoidea

Palaeoheterodonta

Unionidae
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-|: Carditacalyculat
Carditameraflori
— Carditesantiquat

'—— Astartecastanea
{ Barkiacarinata
Myaarenaria

-|: Pholasdactylus

Oreissengpolymor

[ Mactromerispolyn
Spisulasolidissi

'— Spisulasolida
Muliniglateralis
Tresuscapax
Tresusnuttali
Diplodontasubraot
Corbiculaflumine
Calyptogenamaghi
Abraprismatica
Donaxtrunculus

Sphaerium=striati

— Arcticaislandica

Mercenariamercen

Uenusuerrucosa

Callistachione

Enzizensis

Gastrochaenadubi

Galeommaturtoni

Gastrochosnastim

Lasaeasp

Cardiclucinasemp

Isogromon ]l egumen

Atrinopectinata

Isoghomonisoghnom
Pterighirundo
Fteriomacroptera
Maluifundusregul
Hippopusporcella
Tridachasp
Parvicardiumexig

Fulviamutica

Electromaalacory

Uulsellasp

Arcanoge

FPinmamuricata

— Finctadaalbing
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L Finctodafucata

Archiheterodonta

"Myoida™

Mactroidea

Tellinoidea

Veneroidea

Prerioidea

Tridachnidae

Cardiidae

Heterodonta
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1

Dahurinaiadahuri
Margariti feraaur
Margaritiferafal
Barbatiavirescen
Limopsisenderbys
Limopsismarionen
Glycymerissp
Barbatiabarbata
Arcoplicata
Brachidontesuari
Hormomyadomingen
Modiolusmodiolus
Septiferbilocula
Bathumodiolusput
EBenthomodicolusli
Myrinopacifica
Idasarcuatilis
Adipicoloarcuati
Mytilusgallopraow
Mytilusedulis
Mytilustrossulus
Liolophurajaponi
Flexopectenglabe
Spondylushystrix
Spondylussinensi
Bathypectenuulea
Parvamuss iumundi
Pedumspondyloide
Adamussiumcolbec
Excellichlamyssp
Pectenmaximus
Argopectengibbus
Mimachlamysvaria
Aequipectenoperc
Chlamyshastata
Crassodomagigant
Arcaimbricata
Limalima

Limarighians

Margaritiferidae

Arcoida

HMytiloidea

I Aubengruppe

Spondylidae

Pectinidae

Linoidea

Palaeoheterodonta

Prteriomorphia

Pteriomorphia
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7.1.5.3.2 Gleichgewichtet

Parzimony Tree fir EBiwalwia nach NNC
gleichgewichtete, malti-state Merkmale
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ﬁﬁﬁ%mﬁ mmm

Cepasanemoraliz
Fhabdusrectius
Bathypolypusarct
Hautilusmacromph
Pandoraarenosa
Lyonsiafloridana
Liolophurajaponi
Solemyareidi
Modiolusmodiolus
Mytilusedulis
Ptetiomacroptera
Uylsellasp
I=oghomonisoghnom
Atringpectinata
FPinnamuricata
Arcaplicata
Limop=ismarionen
Glycymeri=sp
EBarbatiobarbata
Spondylushystrix
Farvamussiumundi
Chlamysha=stata
Mimachlamysvaria
Pectenmaximus
Pinctodaradiata
Electromaalacory
Ostregedulis
Hyotissahyotis
Acilacastrensis
MHuculaproxima
Flicatulagustral
Anomicephippium
Fododesmuscoelat
Yoldialimatula
Yoldiellanana
Muculanaminuta
Meilonellasubova
Heotrigoniabedna
Anodontasp
Lamp=siliscardium

Margari ti feramar

Aubengruppe

Anomalodesmata

Aubengruppe

Mytiloidea

Prerioida

Arcoida

Pectinoidea
johre Plicatulidae)

Ostreoidea

Muculoidea

Adnomioidea

Muculanoidea

Pteriomorphia

Palasoheterodonta
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Bankiocarinata
Mactromerispolun
Spisulasolida
Tresuscapax
Dreissenopolymor
Myaarenaria
Callistachione
Mercenariamercen
Uerusuerrucosa
Calyptogenamaghi
Arcticaislandica
Cardioclucinasemp
Lasqeasp
Galeommaturtoni
Ensizensis
Gastrochaenadubi
Tridachasp
Parvicardiumexig
Carditacalyculat
Astartecostanea
Cteroidesannulat
Fholasdactylus
Abraprismatica
Donaxtrunculus

Limalima

Mactroidea

WVeneroidea

Galeommatoidea

Archiheterodonta

Tellinoidea

Heterodonta
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7.2 Glossar

185 rDNA

Die 18S rRNA ist als ein Baustein der Ribosomen Bestandteil aller eukaryotischen Zellen. Wahrend die
DNA die Erbinformation speichert, sind die verschiedenen RNA-Typen fiir die Ubersetzung der
symbolischen Zeichenfolge der DNA in eine Sequenz von Aminosauren zustandig (Transkription), d.h. fur
die Steuerung der Proteinsynthese.

Es gibt mehrere RNA-Typen, die nach ihren Funktionen und ihrer GroRe benannt sind: die Messenger-RNA
(mRNA), die Transfer-RNA (tRNA), die ribosomale RNA (rRNA) und die mitochondriale RNA (mtRNA).

185 rRNA gehort zu den Ribonucleinsduren, aus denen eukaryotische Ribosomen aufgebaut sind.
Ribosomen sind fiir die Proteinsynthese innerhalb der Zelle zustandige Strukturen. Sie bestehen aus einer
groflen und einer kleinen Untereinheit. Die groRe Untereinheit besteht ihrerseits aus jeweils einem Strang
28S rRNA und 5,8S rRNA; die 18S rRNA bildet die kleine Untereinheit.

rRNA wird von der RNA-Polymerase | von der DNA transkribiert. Zunachst entsteht eine 45S rRNA, die
anschlieBend durch RNA-Prozessierung in die einzelnen Untereinheiten aufgespaltet wird.

Die 18S rRNA besteht im Durchschnitt aus 1800 beteiligten Basen, diese Zahl kann um ca. 150
variieren.lhren Namen erhielt die 18S rRNA aufgrund ihres Sedimentationskoeffizienten von 18 Svedberg

().

Die 18S rRNA ist aufgrund ihrer essentiellen Funktion ein von Art zu Art sehr konservatives Molekdl, das
eine sehr geringe Mutationsrate aufweist. Im Sinne der Molekularen Uhr lassen sich mit der 18S rRNA nur
Veranderungen Uber Zeitrdume von mehr als 100 Mio Jahren analysieren.

Alignment

Um funktionelle oder konservative Abschnitte in einer Gensequenz und Ubereinstimmungen zwischen
den Genen verschiedener Arten zu finden, werden die Primarsequenzen der gleichen Gene verschiedener
Arten durch die Analysesoftware gegeneinander ausgerichtet (,aligniert”). Im Alignment werden
,Leerstellen” in die Sequenz ,eingefligt”, um InDels auszugleichen. Die vom Nutzer gesetzten Parameter
legen die Hohe der Strafen fiir eingefiigte Leerstellen, und die Zahl der Pluspunkte fiir ibereinstimmende
Basen fest. Entsprechend wird ein ,bestes” Alignment durch maximale Punktzahl gemaR den gesetzten
Parametern ermittelt (Abbildung 19 und Abbildung 21).

Ein Alignment von Sequenzen ist eine Vermutung, welche Abschnitte der Gensequenz analog zueinander
sind, bzw. wo Mutationen stattgefunden haben.

Ein Alignment von mehreren Sequenzen verschiedener Arten hilft dabei, die funktionellen Abschnitte
innerhalb einer Gensequenz zu identifizieren. Bereits bekannte funktionelle/analoge Abschnitte kénnen
ein Alignment verbessern.

Ein Alignment ist die Grundlage fiir einen Consensus Constraint.

Bootstrapping

In der Phylogenetischen Analyse ist die Bootstrap-Methode ein bewdhrter Weg, um die Robustheit und
Fehler-Empfindlichkeit eines berechneten phylogenetischen Stammbaums zu bestimmen. Dabei werden
aus den Originaldaten vergleichbare Surrogat-Daten durch zufillige Modifikationen kiinstlich hergestellt
und im anschlieBRenden Vergleich die Variation zwischen verschiedenen gleichgroRen Stammbaumen
genutzt, um die Gite des urspringlichen Stammbaums abzuschatzen. Bootstrap-Werte (die Haufigkeit
des wiederholten Vorkommens einer ausgewdhlten Gruppe in allen Surrogat-Stammb&umen, in Prozent)
die groRer als 95 sind, werden dabei als signifikant angesehen.

Die statistische Methode des Bootstrapping wurde 1979 von Efron vorgestellt, 1985 wurde sie erstmals
von Felsenstein fiir phylogenetische Stammbaume angewandt.
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Constraint

Ein Constraint ist in der Software die Bezeichnung fiir eine Einschrdankung der mdglichen
Sekundarstrukturen einer Gensequenz, die durch Faltungsalgorithmen vorhergesagt werden kénnen. Der
Constraint gibt vor, welche Basen in Doppelbindungen festgelegt sind. Das heiRt, bestimmte Abschnitte
der Gensequenz miissen auf eine vorher festgelegte Weise gefaltet werden. Der Constraint hat Vorrang
vor MFE-Faltungen. Meist sind funktionelle Abschnitte durch einen Constraint festgelegt.

Consensus Constraint

Um Sekundarstrukturen nach dem Prinzip NNC von Sequenzen zu erstellen, von denen kein Constraint
bekannt ist, kann man einen sogenannten Consensus Constraint nutzen. Voraussetzung fiir einen
Consensus Constraint ist ein Constraint von mindestens einer nah verwandten Art. Die Sequenz der
Constraint-Art wird in einem Alignment mit den anderen zu untersuchenden Sequenzen ausgerichtet. Als
Resultat kann der bekannte Constraint fiir die unbekannten Sequenzen als Vorlage dienen — es ist ein
allen gemeinsamer Constraint. Ein solcher Consensus Constraint ist eine Vermutung.

Nexus-Datei

Eine Nexus-Datei ist eine Textdatei im ASClI-Format, in der mittels einer nach dem Nexus-Format
definierten Syntax eine Merkmalsmatrix sowie Bearbeitungs- oder Analysebefehle festgelegt werden.
Diese Datei kann von entsprechender Software interpretiert werden, um phylogenetische Stammbaume
oder Abstandsmatrizen, basierend auf der (ibergebenen Merkmalsmatrix, zu erstellen.

Das Format wurde von Maddison et al., 1997 vorgestellt.

DCSE

DCSE ist eine Software und ein Format, um Alignments mit einer groen Anzahl Sequenzen zu erstellen. Es
bietet aulRerdem die Moglichkeit, Sekundarstrukturen in das Alignment mit einzubeziehen. Alignments
und Sekundarstrukturen die mit diesem Programm generiert wurden, konnen in RNAViz weiterprozessiert
werden.

DCSE wurde 1993 von Rijk & Wachter vorgestellt.

Dot-Bracket-Notation

Die Sekundarstruktur von RNA wird haufig in der sogenannten Dot-Bracket-Notation dargestellt: Dabei
steht parallel zur Primarsequenz eine gleich lange Reihe aus Punkten (. / Dot) und o6ffnenden und
schlieBenden Klammern ((,) / Bracket). Jeder Punkt steht fUr eine ungebundene Base, jede Klammer flr
eine Base in einer Doppelbindung. Eine Doppelbindung der Basen an Position i und j wird durch ,,(,, an
Position i und ,)“ an Position j dargestellt. Die Anzahl der 6ffnenden und schlieBenden Klammern muss
dementsprechend gleich sein.

Die links abgebildete Struktur wiirde in der Dot-
Bracket-Notation folgendermalen aussehen:

UGGCUGCGUCUCGCCUAGCCA
(CCCC-C-----3-00000)

Pseudoknoten werden mit Hilfe von {} oder []
beschrieben. Sie stellen jedoch keine eigentliche
Doppelbindung dar.

EST / Expressed Sequence Tag

Ein EST ist ein Marker fiir DNA-Sequenzen, mit dem der Anfang (5° EST) und das Ende (3 EST) eines
gesuchten Genabschnitts in einer nicht ndher identifizierten Sequenz lokalisiert, identifiziert und isoliert
werden kann. ESTs kdnnen 80 bis 500 Nukleotide enthalten.
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FASTA-Format

Das FASTA-Format ist eine Moglichkeit Primarstruktur und Nukleinsduresequenz von Genen und
Proteinen in Textformat darzustellen, zu speichern und zwischen Programmen zu transferieren.

>Pecten_maximus

CAACCUGGUUGAUCCUGCCAGUAGUCA ...
R ((C((CETTrP MIINCC-C -

Das Format erlaubt es, der Sequenz einen Namen oder Kommentar voranzustellen. In der zweiten Zeile
erfolgt dann die Zeichenkette der Sequenz. Zusatzlich ist es moglich im Falle von DNA oder RNA
Constraint-Informationen in einer dritten Zeile in der Dot-Bracket-Notation hinzuzufiigen. Die Zeilen des
Formats sind durch Steuerzeichen (Zeilenumbruch) voneinander separiert.

Fossilbericht / Fossil Record

Der so genannte Fossilbericht umfasst den gesamten Datenbestand von Fossilien. Er beginnt im Kambrium
mit der Entwicklung von Skeletten und Gehausen aus Kalziumkarbonat durch vielzellige Tiere. Im Idealfall
kann eine ununterbrochene Entwicklungslinie bestimmter Organismen von ihrer Entstehung bis zu ihrer
heutigen Form im Fossil Record nachgewiesen werden.

Aus dem Prakambrium gibt es nur wenige Fossilien. Hartteile aus Kalziumkarbonat haben ein wesentlich
besseres Fossilisationspotenzial als Weichteile allein. Dies erklart, warum im Kambrium plétzlich so viele
Tierstamme auftreten, Gber deren Vorfahren nichts bekannt ist.

Um zu belegen, dass Menschen und Affen von den gleichen Vorfahren abstammen, wurde ebenfalls der
Fossil Record heranzgezogen.

GIBBS
Siehe MFE

InDels

Eine mogliche Mutationsvariante in Gensequenzen sind die sogenannten ,InDels“. Mit InDels sind
,Insertions” und , Deletions” einzelner oder mehrerer Basen gemeint, d.h. eine Anzahl beliebiger Basen
wurde neu eingefligt oder aus der Sequenz herausgeschnitten. Dadurch veradndert sich die Lange der
Sequenz.

Maximum Expected Pair Accuracy

Im Gegensatz zu der Berechnung von Sekundarstrukturen nach dem MFE-Prinzip (bei dem nur die
erwarteten Doppelstrangabschnitte ausgewertet werden), wird bei ,Maximum Expected Pair Accuracy”
nicht nur die Wahrscheinlichkeit von Basenpaarungen bestimmt, sondern auch die Wahrscheinlichkeit,
dass Nukleotide ungebunden in einem Einzelstrangabschnitt vorkommen.

Diese Methode wurde vorgestellt von Lu et al., 2009.

Maximum Parsimony

Das Prinzip ,Maximum Parsimony” oder ,Maximale Sparsamkeit wird bei der Berechnung
phylogenetischer Stammbaume genutzt. Dabei wird jeweils der Stammbaum bevorzugt, in welchem die
geringste Anzahl an Merkmalsanderungen benétigt wird, um die beobachteten Merkmale zu erklaren.

MFE / Minimum Free Energy

Begriffsnutzung: In dieser Arbeit wird im Einklang mit der englischen Literatur nur von ,Minimum Free
Energy” oder abgekiirzt MFE gesprochen. Die direkte deutsche Ubersetzung ,Minimale Freie Energie”
wdre im thermodynamischen Sinn nicht korrekt, sondern musste ,,Minimale Freie Enthalpie” heiRen. Im
Deutschen wird zwischen den Begriffen ,Freie Enthalpie” (G) und , Freie Energie” (F) unterschieden. Freie
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Enthalpie G(T,P) bedeutet, dass Druck P und Temperatur T gegeben sind, das Volumen V(T,P) dagegen
eine Funktion dieser GroRen ist. Freie Energie F(T,V) dagegen setzt die Temperatur und das Volumen als
bekannt voraus, und der Druck P(T,V) ergibt sich dann daraus.

Flr die Freie Enthalpie sind auRerdem, haufiger im Englischen als im Deutschen, auch die Bezeichnungen
,,Gibbs-Energie” oder ,Freie Gibbs-Energie” (nach J. W. Gibbs) gebrduchlich. Fiir die Freie Energie (F), sind
auch die Begriffe ,Helmholtz-Energie” oder ,Freie Helmholtz-Energie” (nach H. v. Helmholtz) in der
Literatur zu finden.

Die MFE-Struktur eines Molekils, und damit auch einer RNA-Struktur, besitzt ein Minimum an Freier
Enthalpie (bei gegebenen Werten von Temperatur und Druck). Ein Molekil mit geringer Freier Enthalpie
ist stabiler als ein Molekil mit hoher Freier Enthalpie. Im Sinne dieser Arbeit und als Annahme, dass RNA-
Strukturen relativ stabile Molekiile sind, werden durch die verwendeten Algorithmen immer die Prinzipien
von MFE fir die Berechnung der Sekundarstruktur zugrunde gelegt. Bei der Nutzung eines Constraints fir
die Strukturberechnung werden diese Prinzipien fiir die im Constraint festgelegten Bindungen ignoriert.
Die im Anschluss noch freien Basen werden wiederum nach MFE gebunden.

Molekulare Uhr

Je langer zwei Taxa getrennt sind, desto gréRBer werden die Unterschiede in ihren Nucleotidsequenzen.
1961 wurde auf dieser Grundlage von Linus Pauling und Emile Zuckerkandl das Konzept der Molekularen
Uhr postuliert. Sie bezieht sich auf die Mutationsraten von Genen oder Proteinen, wobei angenommen
wird, dass deren Taktfrequenz konstant ist und z.B. durch Fossilienfunde geeicht werden kann.

Molekulare Uhren lassen relative Zeitaussagen zu — je nachdem welche Proteine bzw. Gene verglichen
werden, kbénnen verschiedene Zeitraume untersucht werden.

Gene, deren Funktion Uberlebenswichtig ist, haben eine sehr geringe Evolutionsgeschwindigkeit. Im
Gegensatz dazu haben Gene mit nicht-lebenswichtigen Funktionen deutlich héhere Mutationsraten.
Dieses Prinzip gilt sowohl fiir Nucleotidsubstitution als auch Aminosauresubstitution: Histone sind hoch
konserviert, Himoglobine verandern sich relativ schnell; rDNA ist stabiler als nicht-kodierende DNA.

Near-Natural

|Il

Im Gegensatz zu MFE-Strukturen von RNA-Sequenzen werden die so genannten ,Near Natura
Strukturen mit einem Constraint gefaltet. Diese Einschrankung in den Faltungsmoglichkeiten
gewahrleistet, dass die resultierende 3D-Struktur in den funktionellen Bereichen mdoglichst ,naturnah”
dargestellt wird.

Pseudo-Knoten

Ein RNA-Einzelstrang faltet in Abschnitten auf sich selbst zuriick und bildet Doppelstrangregionen, Hairpin
Loops, Multibranched Loops und Bulge Loops aus (Abbildung 26). Als Pseudoknoten bezeichnet man eine
RNA-Sekundarstruktur, bei der die Schleife eines Loops einen Teil des Stamms eines anderen Loops bildet
(Abbildung 27). Diese Struktur wurde 1982 von Rietveld et al. an einem Mosaikvirus nachgewiesen.

Derartige Formen kommen in der Natur vor, kdnnen aber durch automatische Faltungsalgorithmen kaum
vorhergesagt werden. Aus diesem Grund und weil die generierten Sekundarstrukturen eine vereinfachte
Darstellung und nicht unbedingt eine naturgetreue Abbildung sind, wurden Pseudoknoten aus der
Betrachtung herausgelassen. Im unwahrscheinlichen Fall, dass ein Pseudoknoten doch als Ergebnis des
Faltungsalgorithmus auftritt, sollte dieser bei der Auswertung ignoriert werden. Praktisch kam dieser Fall
bei den untersuchten Strukturen aber nicht vor.

Sekunddrstruktur

Von einer Sekundarstruktur spricht man insbesondere bei biologischen Makromolekiilen, die
kettenformig aus einander dhnlichen Bausteinen zusammengesetzt sind. Zu solchen Makromolekilen
gehoren DNA und die verschiedenen Ausprdagungen von RNA und Proteinen. Durch physikalische
Wechselwirkungen zwischen den Bausteinen bildet sich aus der eindimensionalen Primarstruktur
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(Reihenfolge der Nukleinsduren, bzw. Aminosauren) eine Gbergeordnete, oft zweidimensional dargestellte
Sekundarstruktur (Linderstréam-Lang, 1952).

Von der DNA ist bekannt, dass sie aus zwei (aus Nukleinsduren aufgebauten) komplementaren
Einzelstrangen besteht. Durch die o.g. Wechselwirkungen bildet sich als resultierende Sekundarstruktur
eine chemisch stabile Doppelhelix aus (Abbildung 24).

Die RNA liegt zumeist als Einzelstrang vor. Die Sekundarstruktur der RNA entsteht dadurch, dass der
Einzelstrang unter bestimmten physiko-chemischen Bedingungen und unter Bildung intramolekularer
Basenpaare auf sich selbst zuriickfaltet. Unter der Sekundérstruktur einer RNA-Sequenz versteht man im
Wesentlichen eine Liste der gepaarten Basen (Fontana, 1996).

Eine dreidimensionale Tertidrstruktur kann sich wiederum aufgrund von Wechselwirkungen zwischen den
Clustern/Regionen/Abschnitten der Sekundarstruktur herausbilden (Abbildung 44).

(a)
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CGGCGCCUGCGCCGAUGAAGGUGUAGAGACUAGACGGCACCCACCUAAGGCAAACGCUAUGGUGAAGGCAUAGUCCAGGGAGUGGCGAAAGUCACACAAACCGGaauc-3"
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Abbildung 44: RNA Strukturdarstellungen. (a) Die Primarstruktur stellt die Reihenfolge der Nukleotide bzw. die
Basensequenz der RNA dar. (b) Die Sekundarstruktur zeigt die gefaltete Sequenz mit den Paarbindungen zwischen
den Basen, innerhalb eines Einzelstrangs. (c) Die Tertidrstruktur ist die Darstellung der dreidimensionalen,
libergeordneten Anordnung der (in der Sekundarstruktur geformten) Doppelstrangregionen. Die RNA in dieser
Abbildung ist ein Abschnitt aus der Isoleucin-tRNA des Purpurbakteriums Azoarcus (aus Lehman, 2010).

Skeleton-Datei

Eine Skeleton-Datei ist eine Vorlage, mit der das Programm RNAViz die Sekundarstruktur mehrerer
dhnlicher Sequenzen darstellen kann.
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SVG-Datei

Eine SVG-Datei ist ein vektorbasiertes Grafikformat, welches einfache, interaktive Zeichnungen
ermoglicht. Diese kénnen dynamisch durch Algorithmen (zum Beispiel auf einem Server) erzeugt und von
einer groRen Anzahl Internetbrowser ohne weitere Hilfsmittel interpretiert und angezeigt werden. Dieses
Format eignet sich sehr gut zur Erstellung und zum Vergleich von Sekundarstrukturen.

Tertidarstruktur

Siehe Sekundarstruktur.
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7.3 Artenliste Bivalvia

Acila castrensis

Nucula proxima

Nucula sulcata

Yoldia limatula

Yoldia myalis

Yoldiella nana

Nuculana minuta
Nuculana pella
Nuculana pernula
Neilonella subovata
Acharax sp

Solemya velum

Solemya reidi

Solemya togata
Neotrigonia bednalli
Neotrigonia margaritacea
Anodonta sp

Lampsilis cardium
Elliptio complanata
Psilunio littoralis
Dahurinaia dahurica
Margaritifera auricularia
Margaritifera falcata
Margaritifera laevis
Margaritifera margaritifera
Margaritifera marrianae
Musculus lateralis
Musculus senhousei
Musculus discors
Lithophaga lithophaga
Lithophaga nigra
Modiolus modiolus
Modiolus americanus
Modiolus auriculatus
Bathymodiolus puteoserpentis
Bathymodiolus thermophilus
Bathymodiolus childressi
Bathymodiolus heckerae
Benthomodiolus lignocola
Brachidontes variabilis
Hormomya exustus
Hormomya domingensis
Myrina pacifica

Mytilus galloprovincialis
Mytilus edulis

Mytilus trossulus
Adipicola arcuatilis

Idas arcuatilis

Idas macdonaldi

Idas washingtonia
Geukensia demissa
Tamu fisheri

Septifer bilocularis
Limopsis enderbyensis
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Limopsis marionensis
Glycymeris sp

Arca imbricata

Arca noae

Arca plicata
Barbatia barbata
Barbatia virescens
Ctenoides annulata
Lima lima

Limaria hians
Limatula simillima
Crassostrea gigas
Crassostrea virginica
Lopha cristagalli
Ostrea edulis
Saccostrea cucullata
Hyotissa hyotis
Hyotissa numisma
Plicatula australis
Plicatula plicata

Spondylus crassisquamatus

Spondylus hystrix
Spondylus sinensis
Bathypecten vulcani

Parvamussium undisonum

Adamussium colbecki
Aequipecten opercularis
Chlamys hastata
Chlamys islandica
Crassadoma gigantea

Excellichlamys spectabilis

Flexopecten glaber
Mimachlamys varia
Pecten maximus
Pedum spondyloideum
Argopecten gibbus
Argopecten irradans

Placopecten magellanicus

Anomia ephippium
Pododesmus caelata
Electroma alacorvi
Pinctada albina
Pinctada fucata
Pinctada imbricata
Pinctada maculata
Pinctada margaritifera
Pinctada martensi
Pinctada maxima
Pinctada nigra
Pinctada radiata
Pteria hirundo

Pteria macroptera
Isognomon isognomum
Isognomon legumen

Atrina pectinata

Pinna muricata
Malvifundus regulatus
Vulsella sp

Tropidomya abbreviata
Cuspidaria cuspidata
Myonera sp

Pandora arenosa
Lyonsia floridana
Bankia carinata

Pholas dactylus

Mya arenaria
Varicorbula dissimilis
Hiatella arctica

Callista chione
Mercenaria mercenaria
Venus verrucosa

Abra prismatica

Donax trunculus
Ensiculus cultellus
Ensis ensis
Mactromeris polynyma
Mulinia lateralis
Spisula solida

Spisula solidissima
Spisula subtruncata
Tresus capax

Tresus nuttali
Diplodonta subrotundata
Cardiolucina semperiana
Codakia orbiculata
Ctena divergens
Calyptogena magnifica
Gastrochaena dubia
Gastrochaena stimpsonii
Lasaea sp

Galeomma takii
Galeomma turtoni
Dreissena polymorpha
Basterotia elliptica
Sphaerium striatinum
Corbicula fluminea
Chama gryphoides
Cardita calyculata
Carditamera floridana
Cardites antiquata
Hippopus porcellanus
Tridacna sp

Fulvia mutica
Parvicardium exiguum
Arctica islandica
Astarte castanea
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7.4 Inhalt des digitalen Anhangs (CD)

Dieser Dissertation ist eine CD beigelegt, die den folgenden Inhalt hat:

Dissertation
Sequenzen

NNC

I
I
I
| |___MFE
I
I
I

__Stammbaeume
MFE

NNC

Sekundaerstrukturen

Bivalvia
Heterodonta
Palaeoheterodonta
Protobranchia
Pteriomorphia

Bivalvia
Heterodonta
Palaeoheterodonta
Protobranchia
Pteriomorphia

Dissertation

Enthalt diese Arbeit in PDF-Format

Sequenzen Enthalt alle in dieser Arbeit einbezogenen Sequenzen. Quellen: GenBank, European
Ribosomal Database

Sekundaerstrukturen | Enthalt die in der vorliegenden Arbeit ausgewerteten Sekundarstrukturen, sortiert nach
MFE (mit RNAfold erstellt) und NNC (mit RNAsalsa erstellt)

Stammbaeume Enthalt die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Stammbadume, basierend auf den in

,Sekundaerstrukturen” enthaltenen Faltungen.

Die Stammbaume sind nach MFE und NNC sortiert, danach nach GroRgruppe (Bivalvia,
Heterodonta, Palaeoheterodonta, Protobranchia, Pteriomorphia) und Auswertungsart
(single = Single State Merkmale, multi = Multi State Merkmale, weighted = differenziert
gewichtet, bootstrap = mit Bootstrap-Analyse, size = differenziert gewichtet nach
GroRe, cmplx = differenziert gewichtet nach Komplexitat)
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die definierten Merkmale. Rot markiert sind vorhandene Merkmale. Bei MFE ist ein deutliches Rauschen zu
erkennen, die Merkmale bei NNC zeigen eine groflere Stetigkeit. ......c.ccvvvvieireiiie e 105

Abbildung 44: RNA Strukturdarstellungen. (a) Die Primarstruktur stellt die Reihenfolge der Nukleotide bzw. die
Basensequenz der RNA dar. (b) Die Sekundarstruktur zeigt die gefaltete Sequenz mit den Paarbindungen
zwischen den Basen, innerhalb eines Einzelstrangs. (c) Die Tertiarstruktur ist die Darstellung der
dreidimensionalen,  Ubergeordneten  Anordnung der (in der  Sekundarstruktur  geformten)
Doppelstrangregionen. Die RNA in dieser Abbildung ist ein Abschnitt aus der Isoleucin-tRNA des
Purpurbakteriums Azoarcus (aus LeNman, 2010). ...........ccccuueeecueeeeeiiieeecieeeeiieeeeestreeesesaeeesssseesessaeesssssessnsseeeas 186
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