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Abstract

The phylogenetic relationships of the higher arthropod taxa are still of special interest. Especially the
interrelationships of the different Crustacea taxa have long been debated. The focus of this
investigation is to make a contribution to the phylogenies of two Crustacea taxa using molecular
markers: The Phyllopoda which belong together with the Anostraca to the branchiopods, and of the

Astacoidea, one of the two higher crayfish taxa (Astacida).

The following molecular markers were used: 1) Phyllopoda: the 3rd domain of the mitochondrial
encoded 12S rRNA taking into account informations of the secondary structure, the nuclear encoded
proteingene EF-1 alpha and the positions of introns found in the coding region of EF-1 alpha. 2)
Astacoidea: the 3™ domain of the 12S rRNA and the mitochondrial encoded proteingene cox1. The
choice of the mentioned markers in combination with different computercladistical methods allowed to
give a satisfying, and in the case of the Astacoidea a more surprising answer to most addressed
phylogenetic questions. The gained hypotheses are then discussed in detail in the light of

morphological features and hypotheses.

Zusammenfassung

Innerhalb der Arthropodensystematik sind die phylogenetischen Beziehungen der hdheren
Crustaceataxa seit langem von besonderen Interesse. Ziel dieser Arbeit ist die Rekonstruktion der
phylogenetischen Verwandtschaftsverhaltnisse mit Hilfe molekularer Datensatze fur die Phyllopoda,
die zusammen mit den Anostraca die Branchiopoda bilden und der Astacoidea (Astacida), einer

Teilgruppe der Flusskrebse.

Folgende molekulare Marker kamen zum Einsatz: 1) Fir die Phyllopoda: Die 3. Doméne der
mitochondrial codierten 12S rRNA, unter Berlcksichtigung von Sekundartrukturinformationen, das
nukleare Gen EF-1 alpha und die Positionen von Introns im Gen EF-1 alpha. 2) Fir die Astacoidea:
Die 3. Domane der 12S rRNA und das mitochondrial codierte Gen cox1. Durch die Wahl der
molekularen Marker, die mit unterschiedlichen computerkladistischen Methoden ausgewertet wurden,
konnten fiir die meisten Fragen eine eindeutige und im Fall der Astacoidea (uberraschende
phylogenetische Aussage getroffen werden. Die gewonnenen Hypothesen werden ausfihrlich im Licht

morphologischer Hypothesen diskutiert.



To make progress in understanding all this, we probably need to begin with
simplified (oversimplified?) models and ignore the critics’ tirade that the real
world is more complex. The real world is always more complex, which has

the advantage that we shan’t run out of work.

John Ball (1984)



1 Einleitung

Seit Charles Darwin ist es ein Traum eines jeden Evolutionsbiologen, die Entstehungsgeschichte aller
lebenden Organismen zu rekonstruieren und das Ergebnis in Form eines Stammbaumes (Haeckel,
1866) auszudrucken. Ein Ansatzpunkt zur Verwirklichung dieses Traums ist das Studium des fossilen
Berichtes, um eine moglichst lickenlose Genealogie der Organismen mit allen phanotypischen
Ubergangsformen rekonstruieren zu kénnen. Dies gelingt fur Teilbereiche des Baums, so geniligend
fossilisierbare Strukturen vorhanden waren (wie beispielsweise bei Cormophyten, Vertebraten,
Foraminiferen oder Cephalopoden), in durchaus vielversprechender Weise, versagt jedoch
zwangslaufig bei Gruppen mit kaum oder nicht fossilisierbarer Morphologie. Da dies bei der Mehrzahl
der GroRtaxa der Fall ist, wurde schon frihzeitig auf vergleichende Methoden an rezenten
Organismen zuriickgegriffen. Insbesondere morphologische Methoden haben wesentlich zur Klarung
einiger Teilfragen des “tree of life”" beigetragen. Die Verdnderungen morphologischer
Merkmalskomplexe sind jedoch derartig komplex, dass es bis zum heutigen Tag nicht gelingt, ein im
Detail klares Bild der Beziehungen der Organismen zueinander zu zeichnen. Viele Fragen der
Beziehungen der Groftaxa zueinander sind nach wie vor offen und bedirfen der Bearbeitung mit

innovativen Methoden.

Eine solche Vorgehensweise schlugen Zuckerkandl und Pauling (1965) vor, indem sie molekulare
DNA- Sequenzen als Merkmale zur Klarung phylogenetischer Fragestellungen empfahlen. Die
Erfindungen der enzymatischen DNA Sequenzierung durch Strangabbruch (Sanger et al., 1977) und
der PCR (Mullis et al., 1986) liefern dazu die methodischen Werkzeuge, mit deren Hilfe es seitdem
mdglich wurde, eine Vielzahl von ,DNA Phylogenien“ zu erstellen und in die allgemeine Diskussion

einzubringen.

Die vergleichende Analyse von DNA Sequenzen hat einige Vorteile gegenliber der vergleichenden
Morphologie. Die elementarste Gemeinsamkeit aller rezenten Organismen ist wohl unbestritten ihre
Nutzung der DNA als Erbinformationstrager tUber alle Generationen hinweg. Weiterhin unbestritten ist,
trotz der Beobachtung geringfligiger, seltener Abweichungen, die Universalitdt des genetischen
Codes. Die monophyletische Entstehung der Erbinformationsweitergabe kann deshalb nicht mehr
ernsthaft diskutiert werden. Fur die phylogenetische Forschung ergibt sich daher die prinzipielle
Moglichkeit, DNA-Sequenzen aller rezenten Organismen zu homologisieren und somit einen schier
unerschopflichen Pool an Merkmalen zu gewinnen. Dies setzt voraus, dass geeignete, problemlos
homologisierbare (vergleichbare) Sequenzen gewahlt werden, die eine gewisse Variabilitat aufweisen
(abhangig von dem zu untersuchenden taxonomischen Level). Diese Variabilitat ist das Ergebnis von
Mutationen der DNA, die einem mehr oder weniger gleichmafigen Muster folgen. So ist es mdglich,
Evolutionsmodelle zu formulieren, die eingesetzt werden kdnnen, um auch entfernte

Verwandtschaftsbeziehungen zu erforschen.

Aus genannten Grinden wird daher von der Molekularsystematik i.a. die Aufklarung vieler bislang
fraglicher Beziehungen innerhalb des ““tree of life”” erwartet. Daraus sollte ein besseres Verstandnis

der zu beobachtenden phanotypischen Komplexitat und deren Bewertung ermdéglicht werden.



1.1 Die phylogenetische Systematik im Blickpunkt molekularer

Daten

Die von Willi Hennig (1966) begriindete Methode des ,Cladismus® gilt als methodische Basis der
phylogenetischen Systematik. Ziel der phylogenetischen Systematik ist es, einen natlrlichen
Stammbaum zu rekonstruieren. Wir sind nicht Zeugen eines seit Hunderten von Millionen Jahren
andauernden Prozesses. Jede Bemiihung einer Rekonstruktion von Verwandtschaftsverhaltnissen hat

daher hypothetischen Charakter und muss der Falsifikation offen gegentberstehen.

Durch die von W. Hennig eingefiihrten neuen Begriffe, wie Synapomorphie und Synplesiomorphie,
gelang es der phylogenetischen Forschung, qualitativ zwischen Merkmalen und der Evolution
derselben zu unterscheiden: Hierbei werden zunachst urspriingliche (plesiomorphe) Merkmale von
abgeleiteten (apomorphen) Merkmalen unterschieden. Taxa, die gegeniber ihren putativen
Aulengruppen abgeleitete Merkmalszustande teilen (Synapomorphien), werden zu monophyletischen
Gruppen zusammengefasst, d.h. die Mitglieder dieser Gruppe stammen von einer nur ihnen

gemeinsamen Stammart ab.

Aufgabe der phylogenetischen Forschung ist es nun, durch den Vergleich homologisierbarer
Merkmale Abstammungsgemeinschaften (Monophyla) zu entdecken oder aber vermeintliche
Monophyla als para- oder polyphyletisch zu entlarven. Die erste Quelle zur Rekonstruktion der
Abstammungsgeschichte bieten paldaontologische Funde, die, vorausgesetzt die geologische
Datierung stimmt, einen chronologischen und typologischen Rahmen vorgeben. Verbunden mit
Vergleichen homologer morphologischer Merkmale rezenter Arten versucht die phylogenetische
Forschung Ahnlichkeitsreihen abzuleiten, die Hinweise auf die tatsachliche Entwicklungschronologie

geben.

Die qualitative Unterscheidung eines Merkmals bezliglich seines plesiomorphen oder apomorphen
Ursprungs geschieht hierbei Uber die Festlegung der Leserichtung , ist allerdings in der Praxis haufig
nicht einfach, da sich viele Merkmale konvergent entwickelt haben. Mehrfach parallel evolvierte
Merkmale kénnen zu falsch interpretierten Verwandtschaftsverhaltnissen fiihren. Ein zweites Problem
ergibt sich aus der Tatsache, dass sich der Forschung nur ein hdchst unvollstandiges Bild der
Evolution zeigt: Fossilfunde bieten nur schlaglichtartig Einblick in die langst ausgestorbene
Organismenwelt. Die Systematik rezenter Organismen muf} Evolutionsszenarien hypothetisieren, die
Millionen von Jahren andauerten, um Schwestergruppenverhaltnisse zu erklaren. Dies stellt die
Wissenschaft vor ein Dilemma. Prinzipiell kann man mit etwas Phantasie fast immer eine mdgliche
Folge von evolutiven Veranderungen eines beobachteten Merkmals von der putativen Stammart bis
zum rezenten Organismus beschreiben. Doch gabe es hier viele verschiedene Wege fir verschiedene
Hypothesen. Um der Gefahr eines solchen phantastischen Chaos zu entgehen, beruft sich die
empirisch arbeitende phylogenetische Forschung traditionell auf das Ockham'sche Prinzip
(Parsimonie) - das Prinzip der grof3tméglich anzunehmenden Sparsamkeit: Es ist der Stammbaum
anzunehmen, der die geringste Schrittanzahl bendtigt, um beobachtete Veranderungen zu erklaren.
Mit anderen Worten, die Anzahl der ad hoc Hypothesen beziglich einer Merkmalsverteilung zwischen

verschiedenen Taxa mufd minimiert werden (Rieppel, 1999). Diese Vorgehensweise setzt natirlich die
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Annahme voraus, dass die Veranderung oder die Neuerwerbung eines Merkmals im Laufe der
Evolution einen fiir uns logischen und damit direkten Weg bis hin zum Beobachtbaren gelaufen ist. Ob
dies in jedem Fall bzw. bei jedem zu analysierenden Merkmal auch zutreffend ist, ist mehr als fraglich
und entzieht sich dem Betrachter.

Auch die phylogenetische Analyse molekularer Datensatze Iasst sich methodisch in das
Ockham’schen Prinzips (Parsimonie) einbetten, d.h. es ist der Stammbaum anzunehmen, der die
wenigsten Substitutionen bendtigt, um einen Datensatz zu erkldren. Neben der Parsimonie Methode
zur Berechnung diskreter Datensatze (Camin & Sokal, 1965) kommen in zunehmendem Mal auch
statistische Algorithmen zum Einsatz. Verfahren, wie Maximum Likelihood (Felsenstein, 1981) oder
auch Distanzmethoden, wie Neighbor joining (Saitou & Nei, 1987;Studier & Keppler, 1988), beruhen
jeweils auf einem a priori anzunehmenden Evolutionsmodell. Die Modelle leiten sich aus zahlreichen,
in den unterschiedlichsten Datensatzen beobachteten, Substitutionsereignissen von Nukleotiden oder
Aminosduren ab. Zur Berechnung der Datensatze werden zahlreiche Computerprogramme

angeboten, in denen die 0.g. Methoden und Modelle implementiert sind.

Parsimonie Analysen, die im Gegensatz zu beispielsweise Maximum Likelihood Analysen vorgeben,
modellunabhangig zu arbeiten, entsprechen im wesentlichen der Tradition des vom
Wissenschaftsphilosophen Karl Popper (1963) begrindeten Falsifikationismus und damit den
Forderungen, die Anzahl der ad hoc Hypothesen zu minimieren, die nétig sind, um eine neue Theorie
aufzustellen. Aus der Tradition der phylogenetischen Systematik heraus und damit verbunden dem
Versuch, ,...die vergleichende Biologie in die Tradition des Falsifikationismus einzubetten...“ (Rieppel,
1999), wird die Anwendung von Parsimonie Verfahren gegenuber der Anwendung statistischer
Verfahren kontrovers diskutiert (Kluge, 2001;De Queiroz & Poe, 2003).

Der phylogenetisch arbeitende Molekularbiologe sieht sich nun mit der Tatsache konfrontiert, dass es
die unterschiedlichsten Qualitdten von Mutationen in der DNA geben kann (z.B. synonyme, nicht-
synonyme Mutationen, Rickmutationen, sich gegenseitig kompensierende Mutationen, Covarianzen).
Mutationen auf Nukleotidebene treten bei jeder Zellteilung auf. Im Fall von Punktmutationen kénnen,
abgesehen von Insertions- bzw. Deletionsereignissen, nur vier Merkmalszustande erreicht werden.
Das heil’t, bei jeder Replikationsrunde kdnnte ein anderer Merkmalszustand realisiert werden. Es gibt
daher keinen verndnftigen Grund anzunehmen, dass die DNA auf dem kirzesten, fir uns logischen
Weg, evolviert ist. Daraus ergibt sich ferner, dass es aufgrund des nahezu neutralen
Selektionsdruckes auf ein Nukleotid (im Vergleich zu beispielsweise einer komplexen
morphologischen Struktur) kaum mdoglich ist, objektiv zwischen Konvergenzen, Apomorphien oder
Plesiomorphien zu unterscheiden. Sogenannte Likelihoodisten empfehlen daher, DNA-Evolution als
stochastischen Prozess zu begreifen. Das Wissen Uber qualitativ unterschiedliche Mutationsereignisse
(z.B. Transition : Transversion) macht es mdéglich, Modelle Gber DNA-Evolutionen zu erstellen und a
priori in die statistische Analyse mit einflieBen zu lassen, ein Vorgehen, das im Sinne des
Musterkladismus nicht zuldssig ist. Dennoch flhren die Berechnungen mit Parsimonie- und anderen,
modellabhangigen Verfahren haufig zu kongruenten Ergebnissen, was die Diskussion Uber die
verschiedenen Verfahren teilweise sehr theoretisch erscheinen lasst (Goldman, 1990;Sidall & Kluge,
1997).



Ausgangspunkt fir eine phylogenetische Analyse molekularer Datensatze ist das Alignment. Dem
Erstellen eines Alignments ist, insbesondere wenn es sich um ein nicht proteincodierendes Gen
handelt, eine besondere Bedeutung beizumessen. Ribosomale RNA Gene sind in ihrer Lange
bezlglich verschiedener Organismen ungleich, da sie keinen “‘reading frame™~ wie etwa
proteincodierende Gene besitzen. Durch das Einfigen sogenannter ““gaps’” (Llcken) in die einzelnen
Sequenzen erhalt das gesamte Alignment eine einheitliche Lange. Die biologische Bedeutung solcher
Insertionen oder Deletionen (Li, 1997) an einer spezifischen Position bleibt zunachst unklar, formuliert
wird aber dennoch eine Homologiehypothese beziuglich der benachbarten sichtbaren
Nukleotidpositionen. Das Einfligen von ““gaps”~ bzw. die Verlangerung derselben wird dabei tber zu
wahlende Parameter gesteuert (""gap costs, gap creation, gap elongation”’). Hierbei kann es haufig zu
wenig  vertrauenswirdig  alignten  Sequenzbereichen kommen, d.h. die postulierten
Positionshomologien sind ungewiss. Deshalb ist das Ergebnis der phylogenetischen Analyse in diesen
Fallen stark abhangig von den gewahlten Parametern im Alignmentverfahren. Zur Uberwindung dieser
Probleme werden im wesentlichen zwei Verfahren angewandt. Entweder werden Sequenzbereiche,
die “"gaps "~ aufweisen, vor der phylogenetischen Berechnung eliminiert (Swofford et al., 1996) oder es
wird eine vergleichende Sekundarstrukturanalyse durchgefiihrt, in der die “stem™- und “‘loop”’-
Bereiche definiert werden (Kjer, 1995;Titus & Frost, 1996). Sofern “‘gaps’ als Insertionen oder
Deletionen betrachtet werden, d.h. als tatsachlich vorhandene Merkmale, kénnen diese auch als
funftes Merkmal (neben den vier Nukleotiden) mit in die Analyse eingehen. Dieses Verfahren ist
allerdings nur in Parsimonie Analysen mdglich. Maximum Likelihood Analysen sehen diese

Maoglichkeit aufgrund der 0.g. Unsicherheiten nicht vor.

1.2 Molekulare Daten zur Klarung phylogenetische

Beziehungen innerhalb der Metazoa

Die Gite der phylogenetischen Informationen, die sich aus einem Sequenzvergleich ergeben, hangt
maRgeblich von der Auswahl der molekularen Marker ab. Ein ,universell“ anwendbares Gen sollte

dabei prinzipiell die folgenden Anforderungen erfiillen (Woese, 1987):

e Das gewahlte Gen muf} in allen zu betrachtenden Organismen vorhanden sein und die

Homologisierbarkeit gesichert.
e Die Anderungen an Sequenzpositionen sollten zufallig sein.
¢ Die Sequenzlange sollte ausreichend sein, um genugend Information zu erhalten.

Bis heute wurden einige wenige Gene bzw. Genabschnitte auf ihre Anwendbarkeit flr
unterschiedliche systematische Fragestellungen verwendet und getestet. Hier kommt den ribosomalen
Genen, insbesondere der nuklearen 18S rRNA, eine besondere Bedeutung zu. Die einfache
Amplifizierbarkeit mit allseits bekannten universell einsetzbaren Primern fiihrte in den letzten Jahren
zu einer wahren ,18S-Datenflut® in den Genbanken. Obwohl die Probleme hinsichtlich des
Auflésungsvermdgens der 18S rRNA hinreichend publiziert sind (Wagele et al., 1999), fihrt die grolRe

Anzahl an 18S rRNA Daten seitdem zu immer neuen Stammbaumrekonstruktionen verschiedenster
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Taxa mit z.T. sich widersprechenden Ergebnissen. Dennoch verzeichnet die Datenbank in den letzten
Jahren zahlreiche Eintrage verschiedenster Taxa und anderer, speziell proteincodierender Gene. Dies
sollte es in naher Zukunft ermdglichen, ein grofies Spektrum an relevanten Genen (z.B.
“housekeeping genes’’) innerhalb verschiedener taxonomischer Ebenen, bezlglich eines
phylogenetischen Signals, zu Uberprifen um daraus gewonnene Stammbaumhypothesen miteinander

zu vergleichen.

Weitere, flr die Bearbeitung phylogenetischer Fragestellungen bekannte Gene sind u.a. die Gene des
mitochondrialen Genoms (z.B. Curole & Kocher, 1999) und die nuklearen Gene EF-1a (Moreira et al.,
1999;Roger et al., 1999), EF-2 (Rivera & Lake, 1992) oder auch ein kleiner Abschnitt des Gens fur die
RNA Polymerase Il (Shultz & Regier, 2000).

Die DNA-Sequenzdatenerhebung ermdéglicht nicht nur den phylogenetischen Vergleich von
Nukleotiden oder Aminosauren, sondern kann auch in der Auswertung makromolekularer Strukturen
Einblick in verwandtschaftliche Beziehungen gewahren. Hier waren zum einen Elemente der
Sekundarstruktur von ribosomalen RNAs zu nennen und zum anderen die Positionen von Introns in
proteincodierenden Genen. Die Identifizierung prosthetischer Positionen in Proteinen und damit die
Maéglichkeit der Modellierung von Proteinsekundarstrukturen bis Quartarstrukturen, wie dies das grofde
Arbeitsfeld der ““Proteomics”™ darstellt, werden sicherlich in Zukunft auch dem phylogenetisch

interessierten Wissenschaftler zahlreiche Betatigungsfelder bieten.

1.2.1 Mitochondriale Gene

Generelle Eigenschaften des mitochondrialen Genoms, wie i.a. maternale Vererbung, hohe
Kopienzahl pro Zelle und ,single copy genes® (Hoeh et al., 1996), machen dieses Molekil sehr
attraktiv fir das Studium der Phylogenie verschiedener Eukaryontentaxa (Graf & Sparks, 2000).
Insbesondere Sequenzvergleiche der 12S und 16S rDNA wurden in den letzten Jahren zur Aufklarung
verschiedener taxonomischer Ebenen verwendet (Ballard et al., 1992;Richter et al., 2001), aber

bezuglich ihrer Aufldsungskraft bei dlteren Splits auch kritisch hinterfragt (Gray et al., 1999).

Die heute im allgemeinen akzeptierte Erklarung fir die Entstehung von Mitochondrien (und auch
Chloroplasten) ist die Endosymbiontentheorie. Diese geht von einer endosymbiontischen Aufnahme
eubakterieller, aerober Vorlaufer durch einen Urkaryonten aus, mit anschlieliender Koexistenz vor ca.
1,5 Milliarden Jahren (Gray, 1989). Sequenzvergleiche des ,mitochondrienartigsten® bekannten
eubakteriellen Genoms (Rickettsia prowazekii, einem a-Proteobakterium, (Andersson et al., 1998))
und dem ,bakterienartigsten® bekannten mitochondrialen Genom (des Protozoen Reclinomonas
americana mit 97 Genen, (Lang et al., 1997)) machen deutlich, dass alle rezenten mitochondrialen
Genome ihren Ursprung in einem einzigen sogenannten protomitochondrialen Genom haben miissen
(Gray et al., 1999).

Im Laufe der Evolution wurden aus den endosymbiontisch lebenden Bakterien, durch einen regen
Gentransfer in das Kerngenom, semiautonome Organellen (Mitochondrien) unter nuklearer Kontrolle

(Nugent & Palmer, 1991). In molekularer Hinsicht bietet der Sequenzvergleich der mitochondrialen
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ribosomalen RNAs mit denen der Eubakterien starke Argumente fir die Endosymbiontentheorie. So
ist die bakterielle 16S rRNA homolog zu der tierischen, mitochondrialen 12S rRNA und entsprechend
die bakterielle 23S rRNA homolog zur tierischen, mitochondrial kodierten 16S rRNA.

Das mitochondriale Genom der meisten Metazoa liegt in einem zirkularen Plasmid von etwa 16-20 kb
Lange vor und kodiert i.d.R. nur noch durchschnittlich fir 13 Proteine der Atmungskette
(Untereinheiten 1-6 und 4L des NADH Dehydrogenase Komplexes, eine UE des Cytochrom b-c1
Komplexes, UE 1-3 des Cytochrom c¢ Oxidase Komplexes, sowie zwei UE des ATP Synthase
Komplexes), zwei ribosomale RNAs (12S und 16S rRNA) und 22 tRNAs (je eine tRNA fir 18
Aminosauren und je zwei tRNAs fir die Aminosauren Serin und Leucin). Mit dieser genetischen
Ausstattung sind allerdings nur ca. 20% der in den Mitochondrien bendtigten Genprodukte abgedeckt.
Ca. 80% der Proteine sind kerncodiert und werden aus dem Cytoplasma in die Organellen importiert.
Die Organisation des Chondrioms innerhalb der Metazoa ist sehr kompakt, kann allerdings in der
Anordnung speziell seiner Gene fir verschiedene tRNAs stark variieren. Die Untersuchung der
Rekombination der tRNAs findet eine breite Anwendung fur phylogenetische Fragestellung,
insbesondere zur Klarung der Stellung verschiedener Taxa innerhalb der Arthropoda (Boore et al.,
1995;Kurabayashi & Ueshima, 2000;Hwang et al., 2001). Die meisten untersuchten Vertreter der
Metazoa weisen keine Introns in den mitochondrialen Genomen auf (Ausnahme: Metridium senile mit

zwei ORFs in den Genen cox1 und ND5).

1.2.2Die Sekundarstruktur ribosomaler Gene und ihre

Anwendungsbereiche in der Phylogenie

Ribosomale RNAs bilden nach der Transkription durch Basenpaarung eine Sekundar- bzw.
Tertiarstrukturen aus. In dieser Form sind die Molekile im Ribosom aktiv und mit Hilfe zahlreicher
ribosomaler Proteine wesentlich an der Translation beteiligt. Die Sekundarstruktur besteht aus
Helices, auch ““stems’” genannt (basenpaarende Doppelstrangbereiche) und nicht basenpaarende
Bereiche, den sogenannten “‘loops”". Auf diese Weise entsteht aus einer rRNA oder auch tRNA ein
komplexes zweidimensionales Makromolekul. Verschiedene “‘stems’ und auch “‘loops” kdnnen
ebenfalls miteinander agieren und so in raumliche Nahe zueinander kommen, was dann im weiteren
die dreidimensionale Struktur des Molekils bedingt. Um die Sekundar- wie auch Tertiarstrukturen
verschiedener prokaryontischer tRNA als auch rRNA Moleklle zu analysieren, wurden verschiedene
Methoden wie z.B. Rdontgenstrahl-Kristallographie (Kim, 1979) angewendet, was allerdings flr die sehr
langen rRNAs methodische Schwierigkeiten bereitet. Die meisten Sekundarstrukturen wurden durch
das Auffinden positioneller Covarianzen im vergleichenden Ansatz postuliert und konnten in
experimentellen Studien bestatigt werden (Gutell et al., 1992;Gutell et al., 1994). Daher spielt
insbesondere im Fall der sehr langen ribosomalen RNAs die vergleichende Sequenzanalyse zur
Aufklarung von Sekundarstrukturen eine entscheidende Rolle (Woese et al., 1980;Zwieb et al.,
1981;Gutell et al., 1985).



Die 16S-artigen rRNAs der Mitochondrien gehdren zu den atypischsten ribosomalen RNAs. Eine
groRe Anzahl von 16S -"stem-loop - Strukturen aus E.coli sind in der mitochondrialen kleinen
ribosomalen Untereinheit (12S rRNA) nicht mehr vorhanden (Gutell et al., 1985). Durch die
vergleichenden Arbeiten zur Determinierung eines Sekundarstrukturmodells der mitochondrialen 12S
rRNA von Gutell et al. (1985; 1994) und Gutell (1994) fur verschiedene Mammalia-Spezies und
nachfolgende Verbesserungen (Douzery & Catzeflis, 1995) ist es gelungen, ein im wesentlichen
akzeptiertes Modell zu erstellen. Uber die Verwaltung der Sekundérstrukturinformationen fiir eine
Vielzahl von Taxa in den entsprechenden Datenbanken ist es inzwischen moglich, Elemente zur
Sekundarstruktur oder komplette Sekundarstrukturen flir neu sequenzierte Taxa mittels der

vergleichenden Sequenzanalyse zu ermitteln.

Somit spielt die Determinierung der Sekundarstruktur von rRNA Sequenzen in einer phylogenetischen
Analyse eine entscheidende Rolle. Mit zunehmender Sequenzvariabilitéat ribosomaler RNAs innerhalb
eines Taxons wird es schwieriger, mittels mathematischer Kriterien ein verlassliches Alignment zu
rekonstruieren. Uber die Identifizierung von Helices und “loops” anhand einer Modellstruktur wird
heute im allgemeinen ein Alignment derartig visuell korrigiert, dass *“stem’’-Bereiche primar
homologisiert werden kdonnen (Hickson et al., 1996;Titus & Frost, 1996). Auf diese Weise gehen
Informationen der Sekundarstruktur in die phylogenetische Computeranalyse mit ein. Uneinigkeit
herrscht jedoch Uber das alignen von ““loop”’-Sequenzen, die eine hohe Variabiliat aufweisen kénnen
und sich somit wiederum sensitiv gegeniber verschiedenen ““gap’’-Gewichtungen verhalten (Wheeler
& Honeycutt, 1988;Dixon & Hillis, 1993). Daher wird haufig die Eliminierung dieser Bereiche

empfohlen, was allerdings andererseits zu einem erheblichen Verlust an Informationen fuhrt.

1.2.3 Nukleare Gene und ihre Struktur im Genom - ““intron early”’

oder “intron late”’

Viele eukaryontische, im Nucleus lokalisierte Gene sind von nicht-codierenden, intervenierenden
Sequenzen durchbrochen (Exon-Intron-Struktur). Die Expression dieser Gene erfordert die Entfernung
der Introns bei der Reifung der mRNA-Molekiile im Nucleus, bevor sie in das Cytoplasma transportiert
und dort translatiert werden. Das ““splicing”” der Introns erfolgt bei kerncodierten Genen gewohnlich
durch ein sogenanntes Spliceosom, ein RNA-Protein-Komplex bestehend aus snRNPs (*'snurps™)
und assoziierten Proteinfaktoren.

Mit der Entdeckung der Introns in eukaryontischen Genen Ende der siebziger Jahre des 20.

Jahrhundert stellte sich gleichzeitig die Frage nach Funktion, Ursprung und Evolution derselben.

Dies fuhrte zu zwei gegensatzlichen Postulaten: Die intron early”” Hypothese, die davon ausgeht,
dass bereits der Vorlauferorganismus der Prokaryonten Introns besaf (Doolittle, 1978;Gilbert, 1978)
und die “intron late”” Hypothese, die eine nachtragliche Insertion der Introns in das eukaryontische
Genom postuliert (Cavalier-Smith, 1978;1985).

Noch bis vor ca. 20 Jahren war allgemein akzeptiert, dass ausschlieBlich Eukaryontengene von

Introns unterbrochen werden. Dies wurde auch nicht durch die “exon shuffling”” Theorie (Gilbert,
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1978;1987) widerlegt, nach der die Introns des spliceosomalen Typs mit dem Ursprung der Gene an
sich coinzidieren, d.h. der “intron early” Hypothese folgen. Introns werden demzufolge als
Rekombinationsmedien betrachtet, die die variable Verknlipfung von initialen Elementarexons und so
die Evolution der heutigen Gendiversitat ermdglichte. Die zu diesem Zeitpunkt geglaubte Abwesenheit
von Introns in Bakterien musste konsequenterweise als sekundarer Verlust gedeutet werden und
wurde mit einem starken Selektionsdruck auf eine schnelle Replikation und rationelle Genexpression
zu Gunsten einer kurzen Generationsfolge erklart.

Einen neuen Denkansatz brachte Mitte der achtziger Jahre des letzten Jahrunderts die erstmalige
Entdeckung intervenierender Sequenzen in tRNA Genen einiger Archaebakterien, die zu einer neuen
Klasse von Introns (Gruppe | Introns) gehdren (Daniels et al., 1985) und bald darauf auch in
Bakteriophagen und in tRNA Genen von Cyanobakterien und Proteobakterien gefunden wurden
(Belford et al., 1995). In den beiden letztgenannten Organismengruppen gelangte wenig spater auch
eine Klasse von Introns der Gruppe Il zur Entdeckung (Ferat & Michel, 1993;Ferat et al., 1994).
Introns der Gruppe | und Il sind autokatalytische Introns, d.h. es wird keine aufwendige spliceosomale
Maschinerie zur Excision bendtigt. Anstatt einer Bestatigung der ““exon shuffling” Theorie bewirkte
die Feststellung, dass Introns in allen Organismenreichen vorkommen, eine Starkung der “intron
late”” Hypothese. Diese erklart die Introns als Abkdmmlinge ehemaliger mobiler genetischer Elemente,
die in urspringlich kontinuierlich organisierte Gene insertierten. Durch die Entdeckung der
selbstspleiflenden Introns in Proteobakterien und Cyanobakterien, d.h. den Prokaryontengruppen, aus
denen vermutlich die Organellen via Endosymbiose hervorgingen, gewann die “intron late™
Hypothese an Argumenten (Cavalier-Smith, 1991;Roger & Doolittle, 1993). Demzufolge liegt der
Ursprung der Introns in den Eubakterien. Durch die Etablierung der Endosymbiose gelangten Gruppe
I und Gruppe Il Introns in die eukaryontische Zelle und von dort aus via massivem Gentransfer im
Laufe der Evolution in den Nucleus. Wahrend die Gruppe | Introns im Nucleus persistierten, vermuten
Anhanger der “intron late”” Hypothese weiterhin, dass ehemalige Gruppe Il Introns in die
ausschlieBlich in Eukaryonten zu findenden, spliceosomalen Introns evolvierten (Logsdon et al.,
1998). Fiir diese These sprechen einige strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten zueinander (Michel
& Ferat, 1995;Strukla & Padgett, 2002).

Die heute weitestgehend akzeptierte Theorie, dass spliceosomale Introns auschlie3lich in
Eukaryonten zu finden sind und ihren ancestralen Vorlaufer in prokaryontischen Gruppe Il Introns
haben, ermdglicht es in zunehmenden Mal eine detaillierte Aussage beziglich der Evolution von
Introns zu machen. Obwohl die Debatte der ““intron early”” versus ““intron late”” Hypothesen nicht an
Aktualitat verloren hat, mehren sich doch die Evidenzen fiir eine weitgehend rezente, autonome
Ausbreitung und auch Verluste spleiceosomaler Introns innerhalb der Eukaryonten (Stoltzfus et al.,
1997;DeSouza et al., 1998). Die Betrachtung der phylogenetischen Verteilung von Intronpositionen,
d.h. von Gewinn und Verlust innerhalb der Eukaryonten (Logsdon Jr., 1998) und auch die
vergleichende Analyse mit den inzwischen zahlreich sequenzierten bakteriellen Genomen und deren
Introns auf der Basis der rekombinanten Molekularbiologie (Lynch & Richardson, 2002) werden hier in

Zukunft einen entscheidenden Beitrag liefern kdnnen.
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Fir eine phylogenetische Betrachtung von Intronverteilungen ist zunachst die Frage der Mechanismen
von Introngewinn und Verlust zu klaren, wobei nicht vergessen werden darf, dass diese Vorstellungen

Modellcharakter besitzen, da sie nicht direkt beobachtbar sind:
Der Intronverlust kann wie folgt erklart werden:

o Die reverse Transkription einer bereits prozessierten mRNA und folgende Rekombination via
Genkonversion in das Genom (Palmer & Logsdon, 1991) fihrt zu einer intronlosen Kopie. Die
reverse Transkription wird hierbei den sogenannten Retrotransposons “‘long interspersed
nuclear elements’” (LINEs) zugeschrieben, die haufig in Eukaryontengenomen zu finden sind
(Kidwell & Lisch, 2001;Weiner, 2002).

o Die einfache genomische Deletion eines Introns kann ebenfalls zu einem spontanen Verlust
fuhren. Hierbei kann es unter Umstdnden durch Ungenauigkeit bei der Deletion zu einer

Addition oder Deletion mehrerer Codons im Wirtsgen kommen (Llopart et al., 2002).
Die Mechanismen des Introngewinns:

e Uber den Vorgang der Retrotransposition kann es zur Insertion von Introns kommen (Sharp,
1985;Bonen & Vogel, 2001). Dieser Vorgang setzt voraus, dass Komponenten des
Spliceosoms transient am zuvor exicierten Intron verbleiben, dieser Lariat-Spliceosom-
Komplex an einer unbesetzten "“protosplice-site”” einer nicht homologen pra-mRNA bindet
und als reverse Reaktion die Insertion eines Introns katalysiert. Wenn diese modifizierte pra-
mRNA vor ihrer Prozessierung revers transkribiert wird, kann dieses Produkt mit der
homologen DNA rekombinieren, was wiederum zur Etablierung eines neuen Introns auf

genomischer Ebene fiihrt.

Wenngleich dieses Szenarium zunachst recht aufwendig und unwahrscheinlich klingt, so gibt es doch

einige Hinweise fur diese Annahme:

e Die snRNPs U2, U5 und U6 bleiben nach dem Spleifvorgang noch einige Zeit mit dem Lariat
verbunden (Burge et al., 1999).

e Die Halbwertzeiten der Lariate erscheinen lang genug (~10 bis 30 min.) fir eine

Retrotransposition und reverse Transkription (Clement et al., 2001).

1.3 Crustacea und ihre Teiltaxa

Krebse bilden eines der artenreichsten und darlber hinaus eines der diversesten Taxa innerhalb der
Arthropoda. Sie sind primar aquatisch, haben aber auch teilweise das Land erobert (z.B. einige
Teiltaxa der Brachyura, der Isopoda und der Amphipoda). Die Crustacea umfassen die rezenten
Teiltaxa der Remipedia, Cephalocarida, Maxillopoda (incl. Ostracoda), Branchiopoda und

Malacostraca.

Seit der Intensivierung molekularer Studien zur Arthropodensystematik wird einerseits die traditionelle

Annahme einer Monophylie der Crustacea und andererseits ihre Schwestergruppenbeziehung zu den
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Tracheata (Myriapoda + Hexapoda), zusammengefasst als Mandibulata bezeichnet, zunehmend
kontrovers diskutiert. Erste molekulare Studien fihrten zur Formulierung der Hypothese einer
Schwestergruppenbeziehung von Crustacea-Teiltaxa (Malacostraca) zu den Hexapoda (Turbeville et
al., 1991;Ballard et al., 1992;Wheeler et al., 1993;Friedrich & Tautz, 1995). Diese Hypothese wurde
nachfolgend durch Analysen verschiedener morphologischer Merkmalskomplexe erhartet (Richter,
2002) und fdhrte schliefllich zu den Pancrustacea (Zrzavy & Stys, 1997) bzw. Tetraconata (Dohle,
2001), wobei allerdings erst jingst auch die Monophylie der Hexapoda in Zweifel gezogen wurde
(Nardi et al., 2003). Viele molekulare Analysen suggerieren neben einer engeren Beziehung eines
Teiltaxons der Crustacea zu den Hexapoda gleichzeitig die Paraphylie der Crustacea (Garchia-
Machado et al., 1999;Shultz & Regier, 2000;Wilson et al., 2000;Hwang et al.,, 2001).
Verwandtschaftsbeziehungen von Teiltaxa innerhalb der Crustacea bedirfen ebenfalls weiterer
Klarung (Giribet & Ribera, 2000). Dies betrifft insbesondere die Stellung der Remipedia und
Cephalocarida und die Mono- oder Paraphylie der Maxillopoda. So werden z.B. die Cephalocarida,
Branchiopoda und Maxillopoda, zusammengefasst als Entomostraca, den Malacostraca
gegeniibergestellt, wobei die Remipedia nicht betrachtet wurden (Walossek, 1999). Das Thoracopoda-
Konzept, welches die Cephalocarida, Branchiopoda und Malacostraca vereinigt und den Remipedia
und Maxillopoda gegenuberstellt, findet in den Analysen basierend auf kombinierten molekularen und
morphologischen Merkmalen ("total evidence’) von Edgecombe et al. (2000) und auch durch Ax
(1999) Unterstitzung.

1.4 Ziele der Arbeit

Anhand ausgewahlter Genbereiche und weiterer genetischer Marker (Intronpositionen und ribosomale
Sekundarstrukturen) sollen die phylogenetischen Beziehungen innerhalb zweier sehr
unterschiedlicher Teiltaxa der Crustacea erarbeitet werden. Dabei steht neben der systematischen
Bewertung der Taxa die kritische Bewertung der gewahlten Marker fiir unterschiedliche taxonomische
Ebenen im Vordergrund. Die beiden Taxa umfassen einmal die Branchiopoda (BlattfuRkrebse), die
eine sehr hohe Diversitat aufweisen und stammesgeschichtlich vermutlich sehr alt sind (Oberes
Kambrium) und andererseits die Astacoidea, ein Teiltaxon der Astacida (Malacostraca), die vermutlich

erst im Jura evolvierten. (FUr eine genauere Beschreibung der beiden Taxa siehe Kapitel 3)

Fir die Branchiopoda kommen folgende Genbereiche zum Einsatz:
¢ Das mitochondrial codierte Gen fiur die kleine ribosomale Untereinheit (12S rDNA).
e Das im Kern lokalisierte Gen EF-1a.

Aus den generierten Sequenzen ergeben sich weitere genetische Marker, die einer phylogenetischen

Bewertung unterzogen werden.

o Informationen der Sekundarstruktur der dritten Domane der 12S rRNA implementiert in einem

alternativen Alignment.
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¢ Das phylogenetische Signal der Intronpositionen innerhalb des EF-1a Gens.

Fir die Astacoidea werden folgende Genbereiche phylogenetisch analysiert.
e Das Gen fir die 12S rRNA (dritte Domane).

e Das ebenfalls mitochondrial codierte Proteingen cox1.

Alle generierten Datensatze (Ausnahme: Intronpositionen) werden computercladistisch mit
Parsimonie- und Maximum Likelihood Verfahren berechnet und die Ergebnisse mit einigen
bestehenden morphologischen, molekularen und im Fall der Astacoidea zoogeographischen
Hypothesen verglichen.

14



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

In der vorliegenden Arbeit werden im wesentlichen Gerate genutzt, die zur Standardausstattung eines
molekularbiologischen Labors gehoéren, wie z.B. diverse Kleingerate (Tischzentrifuge, Heizblocke,
Agarose Gelelektrophoresekammern, etc.) und zur Durchfiihrung von PCR-Reaktionen und
Cyclesequenzierungen Thermocycler der Hersteller Perkin Elmer bzw. MJ Research. Darliber hinaus
kommt der Gradientencycler der Firma Eppendorf zur Optimierung von Annealingtemperaturen
universeller Primer fUr einige Arten zur Anwendung. Die Sequenz Gelelektrophorese wird auf ALF
Sequenzern fir Fluoreszein Sequenzierungen und ALF Express Sequenzern fiur Cy5 -

Sequenzierungen (beide Pharmacia) durchgefiihrt.

2.1.2Hardware und Software

Fir die Auswertung der Sequenzdaten und die phylogenetische Analyse der erhobenen Sequenzen
wird ein zur Verfigung stehender Personal Computer (Pentium IV, 2,4 GHz Prozessor, 256 MB RAM

Arbeitsspeicher) genutzt.

Die Auswertung der Sequenzlaufe wird mit der Software ALFwin Vers. 2.00 (Amersham Pharmacia
Biotech) durchgefiihrt. Sequenz Assemblies und Analyse der “‘reading frames™ erfolgt mit dem

Software Paket Sequencher™ Vers. 4.0 (Gene Codes Corporation).

Alignments und phylogenetische Analysen der Sequenzdaten werden mit den Programmpaketen
Clustal X (Thompson et al., 1997a) (""'multiple”” Alignmentprogramm) und POY (Gladstein & Wheeler,
1996-2000) (Alignment + Topologie).

Fir die Parsimonie Analysen werden die Programme POY (Gladstein & Wheeler, 1996-2000), NONA,
PHAST (Goloboff, 1993-2000), Winclada, Vers. 0.9.9 als Shellsoftware (Nixon, 1999-2000) und PAUP

Vers. 4.0 (Beta) (Sinauer Associates) genutzt.

Maximum Likelihood Analysen werden ausschlieRlich mit dem Programm TREE-PUZZLE Vers. 5.0
(Strimmer & von Haeseler , 1996;Schmidt et al., 1999-2000;2002) durchgefiihrt. Consensus
Dendrogramme fiir ML Berechnungen werden mit dem Programm Phylip Vers. 3.5¢c (Felsenstein,
1986-1995) erzeugt (siehe auch Kapitel 2.2.7.3). Fur die "likelihood mapping” Analysen und das
Kishino-Hasegawa-Testverfahren (Kishino & Hasegawa, 1989) wird ebenfalls das Programm TREE-
PUZZLE benutzt.
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Grafiken der in dieser Arbeit gezeigten Stammbaume werden mit dem Programm TreeView (Page,
1996) erzeugt. Zur Erstellung des manuellen Alignments wird die Software Seaview (Galtier et al.,
1996) zu Hilfe genommen. Alle weiteren graphischen Darstellungen wie Sekundarstrukturen oder

Colorierungen der Stammbdume werden mit CorelDraw Vers. 10 (Microsoft) angefertigt.

2.1.3Labormaterialien

PCR -Reaktionen werden mit der Tag-Polymerase GenTherm™ (5u/ul), dem dazugehérigen 10x
Puffer (160 mM (NH4),SO,, 670 mM Tris-HCL (pH 8,8 bei 25°C), 0,1% Tween 20), MgCl,
(Stammlésung 50 mM) und Desoxyribonukleotiden (100 mM Stammlésung) der Firma GeneCraft
durchgefiihrt.

Zur Evaluierung der PCR Produkte auf dem Agarosegel werden 5ul des Langenstandards "1 kb
Ladder”” (1ug/ul) von Boehringer Mannheim eingesetzt. Zur Aufreinigung von PCR Reaktionen

werden Ultrazentrifugationsréhrchen Microcon 30 bzw. 50 der Firma Amicon verwendet.

Elutionen von PCR Fragmenten aus Agarosegelen erfolgen mit dem PCR Purification Kit der Firma

Machery und Nagel nach Herstellerangaben.

Als weitere Kits zur DNA Sequenzierung und Klonierung kommen zum Einsatz: Original TA Cloning
Kit (Invitrogen), Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia) und T7-Sequencing-Kit (Amersham-
Pharmacia). Plasmid DNA wurde mit mittels eines Mini Plasmid Kits (Machery und Nagel) prapariert.
Klonierungen und Sequenzreaktionen erfolgen nach Herstellerangaben. Alle eingesetzten Primer
werden von der Firma TibMolBiol (Berlin) synthetisiert. Der Lieferumfang betragt 1 OD,s eines
lyophilisierten Pellets und wird vor Gebrauch mit ddH,O auf eine Lésung von 10 pmol/pl (PCR Primer)

bzw. 2 pmol/ul (Sequenzierprimer) eingestellt.

2.1.4Verwendete Puffer und Lésungen

Standardpuffer und Lésungen: 0,5 M EDTA (pH 8); 8 M LiCL; 5 M NaCL; 1 M Tris-HCL (pH 8,2 bei
25°C); 70% EtOH (unvergallt); 100% EtOH; 100% Isopropanol; Chloroform/Isoamylalkohol (24:1); TE
Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,6; 1 mM EDTA, pH 8,0).

DNA Praparation, Lysepuffer: 4% CTAB Lysepuffer (4 g Cetyltrimethylammoniumbromid; 1,4 M
NaCL; 20 mM EDTA,; 100 mM Tris-HCL, pH 8,2) + 100 mM B- Mercaptoethanol.

Elektrophoresepuffer Stammlésung: 10 x TBE Puffer (90 mM Tris base; 90 mM Borsaure; 20 mM
EDTA).

6% iges Sequenzgel (60 ml): 13,5 ml einer 30% Polyacrylamid Gelmatrix (19:1 Acrylamid /
Bisacrylamid); 6 M Urea, 3,6 ml 10xTBE Puffer (Endkonz. 0,6x). ca. 30 yl Repal Silane (20 ml 100%
EtOH, 75 pl 100% Repal Silane, 5 ml 10% Essigsaure) zur Stabilisierung der Sequenzgeltaschen
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sowie 10% APS (Ammoniumpersulfat) und 60 pl Temed (CgH1N2) zur Beschleunigung der

Polymerisation.

“Loading solution™ fiir die Sequenzgelelektrophorese: 95% Formamid (deionisiert in Amberlite
IRN-150L); 500 mM EDTA (pH 8); 60 mg Dextran Blue.

“Loading solution”” fiir Agarosegelelektrophorese: 0,25% Bromphenolblau; 40% (w/v) Sucrose (in
H.0).

Anfarben der DNA in Agarosegelen: Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (Stammlésung 100 mg/ml

H,0) in einer Endkonzentration von 0,5 ug/ml.

Medien zur Anzucht von Bacterien: LB (Luria—Bertani) Flissigmedium (1I). 10 g NaCl, 10g Bacto-
Trypton, 5 g Hefeextrakt, 30% (v/v) Glycerin und zusatzlich 15 g Agar fur LB Festmedium. Zur
Selektion rekombinanter Bakterien wurde Ampicillin, IPTG und X-Gal, wie in Kapitel: 2.2.6

beschrieben, auf die Festmedien aufgetragen.

2.1.5Verwendete Spezies

Samtliche Arten werden in 100% EtOH bei 4°C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Aufgrund
der geringen Grole einiger Spezies der Branchiopoda werden zumeist komplette Tiere verarbeitet.
Von den bearbeiteten Astacida stand jeweils ein Pereiod zur Verfligung, von welchem zur DNA
Praparation das Muskelgewebe ausgelést und homogenisiert wird. In den Tabelle 1 und Tabelle 2
werden alle in dieser Arbeit sequenzierten Arten aufgelistet. Sofern Referenzdaten aus der Genbank

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov) zur phylogenetischen Analyse zum Einsatz kommen, werden diese mit

Accessionnumber und Referenz im Text (siehe auch Kapitel: 3) benannt.
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Tabelle 1: Zusammenstellung der in der Arbeit sequenzierten Spezies und weitere Literaturdaten, bzw.

Genbankeintrage des Taxons Branchiopoda.

Leptestheriidae

Cyclestheriidae

Eocyzicus spec.

Caenestheriella spec.

Caenestheria spec.

Leptestheria dahalacensis (Rupell,1837)
Leptestheria kawachiensis Uéno,1927

Cyclestheria hislopi (Baird,1859)

Branchiopoda | Familie Speziesbezeichnung Fundort
Hablonoda Lentodoridae Lentodora kindti (Focke.1844) Teaeler See.Berlin. Deutschland
Ctenopoda Sididae Diaphanosoma brachyurum (Liévin, 1848) Nikolassee, Berlin, Deutschland
Sida crystallina (O.F.Miller,1776) Untere Oder, Brandenburg, Deutschland
Anomopoda Daphniidae Daphnia pulex Leydig,1860 Fischfutter, kommerziell
Simocephalus vetulus (O.F.Miiller,1776) Untere Oder, Brandenburg, Deutschland
Scapholeberis mucronata (O.F.Mdller,1785) | Untere Oder, Brandenburg, Deutschland
Ceriodaphnia megops G.O.Sars,1862 Nikolassee, Berlin, Deutschland
Bosminidae Bosmina coregoni Baird, 1857 Spree, Berlin, Deutschland
Moinidae Moina brachycephala Acc.no nicht vorhanden, (Hanner & Fugate, 1997)
Chydoridae Eurycercus lamallata (O.F .Miiller,1785) Untere Oder, Brandenburg, Deutschland
Pseudochydorus globosus (Baird,1843) Untere Oder, Brandenburg, Deutschland
Macrothricidae llyocryptus spec. Nikolassee, Berlin, Deutschland
Onychopoda Cercopagididae Bythotrephes longimanus Leydig,1860 Tegeler See,Berlin, Deutschland
Polyphemidae Polyphemus pediculus (Linnaeus,1761) Nikolassee, Berlin, Deutschland
Podonidae Podon leuckarti (Sars,1862) Sylt, Schleswig-Holstein, Deutschland
Evadne nordmanni Lovén,1836 Sylt, Schleswig-Holstein, Deutschland
Spinicaudata Limnadiidae Imnadia yeyetta Hertzog,1935 Morava flood plain, Osterreich
Eulimnadia texana Packard,1871 Acc.no nicht vorhanden, (Hanner & Fugate, 1997)
Limnadia lenticularis (Linnaeus,1761) Morava flood plain, Osterreich
Limnadopsis birchii (Baird,1860) Paroo area, NSW, Australien
Cyzicidae Cyzicus mexicanus (Claus,1860) Acc.no nicht vorhanden, (Hanner & Fugate, 1997)

Paroo area, NSW, Australien
Paroo area, NSW, Australien
Paroo area, NSW, Australien
Morava flood plain, Osterreich
Lake Biwa area, Japan

Kakadu National Park, NT, Australien

Linderiellidae
Artemiidae
Branchipodidae

Thamnocephalidae

Linderiella santarosae Thiéry et Fugate, 1994
Artemia franciscana Kellog,1906

Parartemia minuta Geddes,1973
Branchinella occidentalis Dakin,1914

Branchinella pinnata Geddes, 1981

Laevicaudata Lynceidae Lynceus tatei (Brady,1886) Paroo area, NSW, Australien
Lynceus brachyurus (O.F.Miiller,1776) Kopenhagen, Déanemark
Lynceus biformis (Ishikawa,1895) Lake Biwa area, Japan

Notostraca Triopsidae Triops longicaudatus (Leconte,1846) Acc.no nicht vorhanden, (Hanner & Fugate, 1997)
Triops cancriformis (Bosc,1801) Morava flood plain, Osterreich
Triops australiensis (Spencer et Hall,1896) Paroo area, NSW, Australien
Lepidurus bilobatus Packard,1877 Acc.no nicht vorhanden, (Hanner & Fugate, 1997)
Lepidurus apus (Linnaeus,1758) Spandauer Forst, Berlin, Deutschland

Anostraca Streptocephalidae | Streptocephalus texanus Packard,1871 Acc.no nicht vorhanden, (Hanner & Fugate, 1997)

Acc.no nicht vorhanden, (Hanner & Fugate, 1997)
Genbank

Paroo area, NSW, Australien

Paroo area, NSW, Australien

Paroo area,NSW,Australien
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Tabelle 2: Zusammenstellung der in der Arbeit analysierten Spezies des Taxons Astacida.

Austrapotamobius pallipes, Lereboullet, 1858

Astacus astacus, Linnaeus, 1758

Astacida Familie Speziesbezeichnung Vorkommen/Fundort
Astacoidea Cambaridae Cambaroides similis, Koelbel, 1892 Korea

Cambaroides dauricus, Pallas 1773 Mongolei

Cambaroides japonicus,de Haan, 1842 Hokkaido, Japan

Cambaroides schrenckii, Kessler, 1874 Mongolei

Procambarus clarkii, Girard, 1852 USA

Orconectes limosus, Rafinesque, 1817 Havel, Berlin

Procambarus fallax, Hagen Florida, USA

Marmorkrebs, nicht beschrieben Private Zucht, A.Reimann

Astacidae Austrapotamobius torrentium, Schrank, 1903 Bayern, Deutschland

Bayern, Deutschland

Bayern, Deutschland

Astacus leptodactylus, Eschscholtz, 1832 Turkei
Pacifastacus leniusculus, Dana, 1852 USA
Parastacoidea Parastacidae Astacopsis franklini Tasmanien
Parastacoides sp., Erichson, 1946 Tasmanien
Paranephrops zeal. Neuseeland

2.1.6 Primer

In Tabelle 3 sind alle in dieser Arbeit verwendeten Primer aufgelistet. (A) enthalt die Sequenzen der
PCR-Primer fir die Branchiopoda (12S und EF-1a) und fiir die Astacida (12S und cox7) und die fur

die PCR eingesetzten Annealingtemperaturen. Zur Ansequenzierung der PCR-Produkte vom 5’ und 3’

Ende her sind die Sequenzen der Standard-Sequenzierprimer (5- Label Fluoreszein) vermerkt. (B)

enthalt alle fir die komplette Sequenzierung des EF-1a Gens eingesetzten internen ““walking -

Primer.
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Tabelle 3: (A) Aufstellung der verwendeten genspezifischen PCR- und Sequenzierprimer fir die verschiedenen

Taxa. ,Tm“ bezeichnet die i. a. verwendeten Annealingtemperaturen wahrend der PCR. Sofern fir einzelne

Spezies keine andere Annealingtemperatur verzeichnet ist, wird die fir das entsprechende Grofitaxon

angegebene Temperatur gewahit.

Sequenzen taxonspezifischer PCR-Primer sind fett gedruckt.

Nicht

fettgedruckte Primerbereiche entsprechen den komplementéren Sequenzen der Standardprimer. (B) Aufstellung

der verwendeten internen “‘walking’-Primer zur Sequenzierung des Gens EF-1o. Sofern nicht anders

angegeben, werden die internen Primer fiir alle Spezies angewendet.

A.
Sequenzierprimer
Taxon Gen 1. PCR Pl.'lmer forward (5’ ,—> 3’2 Tm PCR '(5’ - 3); )
2. PCR Primer backward (5°> 3’) Label: Fluorszein (FI)
Branchiopoda 1. 12CR3UP (20 pmol) FI-M13 -20 (UP) (4 pmol)
GGG TAA AAC GAC GGC CAG TGA CTT TGT TAC GAC TTATCTC GTA AAA CGA CGG CCA GT
Forward
128 40°C
2. 128-5cRP (20 pmol) FI-M13 Reverse (RP) (4 pmol)
GGG AAC AGC TTA TGA CCA TGG CCA GCC GTC GCG GTTAGAC AAC AGC TAT GAC CAT G
Backward
2. 12-5aRP (20 pmol) (alternativ)
GGG AAC AGC TAT GAC CAT GRA AAG TTT GAW TCTRGC T
Ausnahme:
Onychopoda 128 Primers.o. 1. + 2. 42°C
FI-T7term (4 pmol)
Astacida 128 1. CF12FOR-T7T (10 pmol) GCT AGT TAT TGC TCA GCG G
AAA GCT AGT TAT TGC TCA GCG GAM ATG ARA GCG ACG GGC GAT Forward
45°C
2. CF12REV-T7P (10 pmol) FI-T7prom (4 pmol)
AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGAWCA AYT AGG ATTAGATAC C TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
Backward
FI-T7term (4 pmol)
Cox1 1. CoxFOR-T7T (10 pmol) GCT AGT TAT TGC TCA GCG G
AAA GCT AGT TAT TGC TCA GCG GGG KCA YCC YGA RGT YAT AT Forward
50°C
2. CoxREV-T7P (10 pmol) FI-T7prom (4 pmol)
AAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CTC CCA CARATATTG TAA TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
Backward
Branchiopoda | EF-1a | 1. M44-1UP (Cho et al., 1995) (10 pmol) FI-M13-20 (UP) (4 pmol)

GGG TAA AAC GAC GGC CAG TGG CTG AGC GYG ARC GTG GTATCAC

[

3EF1 RP (10 pmol)
GGG AAC AGC TTA TGA CCA TGG GAA GTC AGA GAA GGA CTC

53°C

forward (s.o.)

FI-M13 Reverse (RP) (4 pmol)

backward (s.o.)
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Interne walkina primer zur Seauenzieruna des Gens EF-1a. Label: Fluoreszein (FI) oder CY5
Primername Sequenz 5'—»3' Bemerkungen
3'EF1 FI- 5- GGA AGT CAG AGAAGG ACT C
FlviB CY5-5- GGC TAC GTT GCC GGT GAC TC
EF2B Fl-5- ACG GAC TTG ACT TCA GTG GT
EF3B Fl- 5 ATG TGG GCG GTG TGG CAA TC
EF4B CY5-5- ATG TTG TCT CCG TGC CAT CC
EF5B FI- 5- GTC AAG GAA TTG CGT CGT GG
EF6B FI- 5- ATA CCA GCC TCG AAT TCA CC
EF14F FI- 5- AAC ATG ATY ACT GGT ACCTC
EF-18F Fl- 5- GGY TTC RAC GTC AAG AAC GT
11/17EF3b CY5-5-CCATACCGG GCTTGATGAC spez. flr Scapholeberis
10/14EF-7 Fl- 5- AAG ATG GAT TCC ACT GAG CC spez. flr Eurvcercus und Simocephalus
8-EF10F CY5-5- GAC TTC TTC GCC CAG GTC spez. fir Evadne
8-EF9b CY5- 5- GCG ACG ATG AGC ACA GCG CA spez. fir Evadne
44-EF16F Fl- 5- GGA CAT CGT GAT TTC ATC spez. flr Lvnceus
43-17F FI-5- CCT ACAGTG AAG CTC GTTA soez. fir Cvclestheria

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Standardmethoden

Alle hier im Text aufgefuhrten Standardmethoden, wie Chloroformextraktionen, Alkoholfallungen und

Agarosegelelektrophorese und die Praparation kompetenter Bakterienzellen (sofern erforderlich)

werden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.

2.2.2Datenerhebung

Die zur Datenerhebung durchgefiuihrten Methoden umfassen die Gesamtnukleinsdurenpraparation, die

anschlieBende PCR Amplifikation des gewtinschten Genabschnittes mit universellen Primern und die

Direktsequenzierung der PCR Produkte. In Ausnahmeféllen, z.B. wenn das PCR Produkt zu schwach

ist, um direkt sequenziert zu werden, werden diese Produkte kloniert. Im Regelfall wurden 10 positive

Klone gescreent und auf die Richtigkeit ihrer Inserts mittels Sequenzierung tberprift.
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2.2.3DNA Praparation

Von ca. 1-20 Individuen (Branchiopoda) und ca. 10-20 mg Muskelgewebe der Astacida werden
Nukleinsaureextraktionen mit dem 4%- igen Lysepuffer CTAB (s. Kap. 2.1.4) in abgewandelter Form
nach der Methode von Doyle & Doyle (1990) angefertigt. Die Homogenisation findet direkt in 500 pl
Lysepuffer + 100 mM B- Mercaptoethanol in Gegenwart einiger Kdrnchen Seesand statt. Durch die
Zugabe von Seesand wird die Menge der extrahierten Nukleinsauren enorm erhoht, da das Gewebe
der zum Teil sehr kleinen Tiere besser aufgeschlossen werden konnte. Besonders in Fallen, wo nur
ein bis zwei sehr kleine Individuen zur Verfligung standen, ermdglicht erst die Zugabe von Seesand
eine Extraktion in ausreichender Menge. Das Homogenisat wird nach einer Inkubationszeit von ca. 30
min bei 65°C mit einem Volumen Chloroform versetzt und ca. 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert.
AnschlieRend werden die Nukleinsduren mit 0,8 Volumen Isopropanol aus dem Uberstand gefallt. Die
Nukleinsaure-Pellets werden je nach ihrer GréRe in 5 - 30 pl TE Puffer aufgenommen und bei —20°C
gelagert. Menge und Qualitat von je 1 pl der Praparationen wurde auf einem 1%- igen Agarosegel
abgeschatzt. In einigen Fallen, in denen die DNA Praparationen einer folgenden enzymatischen

Reaktion nicht zugangig waren, wird mit 8 M LiCL (2 h bei 65°C) erneut prazipitiert.

2.2.4Primerdesign und PCR Amplifikation

Der Einsatz von universell anwendbaren PCR Primern ermoglicht es, mit nur einem Primerpaar einen

definierten Genbereich unterschiedlicher Spezies zu amplifizieren.

Die zur Anwendung kommenden PCR Primer (Tabelle 3) werden an ihrem 5-Ende artifiziell
verlangert, sofern die PCR Produkte direkt in der Cyclesequenzierung eingesetzt werden kénnen. Als
zusatzliche Sequenzen werden die “primingsites”” von Standardprimern gewahlt: Die Primer, die zur
Amplifikation der Branchiopoda des 12S und EF-1a Gens genutzt werden, werden mit den Sequenzen
fir die Standardprimer M13 universe und M13 reverse verlangert. Die Primer zur Amplifikation der
Gene 12S und cox1 der Astacoidea werden mit den *“primingsites”” fir T7m und T7om verlangert.
Die Methode der kinstlichen Verlangerung der PCR Primer (Cho et al., 1995) ermdglicht die
routinemaRige Cyclesequenzierung unterschiedlicher Templates bei einer gegebenen Temperatur mit
den angegebenen Standardprimern. In den Fallen, in denen das PCR Produkt kloniert wird, kann auf

eine artifizielle Verlangerung der PCR Primer verzichtet werden.

Die PCR Amplifikationen (Gesamtvolumen 50-100 pl) erfolgen nach einem Standardprotokoll mit ca.
100 ng DNA Template und je 20 pmol Primer fir die 12S rDNA , bzw. 10 pmol je Primer fir die
Genbereiche cox1 und EF-1a. Nach einer einmaligen Denaturierung der DNA fiir 3-5 min folgen 35-40
Zyklen mit einer Denaturierung bei 94°C (30 s), ““primerannealing”” bei 40-53°C fir 45 s und einer
Elongation bei 72°C (45 s bis 1 min15 s). Eine einmalige Extension bei 72°C fur 3-7 min beenden die
Amplifikation. Durch die je nach gewinschtem Gen eingesetzten Primer werden fur die 12S rRNA ein
Amplifikat von durchschnittlich 500 bp., fur das Gen EF-1a Produkte von 1063-~1200 bp. (inklusive
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Introns) und fir das Gen cox1 Produkte mit einer Lange von 450 bp. generiert. Die genauen
Annealingtemperaturen werden, sofern sie abweichend zum Standard sind, in einem Gradientencycler

(Eppendorf) optimiert. Annealingtemperaturen sind der Tabelle 3 zu entnehmen.

Von samtlichen PCR Produkten wird ein Aliquot von 5 pul auf einem 1-1,2% igen Agarosegel
naherungsweise quantifiziert. In der Regel kann erfahrungsgemaf fir die Sequenzierung und
Elektrophorese auf ALF-Sequenzern auf eine Aufreinigung der PCR-Produkte verzichtet werden.
Sofern allerdings die Analyse auf dem Agarosegel eine noch erhebliche Menge an freien Primern oder
Primerdimeren zeigt und das PCR Produkt in nur geringer Menge generiert werden konnte, werden
die PCR Produkte mittels Microcon PCR 50 Ultrafiltrationsrohrchen (Millipore) gefiltert. Nicht
incorporierte Primer bzw. Dimere werden auf diese Weise quantitativ entfernt. Gleichzeitig wird der
PCR Ansatz auf ein erheblich kleineres Volumen (5-10 ul) konzentriert, sodass sich vielfach eine
schwache Amplifikation trotzdem flr eine anschlieRende direkte Sequenzierung als adaquat erweist.

Die Filtration der PCR Produkte ist nur bei einigen Spezies notig.

2.2.5Cyclesequenzierung der PCR Produkte

Die Sequenzierung erfolgt mittels der von Sanger und Kollegen (1977) entwickelten Methode des
Strangaufbaus und definierten Strangabbruchs durch den Einsatz von Dideoxynukleotiden. Die
Kettenabbruchmethode ist inzwischen die Routinemethode zur Bestimmung von Nukleotidsequenzen
einer DNA und hat sich in der Laborroutine gegentiber der Maxam-Gilbert Sequenzierung (Maxam &
Gilbert, 1977) durchgesetzt: DNA-Doppelstrange werden hierbei zunachst denaturiert (durch Hitze-
oder Alkalibehandlung). Zur Neusynthese von DNA mit einer DNA-Polymerase ist immer ein kurzer
Doppelstrangbereich erforderlich, bei dem ein 3'-Ende anhand des (berstehenden 5-Endes des
Gegenstranges als Template verlangert werden kann. Solch eine kurze Doppelstrangregion wird zur
Sequenzierung (wie bei der PCR-Reaktion) kiinstlich durch einen Oligonukleotid-Primer erzeugt, der
mit der einzelstrangigen Template-DNA hybridisieren muf. An dem auf diese Weise gebildeten 5'-
Uberhang kann nun die Neusynthese ansetzen. Die Neusynthese geschieht in Gegenwart der vier
monomeren dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und dTTP). Um nun einen definierten Strangabbruch zu
erzeugen, werden der Reaktion zusatzlich Dideoxynukleotide zugefugt. Diesen ddNTPs fehlt ausser in
der 2’- Position auch in der 3’- Positon der Ribose eine OH-Gruppe, d.h. es steht keine notwendige
OH-Gruppe zur Bildung einer folgenden Phosphodiesterbindung zur Verfligung, die Synthese bricht
ab. In vier verschiedenen Ansatzen mit jeweils einem Didesoxynukleotid, neben den normalen vier
dNTPs, entsteht so eine Population unterschiedlich langer Molekiile, deren jeweils letztes Nukleotid
dem zuvor eingesetzten ddNTP entspricht. Statistisch gesehen enthalt so z.B. die ddATP-Reaktion an
jedem im Template auftretenden Thymidin eine detektierbare Menge an Abbriichen. Die vier
Reaktionsansatze einer Sequenzierung werden getrennt (im Fall des ALF Sequenziersystems) der
Elektrophorese zugefihrt (im idealen Fall einem Sequenzautomaten). Ein Polyacryamidgel hat die
Auflosekraft um Molekile mit nur einer Base Unterschied in der Kettenlange voneinander zu
unterscheiden. Um die Molekiile detektieren zu kdnnen, ist der in der Sequenzreaktion eingesetzte

Primer an seinem 5’-Ende mit einem Fluoreszenfarbstoff markiert (fir die hier eingesetzten Systeme
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ALF und ALF-Express sind Fluoreszein bzw. CY5-Fluoreszenzfarbstoffe erforderlich). Eine
automatische Lesevorrichtung erlaubt die simultane Erfassung auf einem Computer nach Anregung

und Detektierung des Farbstoffes (und damit des Molekiils) durch einen Laserstrahl.

Um die Syntheseeffizienz zu erhdéhen, wird auch hier zur Sequenzierung (wie bei der PCR) mit
thermostabilen Polymerasen gearbeitet, die es erlauben, in einem Ansatz, in mehreren Zyklen eine
neue Synthese zu starten (Cycle-Sequenzierung). Diese Synthese verlauft allerdings linear, da nur ein
Primer eingesetzt wird, im Gegensatz zur exponentiellen Synthese der PCR mit zwei gegenlaufigen
Primern. Die Methode der PCR-Direktsequenzierung hat des weiteren den Vorteil, dass madgliche
Fehler beim Strangaufbau, die durch den Einsatz von Tag-Polymerase fiir die Amplifikation entstehen,

ausgemittelt werden.

Sofern die Amplifikation ein in Qualitat und Quantitat ausreichendes Produkt ergibt, wird das Amplifikat
direkt sequenziert. Die einzusetzende Menge an Template richtet sich nach Menge und Lange
desselben. Es werden ca. 0,5 ug Template pro 500 bp. Lange (des PCR Produktes) eingesetzt. Die
Cyclesequenzierungen erfolgen mit dem Thermosequenase Kit nach Herstellerangaben (Amersham

Pharmacia) mit 4 pmol Primer pro Sequenzierung und einer Annealingtemperatur von 57°C.

Alle 12S und cox1- PCR Produkte werden doppelstrangig sequenziert. Als Sequenzierprimer flr die
Gene 12S und cox1 wurden die Standardprimer M13 universe bzw. reverse (12S) und T7m bzw.

T7prom (COX1) eingesetzt.

Das Gen EF-1a konnte zunachst nur von zwei Branchiopoda-Spezies (Sida und Lepidurus) mit den
Literaturprimern amplifiziert werden. Diese Amplifikate wurden mit M13 universe und M13 reverse
ansequenziert und aus den Sequenzen wurden sowohl PCR spezifische universelle Primer fir die
erfolgreiche Amplifikation anderer Branchiopoda abgeleitet, als auch weiterfiihrende (sogenannte
interne Primer), soweit mdoglich universelle Sequenzierprimer, die es in den folgenden
Sequenzreaktionen ermdglichen, die Exons der Produkte doppelstrangig zu sequenzieren

(“primerwalking”’). Introns werden zumeist nur einzelstrangig sequenziert.

Fir die Gene 12S und cox1 werden durchschnittlich 0,3 - 0,5 ug PCR Produkt eingesetzt, fir das Gen
EF-1a ca. 0,8-1 pug.

Die Sequenzgel-Elektrophorese erfolgt auf ALF- Sequenzern (bei Fluorescein-markierten Sequenzen)
bzw. auf ALF Express Sequenzern, sofern die Sequenzierungen mit CY5 gelabelten Primern
durchgefihrt wurden. Die Herstellung des 6,5% Polyacrylamid- Sequenzgels erfolgt nach Angaben
des Herstellers (Pharmacia). Die Auftrennung der Sequenzierungen im elektrischen Feld wird bei
einer Temperatur von 50°C, 30 Watt, 1500 Volt, 38 mA und einer Laserpower von 3 mW durchgefihrt.
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2.2.6 Klonierungen

Im Falle quantitativ ungenigender Amplifikation wird kloniert, um eine Sequenzierung zu ermdglichen.

Die Ligationen der PCR Produkte werden mit dem Kit ,TA Cloning® (Invitrogen) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Anschliefend werden die Plasmide (Vektor pCR 2.1 + 1 Molekul des
PCR Produktes) mittels Elektroschock (1 Puls & 2,5 kV mit einer Feldstarke von 12,5 kV/cm) in den
elektrokompetenten E.coli Stamm DHSa transformiert und auf LB+Ampicillin (50 pg/ml) Medium in
Gegenwart von IPTG (24 pg/ml) und X-Gal (50 pg/ml) selektioniert. Von allen Transformationen
werden 10-15 Klone auf das Vorhandensein eines Inserts und auf die Richtigkeit Uberprift. Dazu
werden 10-15 Kolonien einzeln gepickt und in 5 pl H;0 fir 5 min bei 96°C lysiert. AnschlieRend wird
das Lysat bei maximaler Geschwindigkeit (13.000 rpm) 5 min. zentrifugiert um Zelltrdimmer zu
pelletieren. 1 ul des Uberstandes wird als Template in einen 50 yl PCR Ansatz mit je 2,5 pmol LacZ A
(5'-GGTAGTGGGATACGACGATA) und LacZ B (5-CAACAATCGATCCTACTAAA) Primern gegeben.
Der Vektor pCR2.1 enthalt die ““priming sites”” der Standardprimer LacZ A und B, sodass man auf
diese Weise in einfacher und sehr effizienter Weise positive, d.h. Plasmide mit erfolgreich kloniertem
PCR Produkt von negativen Klonen unterscheiden kann. Alle positiven PCR Produkte werden danach
direkt cyclesequenziert. Die ausgewerteten Inserts werden mittels eines “"Blast-Search™ (Altschul et

al., 1997), mit allen in der Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) vorhandenen Sequenzen verglichen

und die Richtigkeit der Inserts bestatigt.

2.2.7Phylogenetische Analyse

Alle im Rahmen dieser Arbeit generierten Sequenzdaten wurden phylogenetisch ausgewertet. Zur
Klarung der Aussengruppenfrage der Phyllopoda (Branchiopoda) wurde ein Arthropodenalignment,
basierend auf den konservierten Bereichen der Aminosauresequenzen mitochondrialen Proteine,
herangezogen (Hwang et al., 2001) und durch einige seitdem neu publizierte mitochondrialen

Proteinsequenzen erganzt (weitere Erlauterungen dazu siehe Kapitel: 3.1.2.1).

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit angewendeten Methoden in umgekehrter Reihenfolge,
zuerst die Berechnungmethoden der Cladogramme und anschlief3end die Erstellung der Alignments,
beschrieben. Dies erscheint sinnvoll, da das hier u.a. verwendete Programm POY sowohl Alignments

als auch Topologien erzeugt.
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2.2.7.1 Phylogenetische Stammbaume

Eine gegebene DNA Datenmatrix (Alignment) ist definiert durch die Anzahl an Taxa (Arten) und die

Anzahl an Merkmalen (Nukleotide, bzw. Aminosauren). Anhand der Formel
N(u) = (2n-5) 1/ [2 n-3 (n-3) !]

lassen sich von ,n“ Taxa ,N(u)* ungewurzelte Topologien erzeugen (Cavalli-Sforza & Edwards, 1967).
D.h. fur 10 Taxa waren 2x10°, bei 20 Taxa schon 2x10%° Topologien theoretisch méglich. Um aus
dieser Fulle von ungewurzelten Topologien die sinnvollen herauszufinden, sind verschiedene
Rechenalgorithmen nutzbar. Man unterscheidet hier zunachst zwischen heuristischen und exakten
Verfahren. Das exakte Verfahren garantiert, unter der gegebenen Berechnungsmethode (Parsimonie
oder Maximum Likelihood), den wahrscheinlichsten bzw. kiirzesten Stammbaum zu finden, weil alle
Méoglichkeiten berechnet werden. Dies ist allerdings nur fir maximal 10-12 Taxa durchfiihrbar, da
sonst die Rechenkapazitaten gangiger PCs nicht ausreichen. Grolere Artenzahlen werden mit
heuristischen Verfahren berechnet. Hierbei wird zunachst durch schrittweises Hinzuflgen jeweils
eines Taxons (" "stepwise addition”") an zunachst optimal erscheinende Stellen und anschlieRendes
Variieren der einzelnen Aste (“"branch swapping”’) die kiirzeste (Parsimonie) oder wahrscheinlichste

(Maximum Likelihood) Topologie gesucht.

Die im Folgenden beschriebenen Methoden Maximum Parsimonie und Maximum Likelihood
betrachten die Nukleotidpositionen als Einzelmerkmale und versuchen die Merkmalsanderungen in

der Rekonstruktion des Stammbaums zu reflektieren.

Alle im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten Gene und zusatzlich die in der Datenbank oder Literatur
erhaltlichen Daten werden zunachst gesondert und dann auch als kombinierte Datensatze

phylogenetisch ausgewertet.

2.2.7.2 Parsimonie

Parsimonie Methoden waren die ersten, die zur Rekonstruktion von Phylogenesen breite Anwendung
fanden. lhnen liegt die Philosophie des sogenannten ,Occam’s razor® -die grof3tmogliche Sparsamkeit-
zugrunde, d.h. es wird hier die generelle Vorstellung der Naturwissenschaft umgesetzt, zunachst die
einfachere gegenlber einer komplizierteren Hypothese zu bevorzugen und ad hoc Hypothesen
weitestgehend zu vermeiden (Swofford et al., 1996). Ziel der Maximum Parsimonie Methode in der
Systematik ist es, das Cladogramm zu finden, welches die geringste Anzahl von Evolutionsschritten
bendtigt, um den beobachteten Datensatz zu erklaren. Parsimonie Methoden bericksichtigen nur
variable Positionen, sogenannte Parssimonie-informative Merkmale. Tritt in einer Position des
Alignments nur ein bestimmtes Nukleotid oder Aminosaure auf, so ist dieses Merkmal nicht informativ.
Wird in nur einem Taxon eine andere Merkmalsauspragung beobachtet, so ist diese Position ebenfalls
nicht informativ. Treten hingegen in mehr als einem Taxon unterschiedliche Nukleotide (Aminoséduren)

auf, so ist dieses Merkmal Parsimonie-informativ und wird durch die entsprechenden Algorithmen
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rechnerisch erfasst. Je mehr allerdings eine Position variiert, desto starker kann unter Umstanden ihr
Homoplasiegehalt sein und damit ein ungewolltes ,verrauschen® phylogenetischer Signale
verursachen. Desweiteren konnen unterschiedliche Substitutionsereignisse (Transitionen versus
Transversionen versus “‘gaps’’) pro Position unterschiedlich gewichtet werden. Damit wird dem
Umstand Rechnung getragen, dass in der Regel Transitionen haufiger vorkommen als

Transversionen. Zusétzlich kénnen ““gaps™” als funftes Merkmal mit in die Berechnung einfliessen.

2.2.7.3 Maximum Likelihood

Die Idee, die den Maximum Likelihood Verfahren zugrunde liegen, beruht auf der Vermutung, dass
Evolution auf der Ebene von DNA Molekilen ein stochastischer Prozess ist, d.h. es wird die
Wahrscheinlichkeit berechnet, mit der eine gegebene Topologie durch einen Datensatz unter der

Annahme eines Modells begriindbar ist.

Unter einem gegebenen Modell, welches die Wahrscheinlichkeiten der beobachteten Ereignisse
(Substitutionen) spezifiziert, kann der "likelihood™" L fiir den gegebenen Datensatz berechnet werden

als
Ltree =P (D | H),

wobei P (D | H) die Wahrscheinlichkeit ist, einen Datensatz D unter einer gegebenen Hypothese H zu
beschreiben. Da der “likelihood™™ L sehr klein ist, wird der Wert als log likelihood™", bzw. als

natirlicher Logarithmus einer Wahrscheinlichkeit (InL) ausgedrickt.

Die zugrunde liegenden Algorithmen zur Berechnung von Nukleotiddatensatzen wurden von

Felsenstein (Felsenstein, 1973;1981) entwickelt.

Zwei gegebene Sequenzen (1 und 2) unterscheiden sich durchschnittlich um d Substitutionen pro
Position. Diese Distanz d entspricht ut, wobei p die Mutationsrate ist und t die Zeit. Gegeben ist im
Folgenden ein Substitutionsmodell (siehe unten), sodass fiir jede Position die Wahrscheinlichkeit Pj(d)
berechnet werden kann, dass diese beiden Sequenzen, separiert durch d, die Nukleotide i bzw. j
aufweisen. Die Wahrscheinlichkeit ist nun der ““likelihood”” der Substitution der betrachteten Position,
der beiden Sequenzen (Taxa). Der "'log likelihood™" die gegebenen Daten zu erklaren, ist folglich die

Summe der “'log likelihoods " jeder individuellen Position.
k
InL=>"InL(i)
i=l , wobei k= Anzahl der Merkmale und i = Position 1-k

Auch in diesem Fall werden in einer heuristischen Suche eine grole Anzahl an ungewurzelten

Topologien ermittelt.

Die Gesamttopologie, die mit héchster Wahrscheinlichkeit den gegebenen Datensatz unter dem
angenommenen Modell erklart, wird als Maximum Likelihood Baum prasentiert. Hier ist anzumerken,

dass der “output” ein gewurzeltes Dendrogramm darstellt. Die Wurzel wird Eingangs vom Benutzer
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festgelegt, geht aber nicht als gegebene Forderung in die Berechnung der Wahrscheinlichkeiten ein.

Die Leserichtung ist daher als a posteriori Entscheidung anzusehen.

Besondere Bedeutung kommt der Wahl des Evolutionsmodells zu. Es dient der Schatzung der
Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten einer Substitution. Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurde eine
Vielzahl von Modellen entwickelt, die in immer differenzierterer Weise versuchen, den
unterschiedlichen Substitutionsraten Rechnung zu tragen. Im Gegensatz zum einfachsten Jukes-
Cantor- Modell (gleiche Mutationsrate von o = 0,25 fiir jedes Nukleotid) (Jukes & Cantor, 1969)

bedienen sich alle weiteren Modelle der Annahmen, dass

1. die Haufigkeit der beobachteten Nukleotide in einem Alignment (Basenfrequenz) nicht
gleich sein mufd (z.B. sind tierische mitochondriale Genome sehr A/T reich) und daher fur

jedes Nukleotid im Durchschnitt ermittelt wird (r;) und

2. Transitionen und Transversionen unterschiedliche Substitutionsraten haben. Die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Transition o (Purin <> Purin, Pyrimidin <> Pyrimidin)
ist hdher als die Wahrscheinlichkeit einer Transversion  (Purin <> Pyrimidin), andererseits
hat eine Base nur eine Mdglichkeit via Transition in ein anderes Nukleotid zu substituieren,
dagegen kann sie aber via Transversion in zwei andere Basen substituieren. In den hier

vorgestellten Analysen der Nukleotidsequenzen kommen folgende Modelle zum Einsatz:

o HKY: Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa et al.,, 1985) mit zwei Parametern: Variable

Basenfrequenz und Transitionen:Transversionen.

e TN: Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993) mit drei Substitutionstypen: Variable Basenfrequenz,

Transitionen:Transversionen und Y:R-Transitionsparameter.

Optional kann jedes Modell mit der zusatzlichen Forderung der Variabilitat eines Merkmals, abhangig
von seiner Position, die sogenannte ,rate heterogeneity“, versehen werden. Hierbei wird der
Beobachtung Rechnung getragen, dass Nukleotide abhangig von ihrer Position unterschiedliche
Evolutionsgeschwindigkeiten aufweisen. Diese Evolutionsraten kdnnen nach der Gamma Verteilung
(Yang, 1993) spezifiziert werden.

Fir die Maximum Likelihood Analysen werden alle Nukleotiddatensatze mit dem Programm TREE-
PUZZLE Vers. 5.0 (Strimmer & von Haeseler , 1996;Schmidt et al., 1999-2000;2002) berechnet. In
einem ersten Schritt werden die Alignments jeweils unter den oben genannten Modellen einmal ohne
Bertcksichtigung und einmal mit Berticksichtigung der ““rate heterogeneity”” im *“fast approximate”™
Modus berechnet. Fur die genauen Berechnungen wird dann das Modell, das die hochste
Wahrscheinlichkeit ergab, gewahlt und erneut im “exact slow™ Modus berechnet. Die Option ™list
puzzling step trees”” wird aktiviert, um eine Liste aller gefundenen Topologien zu erhalten. Die Liste
aller Topologien wird im weiteren mittels des Kishino-Hasegawa-Tests (Kishino & Hasegawa, 1989)
getestet. Der “output”” dieses Tests stellt eine Liste dar, aus der die Topologie mit der hoéchsten
Wahrscheinlichkeit erkennbar ist (“"best tree’”), aber auch allen Topologien, die nicht signifikant
schlechter sind als der “best tree’”” (“'not significantly worse”) und die Topologien die das

Signifikanzlevel von 5% nicht erreichen ('“significantly worse’’). Sofern die Gesamtanzahl der
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errechneten Topologien einen vertretbaren, d.h. im ““textfile”” Gberschaubaren Umfang aufweisen (bis
zu 1000 Topologien) und die Anzahl der signifikant schlechteren Topologien mehr als 50% aller
errechneten Moglichkeiten Uberschreitet, wird aus allen signifikant guten Topologien ein “strict”™
Consensusbaum (im Programm Phylip, Vers. 3.5c) generiert, der auch mittels prozentualer Angaben
die Unterstitzungen einzelner Verzweigungen angibt, die aus allen im Consensus reprasentierten
Topologien ermittelt werden. Fir die erzeugte Consensustopologie wird die Wahrscheinlichkeit und
die entsprechenden Astlangen gesondert als ““user tree”” mit TREE-PUZZLE berechnet. Mit dieser
Methode kann garantiert werden, dass der Consensusbaum aus allen wahrscheinlichsten Topologien
resultiert. Anderenfalls wirde in diesen Fallen bei einem durch TREE-PUZZLE automatisch
generierten "50% majority consensus tree’” ein gewisser Anteil an signifikant schlechteren
Topologien reprasentiert sein. Die Anwendung dieser Methode erwies sich in einigen Fallen als
adaquat, da weit weniger als 50% aller Topologien das Signifikanzlevel erreichten. Die Unterstiitzung
der Dichotomien gibt die Prozentualitat an, mit der diese Verzweigung in allen Topologien vertreten ist
und wird im Folgenden mit ,CML* (Consensus ML) abgekurzt. Sofern die Anzahl der signifikant
schlechteren Topologien unter 50% der Gesamtanzahl blieb, wurde der durch TREE-PUZZLE
erzeugte "'50% majority rule consensus tree”” verwendet. Bei einer Gesamtanzahl von liber 1000 zu
testenden Topologien wird die nach dem entsprechenden Kishino-Hasegawa-Test als ““best tree””

ausgewiesene Topologie gezeigt.

Die Anzahl aller méglichen Quartet-Puzzle-Topologien errechnet sich durch

4)_4 (Vl - 4)! , wobei n = Anzahl der Taxa

wobei die obere Grenze der Gesamttopologien programmbedingt auf 10.000 Topologien limitiert ist.

2.2.7.4 Alignmentmethoden

Streng genommen spiegelt ein Alignment in sich schon die Evolutionsgeschichte wieder und muf}

daher mit besonderer Sorgfalt aufgestellt werden.

Prinzipiell entspricht der Aufbau eines Alignments dem einer morphologischen Datenmatrix, wobei die
einzelnen Nukleotide, bzw. Aminosauren fiir die verschiedenen Spezies so untereinander geschrieben
werden, dass die daraus resultierenden Nukleotid- (Aminosaure) Spalten als homolog zueinander
hypothetisiert werden (Positionshomologie). Folglich ist jede Spalte (Position) eines Alignments ein
Merkmal, die Art der Nukleotide (Aminosauren) in dieser Position sind dagegen die unterschiedliche
Auspragungen des Merkmals. Wahrend des Alignmentprozesses wird die Anzahl der
Ubereinstimmenden Nukleotide (Aminosauren) durch das Einfligen von Licken (T"gaps’ oder
“indels”") maximiert. Die biologische Bedeutung von “‘gaps’™” sind im Lauf der Evolution erfolgte
Insertionen oder Deletionen. Das Einsetzten von "“gaps’” ist insbesondere bei ribosomalen Genen, die
keinen “‘reading frame” aufweisen, im hdchsten Mald hypothetisch. Um ein aussagekraftiges
Alignment zu erhalten, kdnnen die Parameter (Maluspunkte) zur Eréffnung bzw. Verlangerung von
““gaps’’ variiert werden.
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Sofern ““gaps’” in den Alignments vorkommen, werden diese in den nachfolgenden phylogenetischen
Rechenverfahren unterschiedlich bewertet. Hier ist zunachst anzumerken, dass Parsimonie Verfahren
eine Wertung der “‘gaps’” als flinftes Merkmal (bei Nukleotidalignments) oder 21stes Merkmal (bei

Aminosaurealignments) erlauben, Maximum Likelihood Verfahren werten ““gaps”” grundsatzlich nicht.

Zur Erstellung eines Alignments werden verschiedene Computerprogramme im Internet angeboten,
die auf der Basis unterschiedlicher Algorithmen arbeiten. Die in dieser Arbeit verwendeten Programme
sind Clustal X (Thompson et al., 1997b) und POY (Gladstein & Wheeler, 1996-2000). Daruberhinaus

kommt flir das ribosomale Gen (12S) ein drittes, visuell erstelltes Alignment zur Anwendung.

2.2.7.4.1 Clustal X

Dieses sogenannte “multiple alignment™ Verfahren (Thompson et al., 1997b) gehort zu den am

weitesten genutzten Programmen, um homologe Sequenzen miteinander zu vergleichen.

Hierbei werden aus einem gegebenen Datensatz alle Sequenzen paarweise miteinander verglichen,
und eine Distanzmatrix flir den gegebenen Datensatz wird errechnet. Auf der Basis der Distanzmatrix
wird ein, den multiplen Alignmentprozess initiierender, sogenannter ““guide tree”” erstellt. Im zweiten
Schritt werden jeweils die Sequenzen miteinander aligned, die die geringsten Distanzen zueinander
aufweisen. Von jedem paarweisen Alignment wird eine Consensussequenz generiert und
anschlieBend die paarweisen Alignments bzw. deren Consensussequenzen, wieder auf der Basis der
kleinsten Distanzen, zueinander aligned. Wahrend des multiplen Alignmentprozesses werden, wo dies

notwendig erscheint, “"gaps’” eingefiihrt.

Clustal X wird unter Verwendung der vorgegebenen Parameter ("'default””) Optionen zur Erstellung
von Alignments fir die Gene 12S (im Vergleich zum POY Alignment), EF-1a der Branchiopoda, cox1,
12S der Astacoidea und fir die Vervollstdndigung des Arthropodendatensatzes (Aminosauren)

verwendet.

2.2.7.4.2P0OY

Das Programm POY ist im eigentlichen Sinn kein “‘stand alone’ Alignmentprogramm, sondern
verbindet Alignment mit der phylogenetischen Analyse in einem Schritt. Hierbei wird aus einem
gegebenen Datensatz in einer heuristischen Suche eine Vielzahl mdglicher Alignments generiert und
anschlieBend in einer phylogenetischen Rekonstruktion nach dem Parsimonie Prinzip fir jedes
ermittelte Alignment eine Topologie erzeugt, fir die dann schlieBlich die benétigte Anzahl der
Substitutionen (Schritte) berechnet wird. Dieser Vorgang wird so haufig wiederholt, bis das Alignment
und die dazugehoérige Topologie mit der kiirzesten Schrittanzahl festgestellt ist. Somit wird ein
konsequenter Weg der gewahlten Parameter garantiert, von der Erzeugung eines Alignments bis zur
phylogenetischen Rekonstruktion (Phillips et al.,, 2000). Insbesondere fur die Analyse nicht-

proteincodierender Gene, bei denen das Einfiigen von “indels’'(=Insertion/Deletion) die
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Positionshomologie der benachbarten Nukleotide enorm beeinflussen, findet das Programm breite

Zustimmung. Ein grofier Nachteil ist, dass die Analyse eine enorm hohe Rechenzeit bendotigt.

2.2.7.5 Testverfahren beziglich der Zuverlassigkeit einzelner

Topologien

Um Qualitdt und Stabilitdt der Cladogramme, insbesondere einzelner Monophyliehypothesen, zu
testen, bieten sich mittlerweile eine groRe Anzahl verschiedener Testmdglichkeiten an, von denen hier

eine kleine Auswahl zum Einsatz kommen.

2.2.7.5.1 ""Bootstrap’” Analyse

Dieser Test wurde fur alle Parsimonie Cladogramme angewendet. Die “bootstrap™ Analyse
(Felsenstein, 1985) besteht aus einer Generierung von zufallig veranderten Datensatzen (Replikaten).
Die Anderung des urspriinglichen Datensatzes erfolgt in der zufélligen Léschung einzelner Merkmale
und gleichzeitiger Verdopplung anderer Merkmale im Alignment. Fur jedes auf diese Weise generierte
Alignment (i.d.R. 1000 Replikate) wird die optimale Topologie berechnet. Aus allen Topologien wird im
zweiten Schritt ein Consensusbaum berechnet, der an jedem Monophylum die prozentuale
Unterstitzung ausweist, also die Haufigkeit mit der dieses Monophylum in allen artifiziellen

Datensatzen vorkommt. Sofern im Text erwahnt, werden die ““bootstrap”” Werte mit ,BA* abgekiirzt.

2.2.7.5.2 'Decay’’ Index oder Bremer "‘support”’

Die Berechnung des Bremer ““supports”” (Bremer, 1994) ist eine indirekte Uberpriifung, durch wieviele
Apomorphien ein Monophylum gestitzt wird (Wagele, 2000) und wird hier als Alternative oder parallel
zum “bootstrap”® Verfahren angewendet. Der Bremer Index gibt fir jedes Monophylum eines
Cladogramms an, wieviele Schritte notwendig sind, um eine Schwestergruppenbeziehung zu Fall zu
bringen. Die angegebenen Werte sind ganze Zahlen von 1 - o« (abhangig von der Anzahl der
Apomorphien in einer Schwestergruppenbeziehung). Im Text wird der ““decay’™ Index mit ,DI*

abgekirzt. Zur Berechnung der ““decay”” Indices wird das Programm NONA genutzt.

2.2.7.5.3 ""Quartet- Puzzling- support”” (TREE-PUZZLE)

Dieser Test istim Programm TREE-PUZZLE Vers. 5.0 implementiert und wird fir die ML Analysen der
beiden 12S Alignments fir alle Branchiopoda, sowie die der Astacoidea angewendet. Der "“Quartet-
Puzzling-support™, im folgenden “QP-support”” genannt, ist der “‘bootstrap”® Analyse insofern
ahnlich, als das fir jedes Monophylum eine prozentuale Unterstiitzung errechnet wird. Dieser Wert
ermittelt sich allerdings nicht aus der artifiziellen Anderung des Datensatzes (s. o. “bootstrap”™

Analyse), sondern beschreibt die Haufigkeit der gefundenen Monophyla wahrend des Quartet-
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Puzzling -Prozesses unter dem ""50% majority rule consensus™ (Margush & McMorris, 1981). Dieser
“"QP-support”” wird anschlieBend auf die dargestellten besten ML Stammbaume (Branchiopoda) bzw.

""50% majority rule consensus’* Dendrogramme der Astacoidea Ubertragen.

2.2.7.5.4 Sensitivitatsanalyse (POY)

Mittels einer Sensitivitatsanalyse (Wheeler, 1995) (" "gap X'~ oder ““molecularmatrix Y**) wird der 12S
rDNA-Datensatz  unter  verschiedenen  Gewichtungsannahmen  berechnet (Transitionen:
Transversionen: Indels = 1:1:1, 1:1:2, 1:2:2, 1:2:4, 1:1:10). Auf diese Weise kénnen Aussagen Uber
die Robustheit einzelner Monophylien in der Gesamttopologie gemacht werden. Das Schema 1:1:2 gilt
hierbei als die flr Arthropoda favorisierte Gewichtung (Wheeler, 1995;Whiting et al., 1997).

2.2.7.5.5 Kishino-Hasegawa-Test

Durch dieses Testverfahrens ist es mdglich, verschiedene Hypothesen (Topologien) beziiglich ihrer
Signifikanz zu Uberprufen. Es erlaubt eine Bewertung von unterschiedlichen Cladogrammen bzw.
Dendrogrammen auf der Basis des 5% Signifikanzlevels. Der K-H-Test (Kishino & Hasegawa, 1989)
kommt in zweifacher Hinsicht zum Einsatz, einerseits bei der Ermittlung der wahrscheinlichsten und
aller nicht signifikant schlechteren Topologien nach einer Quartet-Puzzle-Analyse (wie oben
beschrieben) andererseits fiir eine Hypothesenbewertung der Topologien aus den Parsimonie und ML
Analysen. Dabei werden von jeweils beiden Hypothesen die ““log likelihood”~ Werte unter den
Parametern der zugrundegelegten Modelle verglichen, d.h. beide Hypothesen werden beziglich ihrer

Signifikanz in den Wahrscheinlichkeitswerten gegeneinander getestet.

2.2.7.5.6 “'Likelihood mapping”’

Das “likelihood mapping” “"(Strimmer & von Haeseler, 1997) (implementiert im Programm TREE-
PUZZLE, Vers. 5) ist eine graphische Methode, die die phylogenetische Information eines
Datensatzes a priori visualisiert und einen ersten Eindruck Uber die Qualitadt der zu erwartenden
phylogenetischen Analyse vermittelt. Die Methode basiert auf der Wahrscheinlichkeitsberechnung
aller méglichen Quartet-Topologien. Jede Topologie wird mittels eines Punktes in einem Dreieck
dargestellt, wobei die Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit einer Topologie durch die Lage im Dreieck
bestimmt wird. Die drei Eckpunktregionen reprasentieren die Situation, in der eine Topologie Uber die
beiden anderen klar favorisiert werden kann. Punkte im Bereich der Seitenkanten reprasentieren die
Situationen, in denen nicht eindeutig eine Topologie favorisiert wird. Das Zentrum umfasst die Menge
der Topologien, die nicht aufgeldst sind (*“star-like ). Das heil3t, je starker sich die Punktwolken in den
Eckpunkten des Dreiecks konzentrieren, desto groRer ist das phylogenetische Signal des

Datensatzes.

32



Das likelihood-mapping”~ kann auch zur Uberprifung von Hypothesen herangezogen werden
(Strimmer & von Haeseler, 1997). Zu diesem Zweck werden verschiedene Spezies des Alignments in
einem Cluster zusammengefasst und einem oder mehreren anderen zu definierenden Clustern
gegenibergestellt (maximal vier Cluster). Jedes Cluster wird somit als Monophylum behandelt. Nach
dem gleichen Prinzip wie oben beschrieben, werden die Beziehungen dieser Cluster (Monophyla)
zueinander in einem Dreieck dargestellt, wobei jede Ecke eine Hypothese bezlglich der

wahrscheinlichen Schwestergruppenbeziehungen der maximal vier Cluster darstellt.

Beide Methoden des "likelihood mappings * finden fir die Datensatzen der Astacoidea Anwendung.

2.2.8Die 12S Datensatze der Branchiopoda und Astacida

2.2.8.1 Branchiopoda

In der vorliegenden Arbeit werden zwei Alignments des 12S rRNA Datensatzes fur die Parsimonie
Analysen und Maximum Likelihood Analysen der Branchiopoda erstellt. Ein Alignment folgt hierbei
strikt dem Parsimonie Prinzip und wird mit dem Programm POY berechnet, ein weiteres Alignment
wird visuell anhand der Sekundarstruktur erstellt (siehe auch Kapitel: 3.1.2.5), wobei die loop™’-
Bereiche (sofern in Lange zwischen den Taxa unterschiedlich) mit Clustal X (“default”) aligned

werden.

Fir die POY Analyse wird der 12S Datensatz zunachst in drei sinnvolle Teile geteilt, wobei jeder
Teilbereich mit einer ““stem’’-Halfte beginnt und endet. Die drei Teildatensatze werden im ersten
Schritt getrennt voneinander aligned, jeweils die klrzeste Schrittanzahl benétigend und im zweiten

Schritt zusammengesetzt.

Der erste Datensatz umfasst die ““stem™’-Halften 27°, 22’ und 31’, der zweite Datensatz erstreckt sich
von ““stem’” 32 bis 33’ und der letzte Datensatz von “stem”” 48 bis 32’ (Abbildung 5). Es sei an dieser
Stelle deutlich darauf hingewiesen, dass die Analyse der Sekundarstruktur fir diese Berechnung nur
zur sinnvollen Teilung des Datensatzes herangezogen wird. Die Berechnung der drei Datensatze

erfolgt nicht auf der Basis der sich innerhalb der Datensatze befindlichen Sekundarstrukturen.

Die POY Analysen werden mittels der Kommandokaskade ,maxtrees 10, fitchtrees, checkslop 10,
multibuild 10, treefuse, buildmaxtrees 5, treefuse, random 100, stopat 5 und minstop 3“ durchgefuhrt.
Aus den so ermittelten, gleich sparsamen Cladogrammen wird das "strict consensus”™ Cladogramm
mit der favorisierten Gewichtung 1:1:2 ermittelt (jack2hen.exe) errechnet. “"Decay’’ Indices (Bremer,
1994) werden mit dem Programm PHAST kalkuliert: , hold X, sub Y, find, bs®. AnschlieRend wird noch
eine Sensitivitatsanalyse durchgefiihrt, um die Stabilitdt einzelner Verzweigungen unter anderen

Gewichtungen zu Uberprifen (siehe Kapitel: 2.2.7.5.4).
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2.2.8.2 Astacida

Der 12S rRNA Datensatz der Astacida wird mit dem Programm Clustal X (*"default™”) aligned und
visuell bezuglich der korrekten Positionshomologien anhand der Sekundarstruktur der dritten Doméne
Uberpriift.

2.2.9Erstellung der Nukleotidalignments der proteincodierenden

Gene der Branchiopoda und Astacida

Die proteinkodierenden Bereiche der Gene EF-1a. der Branchiopoda und cox1 der Astacida werden
ohne Ambiguitaten aligned, insofern stellt sich hier die Frage nach dem ,richtigen® Alignment nicht. Es
wird das Programm Clustal X unter ““default”” Optionen angewendet. Wahrend der Datenerhebung
offenbarte sich die Existenz kleiner hochvariabler Introns im Gen EF-1a der Branchiopoda. Eine
Homologisierung der Intronsequenzen lasst sich allerdings nicht rechtfertigen, daher werden die

Intronsequenzen vor der Erstellung des Alignments entfernt.
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3 Einzelstudien

Die in dieser Arbeit untersuchten Fragestellungen werden mehrteilig unter unterschiedlichen Aspekten
dargestellt. Die beiden Hauptabschnitte présentieren die Resultate der phylogenetischen
Untersuchungen der Phyllopoda (Branchiopoda) und der Astacoidea (Astacida) mit jeweils einer
Einleitung zur Organismengruppe, den dazugehérigen Analysen und einer Diskussion. Die Analysen
sind jeweils unterteilt in die computerkladistischen Einzelanalysen der Gene und den Analysen der
kombinierten Datensatzen. Alle Analysen werden unter Parsimonie und Maximum Likelihood Kriterien
und im Fall der Phyllopoda mit verschiedenen Alignmentmethoden dargestellt. Im Abschnitt
Phyllopoda werden zuséatzlich die Resultate der Sekundarstrukturanalyse der 12S rRNA beschrieben
und ein auf dieser Basis erstelltes Alignment mit der anschlieRenden computerkladistischen
Auswertung den anderen Ergebnissen gegenubergestellt. Die im Gen EF-1a existierenden Introns

werden bezuglich ihrer Position gesondert betrachtet.

3.1 TEIL A: Die Branchiopoda

3.1.1Einleitung - Historie der Hypothesenbildung

Die Branchiopoda, auch BlattfuRkrebse genannt, sind mit ca. 800 beschriebenen Arten weltweit
verbreitet. Das bislang alteste bekannte Fossil, Rehbachiella kinnekullensis (Anostraca), das in den
sudschwedischen Fundschichten "Orsten" entdeckt wurde, wird auf das Obere Kambrium vor ca. 500
Millionen Jahren datiert (Walossek, 1993).

Das Taxon Branchiopoda vereinigt in der traditionellen Classifikation vier rezente Gruppen: Die
Anostraca (Feenkrebse), Notostraca (Ruckenschaler), Conchostraca (Muschelschaler) und Cladocera
(Wasserflohe). Sie sind vermutlich marinen Ursprungs, die meisten Vertreter sind aber schon vor
langer Zeit ins SiRwasser ausgewichen. Dieser Habitatwechsel wurde wahrscheinlich durch
rauberische Fische ausgeldst (Kerfoot & Lynch, 1987). Seitdem leben einige Gruppen der
Branchiopoda, wie Anostraca, Notostraca und Conchostraca, in temporaren Sif3gewassern wie z.B.
Tumpel und Laken. Diese sehr instabilen Habitate, die durch periodisches Austrocknen oder
Ausfrieren gekennzeichnet sind, erfordern ein hohes Mal} an Anpassung an z.B. Temperaturtoleranz
oder auch wechselnden Sauerstoffgehalt. So kénnen bespielsweise die Eier von Triops cancriformis
(Notostraca) mehrere Jahrzehnte im Trockenschlamm ,lberleben". Bei erneut eintreffenden giinstigen
Bedingungen wie Regen und Temperaturoptima, beginnt die Entwicklung der Embryonen, sodass mit
dem Schlipfen der Larven ein neuer Lebenszyklus beginnt. Die meisten Arten der Cladocera
(Wasserflohe) leben dagegen in permanenten Sif3gewassern, einige Vertreter sogar in marinen

Gewassern.
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Branchiopoda erndhren sich durch Filtration von z.B. Detritus oder Algen aus dem freien Wasser.

Einige Vertreter der Cladocera leben rauberisch (z.B. Bythotrephes oder Leptodora).

Schon bei oberflachlicher Betrachtung der Morphologie unterscheiden sich die einzelnen
Branchiopoden-Taxa erheblich voneinander. So haben die Notostraca einen schildférmigen, platten
Carapax, wahrend die Conchostraca und Cladocera einen zweiklappigen oder muschelférmigen
Carapax besitzen. Die Conchostraca werden durch ihren Carapax fast vollstdndig umhullt, wahrend
der Carapax bei den Cladocera den Rumpf umschlie3t oder sehr stark reduziert ist und haufig als
Brutbeutel fungiert. Die Anostraca besitzen keinen Carapax, wobei nicht geklart ist, ob der Carapax
nie angelegt war oder ob es sich um eine vollige sekundare Reduktion handelt. Laut (Ax, 1999)
bestehen keine Indizien flir eine sekundare Reduktion, sodass man das Fehlen eines Carapax (wie
auch bei den Cephalocarida) als plesiomorph bewerten misse. Innerhalb der einzelnen
Branchiopoden-Taxa, ausgenommen bei den Cladocera, ist die Morphologie sehr konserviert. So
gleichen z.B. die rezenten Arten der Notostraca und Conchostraca weitestgehend den fossilen
Funden aus dem Silur (Walossek, 1993). Auch die rezenten Anostraca verfligen uber einen sehr
konservierten Phanotyp. Morphologisch unterscheiden sie sich allerdings erheblich von den
Phyllopoda, da sie keinen Carapax besitzen. Das ausgestorbene Taxon Rehbachiella kinnekullensis,
welches einen Carapax aufweist, wird von Walossek (Walossek, 1995) allerdings als Vertreter der
Stammlinie der Anostraca gewertet. Insofern muss das Fehlen eines Carapax bei den Anostraca als

sekundarer Verlust gewertet werden.

Im Gegensatz zu allen anderen Hauptgruppen der Branchiopoda erfahren die Vertreter der Cladocera
eine enorme morphologische Vielfalt, was die Bewertung der verwandtschaftlichen Verhaltnisse der

Taxa zueinander in der Vergangenheit sehr erschwerte.
Phylogenie

Die Branchiopoda werden von den meisten Autoren als monophyletisch anerkannt, was auf
morphologischen (Wingstrand, 1978;Walossek, 1995;Negrea et al., 1999) und auch jiingeren
molekularen Analysen (Spears & Abele, 2000) beruht (Abbildung 1 A). Es sei jedoch erwahnt, dass
von (Ax, 1999) eine entgegengesetzte Auffassung vertreten wird: In seinem Buch ,Das System der
Metazoa, Band 2“ werden die Branchiopoda als paraphyletisch gewertet, mit den Anostraca
gegeniber den verbleibenden Phyllopoda. Die Phyllopoda bilden, laut Ax, ein
Schwestergruppenverhaltnis mit den Malacostraca (Abbildung 1 B). Auch Preuss wies schon 1951
darauf hin (Preuss, 1951), dass die Branchiopoda haufig nur aufgrund plesiomorpher Merkmale als
geschlossene Abstammungsgemeinschaft beschrieben wurden - ein Vorgehen, das nach

phylogenetischer Methode unzulassig ist.

Heutige phylogenetische Rekonstruktionen innerhalb der Branchiopoda gehen auf das von Calman
(1909) aufgestellte System zurlick . Dieses System gruppiert die branchiopoden Crustacea in vier
Ordnungen: Die Anostraca, Notostraca, Conchostraca und die Cladocera. Notostraca, Conchostraca
und Cladocera werden zu dem gut begriindeten Monophylum Phyllopoda zusammengefal3t (Olesen,

1998) und den Anostraca als Schwestergruppe gegeniibergestellt (Walossek, 1995). Als Apomorphie
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der Phyllopoda gelten z.B. die versenkten, eng zusammen stehenden Komplexaugen in der Mitte der

Kopfoberflache; im Gegensatz dazu haben die Anostraca gestielte Komplexaugen.

Uber die phylogenetischen Beziehungen innerhalb der Phyllopoda entstanden in den letzten
Jahrzehnten kontroverse Diskussionen. Die wesentlichen hier im Folgenden beschriebenen
Diskussionspunkte sind in Abbildung 1 C-D dargestellt. Als Schwerpunkte sind hier die traditionell als
Monophyla angesehenen Conchostraca und Cladocera zu nennen: Obwohl einige Autoren auf die
enormen Unterschiede innerhalb der Conchostraca (Laevicaudata und Spinicaudata) hinweisen
(Linder, 1945;, werden beide Subtaxa traditionell zu den Conchostraca vereinigt. Die Taxa
Anomopoda, Ctenopoda, Haplopoda und Onychopoda werden in der traditionellen Sichtweise zum
Monophylum Cladocera zusammengefal3t. Da aber innerhalb der Cladocera eine enorme Diversitat
besteht, bekamen auch die Teiltaxa Anomopoda, Ctenopoda, Onychopoda und Haplopoda von Fryer
(Fryer, 1987b) den Status von Ordnungen. Nach Fryers eingehender Analyse aller Branchiopoden
Teiltaxa (Fryer, 1987a) wurden von ihm 10 Ordnungen benannt, phylogenetische Beziehungen der
einzelnen Taxa zueinander bezeichnet er jedoch nicht.

. Anostraca

. Lipostraca (1) '

. Notostraca

. Kazacharthra (t) '

. Spinicaudata

. Laevicaudata

. Anomopoda

. Ctenopoda

. Onychopoda
10. Haplopoda

O©COoONOOOPWN =

Walossek (1993;1995) beschreibt zwei Hauptlinien innerhalb der Phyllopoda: Die Calmanostraca (das
Taxon vereinigt die Notostraca und die ausgestorbenen Kazacharthra) und die Onychura
(Conchostraca und Cladocera) als Schwestergruppe zu den Calmanostraca. Mit diesem System folgt
er einer schon durch Gerstaecker (1866-1979) formulierten Idee, dass Conchostraca und Cladocera
zusammen ein Monophylum bilden. Gerstaecker fasst beide Gruppen als Diplostraca zusammen; der
von Walossek verwendete Begriff ,Onychura" wird erstmals 1934 von Eriksson (1934) eingefiihrt.

Onychura und Diplostraca werden als Synonyme verwendet.

' Die als ausgestorben geltenden Taxa Lipostraca und Kazacharthra werden hier der Vollstandigkeit wegen erwahnt. Die
Lipostraca bilden die Schwestergruppe zu den rezenten Anostraca, wahrend die Kazacharthra die Schwestergruppe zu den
Notostraca bilden. In der hier vorliegenden Analyse und Stammbaumrekonstruktionen werden ausschlieflich rezente Arten
analysiert.
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Abbildung 1: Hypothesen (ber die Verwandtschaftsbeziehungen der Branchiopoda und innerhalb der Phyllopoda
(Branchiopoda). (A) Hypothese der Monophylie der Branchiopoda auf der Basis von 18S rDNA Daten (Spears &
Abele, 2000). (B) Hypothese der Paraphylie der Branchiopoda nach (Ax, 1999). (C) Verwandtschaftliche
Beziehungen innerhalb der Phyllopoda unter Einbeziehungen fossiler Daten nach Walossek (1995). (D) Die
Paraphylie der Spinicaudata; 18S rDNA Daten (Spears & Abele, 2000). (E und F) Gegenséatzliche Hypothesen
der Beziehungen innerhalb der Cladocera bezliglich der Stellung der Haplopoda, (E) das Gymnomera- Konzept
und (F) das Leptodorida- Konzept (Negrea et al., 1999). Das Leptodorida- Konzept entspricht beziiglich der
Namensgebung dem Eucladocera- Konzept (Spears & Abele, 2000).

Hervorgerufen durch die unklaren Beziehungen der Laevicaudata und Spinicaudata (Conchostraca),
(Martin & Cash-Clark, 1995;0lesen et al., 1996) und der vier Teiltaxa der Cladocera (Schminke, 1996)
innerhalb der Phyllopoda, wurde auch das Monophylum ,Diplostraca“ immer wieder hinterfragt. Durch
molekulare Analysen der 18S rDNA (Spears & Abele, 2000) und der 18S rRNA Sekundarstruktur der
V4 und V7 Regionen (Crease & Taylor, 1998) wird eine Paraphyly der Conchostraca unterstitzt.
Demnach sind die Spinicaudata paraphyletisch, da Cyclestheria hislopi (einziger rezenter Vertreter der
Cyclestheriidae und traditionell zu den Spinicaudata gehdrig) Schwestertaxon zu den Cladoceren ist.
daher

Konsequenterweise mull Cyclestheria hislopi aus den verbleibenden Spinicaudata

ausgeschlossen werden; das Monophylum Spinicaudata wiirde damit zerfallen (Abbildung 1D). Dieses
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Konzept wird auch von Ax (1999) favorisiert, der Cyclestheria hislopi und die Cladoceren als
monophyletisch begriindet und den Namen Cladoceromorpha vorschlagt. Die Cladoceromorpha

werden den verbleibenden Spinicaudata als Schwestergruppe gegenubergestellt.

Die Stellung der Laevicaudata innerhalb der Phyllopoda ist ungewiss. Fryer (1987a) deutet zwar
einerseits auf die oberflachlich betrachtete Ahnlichkeit der Laevicaudata und der Spinicaudata hin und
spricht damit insbesondere den zweiklappigen Carapax an, der die Tiere fast oder vollstdndig umhdllt,
wertet aber die meisten in der Literatur angefiihrten potentiellen Apomorphien, die fir ein
Schwestergruppenverhaltnis der Laevicaudata zu den Spinicaudata sprechen, als Konvergenzen.
Botnariuc (1947) wies auf die dhnlichen Strukturen des ersten Rumpfbeinpaares bei den Mannchen
beider Taxa hin. Dieses Beinpaar fungiert als Greiforgan wahrend der Kopulation. Er betont allerdings
die unterschiedliche Entwicklung dieses Greiforgans und bewertet es deshalb als konvergent. Im
Gegensatz dazu steht wiederum die unterschiedliche Anordnung der Antennenmuskulatur bei
Laevicaudata und Spinicaudata. Die Anordnung der Muskulatur der Laevicaudata weist gewisse
Ahnlichkeiten zu der Anordung in den Cladocera auf (Fryer, 1987a). Einer morphologischen Analyse
zufolge kamen Negrea et al. (1999) zu dem Resultat, dass die Laevicaudata Schwestergruppe zu den
Spinicaudata (ohne Cyclestheria hislopi) sind. Molekulare Analysen der 18S rDNA zur Stellung der

Laevicaudata sind wiederum ohne Auflésung (Spears & Abele, 2000).

Schon (1876) wurde von Claus die Hypothese aufgestellt, dass die Cladocera moglicherweise durch
Neotenie aus verschiedenen Conchostraca Linien hervorgegangen sein kdnnten . Die Konsequenz
ware, dass die Conchostraca paraphyletisch und die Cladocera polyphyletisch sind (Schminke,
1981;1996). Bezogen auf die Cladocera betont Fryer (1987b) die immensen morphologischen
Unterschiede zwischen den vier Gruppen Anomopoda, Ctenopoda, Haplopoda und Onychopoda und
kommt zu dem Ergebnis, dass die Cladocera keine geschlossene taxonomische Einheit bilden. Martin
und Cash-Clark (1995) hingegen postulieren die Monophyly der Cladocera und nehmen an, dass die
Stammart ein cyclestheriiden-artiger Vorfahre war. Die Annahme der Monophylie der Cladocera wird
auch durch neue morphologische und molekulare Analysen gestiitzt (Olesen, 1998;Negrea et al.,
1999;0lesen, 2000;Spears & Abele, 2000).

Die Schwestergruppenbeziehungen innerhalb der Cladocera werden seit einigen Jahrzehnten
kontrovers diskutiert. Mordukhai-Boltovskoi (1968) ging sogar soweit, anzunehmen, die Subtaxa
Onychopoda und Haplopoda seien mdglicherweise keine Branchiopoda. Die Annahme begriindet sich
auf das Fehlen der typischen blattartigen Thoracopoden mit Epipoditen, die als Atmungsorgane
fungieren. Diese Hypothese ist jedoch eine Ausnahme. Im allgemeinen ist akzeptiert, dass die
Subtaxa Anomopoda, Ctenopoda, Haplopoda und Onychopoda dem Taxon Branchiopoda angehéren.
So wird einerseits durch morphologische und molekulare Daten die Hypothese gestitzt, dass
Onychopoda und Haplopoda Schwestergruppen sind (Abbildung 1 E), die zusammen als Gymnomera
bezeichnet werden (Olesen, 1998;Schwenk et al., 1998;Taylor et al, 1999;Richter et al.,
2001;Braband et al., 2002), andererseits werden die Haplopoda den verbleibenden drei Subtaxa als
Schwestergruppe gegenuber gestellt und als Eucladocera zusammengefal’t (Eriksson,
1934;Wingstrand, 1978;Bowman & Abele, 1982;Spears & Abele, 2000) bzw. als Leptodorida
bezeichnet (Negrea et al., 1999) (Abbildung 1D und F). Letztere Hypothese stiitzt sich auf den
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Entwicklungsmodus der Haplopoda (Leptodora kindtii ist die einzig bekannte, rezente Art des Taxons)

mit frei schwimmenden Larven versus der direkten Entwicklung der anderen Cladoceren.

Die Anomopoda und Ctenopoda werden als zweite Entwicklungslinie diskutiert und bilden nach den
Ergebnissen von Negrea et al. (1999) ein Schwestergruppenverhaltnis (Calyptomera). Dieses
Ergebnis steht im Gegensatz zu den Befunden von Martin und Cash-Clark (1995), die eine basale
Stellung der Ctenopoda innerhalb der Cladocera favorisieren. DNA-Daten der mitochondrial codierten

grofRen ribosomalen Untereinheit (16S) unterstitzen letztere Hypothese (Schwenk et al., 1998).

Die hier nur im Ansatz beschriebene Historie von Hypothesenbildungen zur Phylogenie der
Branchiopoda und der dazugehérenden Gruppen ist in Abbildung 1 zusammenfassend dargestellt. Die
Klarung der Stellung der Laevicaudata und Spinicaudata im System der Phyllopoda und deren
Beziehung zu den Cladocera betrifft im erheblichen Mal die Existenz eines Monophylums Diplostraca
(Spinicaudata + Laevicaudata + Cladocera), schlie3t aber zunachst nicht die Monophyla der einzelnen

Teiltaxa mit ein.

Desweiteren sind die verwandtschaftlichen Beziehungen innerhalb der Cladocera nach wie vor
ungeklart. Dies betrifft die beiden kontroversen Hypothesen der Eucladocera (Leptodorida) und das

Gymnomera Konzept.

Folgende Fragestellungen bezlglich der Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der Phyllopoda
werden anhand des mitochondrialen Gens 12S rRNA, des kerncodierten Gens EF-1a nebst seiner
Intronpositionen und einer Analyse der Sekundarstruktur der 3. Domane der kleinen ribosomalen

Untereinheit betrachtet:

1. Die Wahl der Aussengruppe zur Klarung der verwandtschaftlichen Beziehungen innerhalb

der Phyllopoda.

2. Sind die vier Haupttaxa innerhalb der Phyllopoda, die Notostraca, Laevicaudata,

Spinicaudata, Cladocera, monophyletisch?

3. Welche Hypothese bezlglich der verwandtschaftlichen Beziehungen der Haupttaxa

zueinander kann durch die Datensatze favorisiert werden? Das heifl3t im Einzelnen:

e Kann ein Taxon Diplostraca (Spinicaudata, Laevicaudata, Cladocera) durch die Daten gestutzt

werden?
¢ Sind die Conchostraca (Laevicaudata + Spinicaudata) monophyletisch?
e Welche phylogenetische Stellung nimmt Cyclestheria hislopi innerhalb der Phyllopoda ein?

e Sind die Cladoceromorpha (C. hislopi + Cladocera) monophyletisch und damit die

Spinicaudata im traditionellen Sinn (incl. C. hislopi) paraphyletisch?

e Sind die drei Taxa der Cladocera (Anomopoda, Ctenopoda und Onychopoda)

monophyletisch?
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e Welche Beziehungen innerhalb der Cladocera, insbesondere bezliglich der Stellung der
Haplopoda (Eucladocera/Leptodorida- respektive Gymnomera- Konzept), werden durch die
Daten gestutzt?

3.1.2Ergebnisse

3.1.2.1 Die Frage der AuBengruppe fiur die Phyllopoda (Branchiopoda)

Um einen Beitrag zur Klarung der Probleme innerhalb der Phyllopoda zu leisten, ist zunachst die
Frage nach der AuRengruppenwahl zu stellen. Dies betrifft ganz entscheidend die Frage, ob die
Branchiopoda (Anostraca und Phyllopoda) monophyletisch sind bzw. in welcher Beziehung die
Anostraca zum gut begriindeten Monophylum der Phyllopoda stehen. Da das hier verwendete Gen
12S rRNA sehr variable Regionen aufweist, sollte die AuRengruppe in recht naher Verwandtschaft zu
den Phyllopoda stehen. Zur Klarung wird hier ein Cladogramm auf der Basis von 12
Aminosduresequenzen des mitochondrialen Genoms gezeigt. Als Basis wird ein Alignment (Hwang et
al., 2001) aus der EBI Datenbank (ftp:/ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/embl/align) genutzt und mit den
Aminosauresequenzen der Proteine ND6, ND5, ND4, ND4L, ND3, ND2, ND1, cytb, cox I, cox Il, cox lll

und ATP 6 fir folgende Arten mit dem Alignmentprogramm Clustal X erganzt:

e Narceus annularus (Myriapoda; Diplopoda), (Lavrov et al., 2002), (NC003343)

e Thyropygus sp. (Myriapoda; Diplopoda), (Lavrov et al., 2002), (NC003344)

e Tetrodontophora bielanensis (Collembola), (Nardi et al., 2001), (NC002735)

e Platynereis dumerilii (Annelida; Polychaeta), (Boore & Brown, 2000), (NC000931)

e Panulirus japonicus (Crustacea; Malacostraca), (Yamauchi et al., 2002), (NC004251)
o Tigriopus japonicus (Crustacea; Maxillopoda), (Machida et al., 2002), (NC003979)

e Triops cancriformis (Branchiopoda; Phyllopoda), (Umetsu et al., 2002), (NC004465)

Abbildung 2 zeigt eine Gegenuberstellung der Maximum Likelihood Analyse ("'strict” consensus’’,
siehe auch Kapitel: 2.2.7.3) und der Parsimonie Analyse der mitochondrialen Proteinsequenzen. Fir
die Maximum Likelihood Berechnung wurde das Modell mtRev24+T'4 (Adachi & Hasegawa, 1996)
verwendet. Diese Berechnungsgrundlage, sowie die Wahl der Auflengruppen folgt den Angaben der
Autoren (Hwang et al., 2001). Die Parsimonie Analyse (" heuristic search, TBR branch swapping”’)
ohne Gewichtung einzelner Merkmale resultierte in einem kirzesten Baum mit einer Schrittldnge von
12077. Die “"bootstrap”” Analyse wurde mit 1000 Replikaten durchgefihrt.

Bezuglich der Branchiopoda sind beide Analysen inkongruent. Die ML Analyse (Abbildung 2A) zeigt
mit hoher Unterstiizung eine Paraphylie der Branchiopoda mit dem Maxillopoden Tigriopus japonicus
als Schwestergruppe zu den Anostraca (vertreten durch Artemia franciscana), die Parsimonie Analyse

(Abbildung 2B) favorisiert dagegen ein Monophylum Branchiopoda, allerdings nur maRig unterstuitzt.
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Dennoch geht aus den Analysen eine ndhere Verwandtschaft der Anostraca und Phyllopoda
zueinander hervor, als zu den Malacostraca, die von Ax (1999) als Schwestergruppe der Phyllopoda
hypothetisiert werden. Darliber hinaus zeigen beide Analysen die Paraphylie der Crustacea. Dies soll

allerdings in dem hier gezeigten Rahmen nicht néher diskutiert werden.

In Abbildung 3 wird die phylogenetische Analyse des Gens EF-1a dargestellt. Die Wahl der
AuRengruppe richtete sich fiir diese Berechnung nach der Verfligbarkeit von Daten in der Genbank.
Es wurde jeweils an Limulus polyphemus (Chelicerata, U90051, Regier & Shultz, 1997) und Scutigera
coleoptrata (Myriapoda, AF251763-67, Carapelli et al., 2000) gewurzelt. Der Maxillopode Eurytemora
affinis (Copepoda, AF063408, Regier & Shultz, 1998) wurde bezlglich seiner méglichen naheren
verwandtschaftlichen Beziehungen zu den Branchiopoda, bzw. Artemia spec. (Anostraca) mit in die
Berechnungen aufgenommen. Die ML Analyse (Abbildung 3A) wurde mit dem Modell TN+I'8
durchgefiihrt. Die Grundlage fir die Parsimonie Berechnung (Abbildung 3B) sind: "heuristic search™’,

“TBR branch swapping”” mit einer ““bootstrap”” Analyse von 1000 Replikaten.

Sowohl die Parsimonie- als auch die Maximum Likelihood Analyse weisen die Branchiopoda als
Monophylum aus. Die Unterstiitzung ist allerdings mit knapp Uber 50 % in beiden Analysen als relativ
gering anzusehen. Die Phyllopoda werden dagegen in beiden Analysen gut unterstitzt (QP 76 % und

BA 96 %), sodass von einer Monophylie der Phyllopoda ausgegangen werden kann.

Die Analyse der mitochondrialen Proteinsequenzen und die des Gens EF 1-a zeigen
Ubereinstimmend eine nahere Verwandtschaft der Anostraca zu den Phyllopoda. Die Monophylie der
Branchiopoda findet nur geringe Unterstitzung, wird allerdings ebenfalls von mehreren
morphologischen (Wingstrand, 1978;Walossek, 1993;1995) und auch molekularen Studien (Regier &
Shultz, 1997;Giribet & Ribera, 2000;Spears & Abele, 2000;Giribet et al., 2001) einheitlich unterstitzt.

Fir alle weiteren phylogenetischen Analysen bieten sich als Aul’engruppe daher die Anostraca an.
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Abbildung 2: Phylogenetische Analyse der Arthropoda eines kombinierten Datensatzes, bestehend aus 12
Aminosauresequenzen mitochondrialer Proteine zur Wahl einer geeigneten Aussengruppe fir die Phyllopoda
(Branchiopoda). Die Alignmentlange betragt 2560 Merkmale. (A) *"Strict consensus’ Dendrogramm aus 212
Quartet-Puzzle-Topologien (Maximum Likelihood) mit einer Wahrscheinlichkeit von logL. -61583.46.
Zugrundegelegtes Modell: mtREV24+I4. Es wurden insgesamt 632 Topologien getestet, davon waren 211
Topologien nicht signifikant schlechter als der “best ML"" (logL. —-61527.90). Astlangen und "likelihood” vom
“strict consensus’” Dendrogramm wurden als “"user tree”” berechnet. Der Consensus wurde mit dem Programm
Phylip Vers. 3.5c generiert. Die Unterstiitzung der Dichotomien beziehen sich auf die Anzahl der in den 212
Topologien gefundenen Splits (in %). (B) ""Most parsimonious”” Cladogramm mit 12077 Schritten (Paup Vers. 4).
Es wurde keine Gewichtung der Positionen vorgenommen. Die “bootstrap™™ Analyse (1000 Replikate) wurde
separat durchgefihrt und ist an den entsprechenden Dichotomien vermerkt (>50%). Farbliche Markierungen der
Crustacea- Taxa: Branchiopoda (hellgelb), Malacostraca (mittelgelb) und Maxillopoda (dunkelgelb). Die

AuRengruppen (grau) sind H. sapiens, X. laevis (beide Deuterostomia), K. tunicata (Mollusca), L. terrestris und P.
dumerilii (Annelida).
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Abbildung 3: Phylogenetische Analyse des Gens EF-1a einiger Branchiopoda- Spezies und aus der Datenbank
verfiigbarer AulRengruppen zur weiteren Eingrenzung einer geeigneten AuRengruppe bezlglich der Anostraca
und oder Maxillopoda. Das Alignment umfasst 942 Nukleotidpositionen. (A) Quartet- Puzzle- Dendrogramm
('50% majority rule’”) mit einer Wahrscheinlichkeit von logL. —5450.00 unter dem Modell TN+I'8. Der "QP-
support” (>50%) ist an den Dichotomien angegeben. (B) “Strict consensus’~ Cladogramm von 2 gleich
sparsamen Topologien mit je 1047 Schritten. Es wurde keine Gewichtung der 304 Parsimonie- informativen
Positionen vorgenommen. Die ““bootstrap”” Berechnung (1000 Replikate) wurde separat durchgefiihrt und sind
ebenfalls vermerkt. Verwendete Programme fir die Parsimonie Analyse: Nona, Winclada. Farbliche
Markierungen: Maxillopoda E. affinis (rot), Branchiopoda (gelb), Phyllopoda (hellgelb). Aufiengruppen: L.
polyphemus (Chelicerata) und S. coleoptrata (Myriapoda).

44



3.1.2.2 Die phylogenetische Analyse der Phyllopoda mit der AuRen-

gruppe Anostraca

Trotz der universell einsetzbaren PCR-Primer kam es in einigen Fallen vor, dass die gewunschten
Genbereiche in nur so geringer Menge amplifiziert werden konnten, dass auch eine Aufkonzentration
der PCR nicht ausreichend gewesen ware, um das Produkt direkt zu sequenzieren. In diesen seltenen
Fallen erwies sich eine Klonierung als sinnvoll. Es wurden folgende Produkte kloniert: 12S von

Leptodora, Ceriodaphnia, Evadne und Polyphemus.

Insgesamt sind fir die Branchiopoda 35 Taxa (12S rDNA) sequenziert. Der Datensatz umfasst 41

Taxa (inclusive weiterer sechs Taxa aus der Literatur, (Hanner & Fugate, 1997)).

3.1.2.3 Die Wahl eines zuverlassigen Alignments fir die 12S Analyse

(ohne Bertcksichtigung der Sekundarstruktur)

Der erste Schritt zur Durchfihrung einer phylogenetischen Analyse mit DNA- Daten ist die Erstellung
eines Alignments, d.h. einer Datenmatrix basierend auf den erhobenen Sequenzdaten. Diese Matrix
ist Ausgangspunkt fir eine Vielzahl von unterschiedlichen computercladistischen Methoden bzw.
Rechenalgorithmen wie z.B. Maximum Parsimonie oder Maximum Likelihood. Die Ergebnisse dieser
Berechnungen erméglichen, am Ende eine Aussage uUber das phylogenetische Signal eines
gewahlten Genabschnittes zur Bearbeitung eines Taxons zu treffen und die phylogenetischen

Beziehungen innerhalb dieses Taxons zu evaluieren.

Um einen besseren Einblick Gber beide Alignmentverfahren (Clustal X und POY) zu erhalten, wurde
die Auswirkung beider Alignments auf die "likelihood™ Werte unter dem Modell TN+ I'8 und auch der
Schrittanzahl unter Parsimonie Kriterien (NONA) zuvor getestet und miteinander verglichen. Das
Ergebnis dieses Vergleichs rechtfertigte die Verwendung des unter Parsimonie Kriterien maximierten
Alignments (1:1:2) fur die Maximum Likelihood Analysen. Dieser etwas ungewo6hnliche Weg wurde

gewahlt, um die Vergleichbarkeit der einzelnen Topologien zu gewahrleisten.

Tabelle 4 zeigt eine Gegenlberstellung eines in POY generierten Alignments mit einem
entsprechenden Alignment des Programms Clustal X (unter ““default”” Optionen). Beide Alignments

wurden als Basis flr eine Parsimonie- und eine Maximum Likelihood Analyse berechnet.

Far eine effizientere Nutzung von POY wurde der 12S Datensatz in drei Teile geteilt (Giribet, 2001).
Die Teilung des Datensatzes wurde auf der Basis der ribosomalen Sekundarstruktur vorgenommen,
d.h. jeder Datensatz beginnt und endet mit verhaltnismallig konservierten “stem’’-Bereichen. Um
diese “'stem’’-Regionen zu definieren wurden Informationen des Sekundarstrukturmodells flr Arfemia
franciscana (Van de Peer et al., 2000) aus der Antwerpener RNA Datenbank

(http://oberon.fvms.ugent.be) hinzugezogen. Obwohl die 12S der Branchiopoda fast vollstandig

sequenziert wurde, wurden nur ~380 bp phylogenetisch analysiert. Diese Sequenzen reprasentieren
hauptsachlich die dritte Domane (s. auch Abbildung 5). Eine Zuordnung der Sequenzen der ersten

und zweiten Domane zu charakteristischen ““stems™ und “loops”” des Modells war nicht méglich.
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Tabelle 4: Gegenuberstellung eines Clustal X (*"default”’-Optionen)- und eines POY Alignments (1:1:1) des 12S
Datensatzes der Branchiopoda. Die phylogenetischen Berechnungen wurden mit den Programmen Nona
(Parsimonie) und TREE-PUZZLE (ML) durchgefihrt.

Methode | Anzahl der Merkmale | Parsimonie-informative Anzahl der Schritte Log likelihood
Merkmale kiirzeste Topologie Modell: TN+I"8
Clustal X 410 280 2025 - 8011.51
POY 466 281 1863 -7778.04

Die Gesamtlange der Alignments unterscheidet sich in beiden Fallen um 56 Positionen. Das ergibt
sich durch Insertionen 56 zusatzlicher “"gaps”” in POY. Demgegeniber ist aber zu bemerken, dass die
Anzahl der Parsimonie-informativen Merkmale nahezu gleich bleiben (280 zu 281). Erwartungsgemaf
resultierte die Parsimonie Analyse des POY Alignments in einem kirzesten Baum mit deutlich weniger
Schritten, als das unter Zugrundelegung des Clustal X Alignments der Fall war. Interessanterweise
ergibt das POY Alignment auch unter Maximum Likelihood Kriterien ein signifikant wahrscheinlicheres
Dendrogramm als das Clustal X Alignment. Wegen dieser wesentlich hdheren Wahrscheinlichkeit liegt
auch dem dargestellten Dendrogramm, welches unter Maximum Likelihood Kriterien errechnet wurde,

das 12S Alignment des Programmes POY zugrunde.

3.1.2.4 Die 125 rDNA Analyse

In Abbildung 4 ist die beste Maximum Likelihood Analyse (A) und das strikte Consensus-Cladogramm
der Parsimonie Analyse (B) von 35 Phyllopoda Taxa und 6 Anostraca Spezies als Aussengruppe
dargestellt. Zur Berechnung der ML Topologie wurde das Modell TN+I'8 zugrundegelegt. Die beste
ML Analyse wurde mittels des Kishino-Hasegawa-Tests aus 10.000 intermedidren *"Quartet-Puzzling-
steps”” (QP) ermittelt (siehe Kapitel: 2.2.7.5.3) und hat eine Wahrscheinlichkeit von logL —7778.04. Die
Unterstiitzung der einzelnen Aste wird als “"QP-support”™” gezeigt und ermittelte sich aus den zuvor

errechneten QP-Schritten. Es wurden nur die Werte > 50 % angegeben.

Fir die Parsimonie Analyse wurde das favorisierte Gewichtungsschema (1:1:2) genutzt und resultierte
in drei gleich sparsamen ““most parsimonious trees”” mit jeweils 2126 Schritten. Abbildung 4B zeigt
den strikten Consensusbaum. Die Unterstlitzungen der Dichotomien wird einerseits mit ““decay””
Indices belegt, andererseits befinden sich fir die jeweiligen Gewichtungsschemen der

Sensitivitatsanalyse Symbole an den Verzweigungen (siehe Kapitel: 2.2.7.5.4).

Die Ergebnisse beider Analysen sind im wesentlichen kongruent bezlglich der Monophyla der
Phyllopodenhaupttaxa. Die Monophyla der Notostraca, Laevicaudata und Spinicaudata (exclusive
Cyclestheria hislopi) werden in der Maximum Likelihood Analyse (*"QP-support™ fiir Spinicaudata
ohne C. hislopi 67 %, Notostraca 80 % und Laevicaudata 96 %), sowie mit den meisten Gewichtungen
der Sensitivitdtsanalyse in der Parsimonie Analyse unterstitzt (""decay’” Index fir Matrix 1:1:2 = 11 fur

Spinicaudata, exclusive C. hislopi, 22 fir Notostraca und 20 fir Laevicaudata). Eine sichere
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Monophylie der Cladocera wird durch keine der beiden Analysen unterstiitzt, wohl aber der
Cladoceromorpha (Cladocera + Cyclestheria hislopi). Auch dieses Monophylum wird mit einem hohen
““decay’” Index (11) belegt. Eine nahere Verwandtschaft von C. hislopi und den Spinicaudata, wie es
das traditionelle Spinicaudata Konzept fordert, findet weder in der ML Analyse noch in irgendeiner
Sensitivitatsanalyse unter Parsimonie Kriterien Unterstiitzung. Ein Schwestergruppenverhaltnis der
Spinicaudata (ohne C. hislopi) und den Cladoceromorpha wird dagegen in beiden Analysen
unterstutzt, wobei der ““decay’” Index mit 11 recht hoch ist, der “"QP-support™” allerdings unter 50 %
liegt. Die Astlangen der Phyllopoda (0,392), Laevicaudata (0,294), Notostraca (0,199) und auch
Cladoceromorpha (0,223) in der ML Analyse zeigen im Gegensatz zu den Langen innerhalb der
Cladoceromorpha (0,137-0,004) und der Spinicaudata (0,050) eine relativ hohe Anzahl an

Substitutionen pro Zeiteinheit.

Die Abstammung der Laevicaudata ist in beiden Analysen inkongruent. Die ML Analyse zeigt ein nicht
signifikantes Schwestergruppenverhaltnis (< 50%) von Laevicaudata und Notostraca. Dieses Ergebnis
wurde, ebenfalls nur gering unterstitzt, auch in einigen Analysen der 18S rDNA erzielt (Spears &
Abele, 2000). Die direkte Optimierung der Parsimonie Analyse (PQOY) favorisiert dagegen unter drei
verschiedenen Gewichtungsschemen eine basale Stellung der Laevicaudata als Schwestergruppe zu
allen Ubrigen Phyllopoda. Die Parsimonie Analyse unter der Gewichtung 1:2:2 unterstitzt, ebenso wie
die ML Analyse, das Schwestergruppenverhaltnis zwischen Notostraca und Laevicaudata (Parsimonie
Cladogramm  hier nicht gezeigt). In keiner der Analysen konnte jedoch ein
Schwestergruppenverhaltnis der Laevicaudata zu den Spinicaudata (Walossek, 1995), und Cladocera
bzw. Cladoceromorpha gezeigt werden. Somit kann anhand der mitochondrialen 12S rDNA Analyse
ein Monophylum der Diplostraca (Laevicaudata + Spinicaudata + Cladocera, respektive

Cladoceromorpha) nicht unterstiitzt werden.

Fir die wesentlichen hier zu erérternden Fragen der Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der
Cladoceren-Taxa zeigen beide Analyseverfahren kongruente Ergebnisse. Die Ctenopoda und auch
die Onychopoda werden sowohl in der ML Analyse, als auch in allen finf Gewichungsschemata
Ubereinstimmend als Monophylum gezeigt. Eine Monophylie der Anomopoda wird dagegen nicht
unterstutzt. In dieser Studie erscheinen sie paraphyletisch. Dies betrifft auch das verwandtschaftliche
Verhaltnis von Cyclestheria hislopi zu den Cladocera. Beide Berechnungen unterstitzen das
Cladoceromorpha- Konzept, wonach Cyclestheria hislopi in naherer Verwandtschaft zu den Cladocera
steht als zu den verbleibenden Spinicaudata. Die Cyclestheridae haben allerdings ein
Schwestergruppenverhaltnis zu den Chydoridae (Eurycercus lamellatus und Pseudochydorus
globosus). Dieses Resultat zeigt sich in der ML Analyse und in der Parsimonie Analyse mit der
favorisierten Gewichtung 1:1:2. Es sei jedoch erwahnt, dass durch die Gewichtungen 1:2:2 und 1:2:4
eine Schwestergruppenbeziehung von Cyclestheria hislopi zu den in diesen Fallen monophyletischen
Cladoceren unterstitzt wird. Die inkongruenten Ergebnisse der Sensitivitdtsanalyse zeigen zumindest,
dass eine Monophylie der Cladocera anhand dieses Datensatzes nicht gezeigt werden kann. Die
Resultate bezliglich der Stellung von Leptodora kindtii innerhalb der Cladocera (Gymnomera- versus
Eucladocera- Konzept) zeigen (bereinstimmend die Monophylie der Gymnomera mit einem

Schwestergruppenverhaltnis von L. kindti zu den Onychopoda. Das Verhaltnis wird durch zwei
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Gewichtungen, und mit einem DI von 2 in der Parsimonie Analyse und <50% (QP) in der ML Analyse
allerdings nur schwach bzw. nicht signifikant unterstiitzt. In diesem Zusammenhang erscheint es
interessant zu erwahnen, dass die Ctenopoda als Schwestertaxon zu den Gymnomera in beiden
Analysen favorisiert werden, in der Parsimonie Analyse sogar mit relativ hoher Unterstitzung (drei
Gewichtungen, DI 7). Morphologische Analysen unterstitzen eher eine basale Stellung der
Ctenopoda als Schwestergruppe zu den Anomopoda + Gymnomera (Martin & Cash-Clark, 1995).
Innerhalb der Anomopoda, die hier nicht als monophyletisch gezeigt werden, ist das Monophylum

Daphniidae in der Parsimonie Analyse gut unterstitzt (vier Gewichtungen, DI 7).

Innerhalb der Spinicaudata werden die drei Familien (Leptestheriidae, Cyzicidae, Limnadiidae) in der
Parsimonie Analyse als Monophyla ausgewiesen. Keine Unterstlitzung finden die Cyzicidae in der ML
Analyse. Hier erscheint Eocyzicus spec. als Schwestertaxon zu den Limnadiidae. Auch die Stellung
der Leptestheriidae als Schwestertaxon zu den Cyzicidae und Limnadiidae (vier Gewichtungen, DI 5)
findet keine Unterstiitzung in der ML Analyse. Dieses Ergebnis ist unter dem Gesichtspunkt der
unterschiedlichen Analyseformen (Parsimonie und Maximum Likelihood) bemerkenswert, da ein
offensichtlich gut unterstiitztes Schwestergruppenverhaltnis (Leptestheriidae (Cyzicidae, Limnadiidae))

in der Parsimonie Analyse keine Kongruenz in der ML Analyse findet.
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Abbildung 4: Phylogenetische Analyse der dritten Domane (und partiell der 2. Domane) der mitochondrialen 12S
rDNA der Phyllopoda (Auflengruppe: Anostraca). Das zugrundeliegende Alignment wurde mit dem Programm
POY erzeugt und weist eine Lange von 465 Positionen auf. (A) Best” Maximum Likelihood Dendrogramm
(logL.—7778.04), ermittelt aus 10.000 Quartet- Puzzle- Topologien (s.0. Text) unter dem Modell TNI'8. Die
Astlangen beziehen sich auf den gezeigten Stammbaum, der “QP-support”™ (>50%) bezieht sich auf die
Consensustopologie mit einem logL. —=7931.91 (hier nicht gezeigt). (B) Parsimonie Analyse. Gezeigt ist das strikte
Consensuscladogramm aus drei gleich sparsamen Topologien a 2126 Schritten unter dem Gewichtungsschema
Transition:Transversion:""gap”” (1:1:2). “Gaps’~ wurden als fiinftes Merkmal gewichtet. Oberhalb der
Dichotomien wird der ““decay’’ Index gezeigt, unterhalb das Ergebnis der Unterstiitzung unter fiinf verschiedenen
Gewichtungsschemata der Sensitivitdtsanalyse: m1:1:2, 01:1:1, €1:2:2, 01:2:4, #*1:1:10. Programme: POY
(Parsimonie), jack2hen.exe (Consensus), PHAST (‘decay’” Indices). Farbliche Markierung innerhalb der

Cladoceromorpha (gelb) : Daphniidae (weif), Gymnomera (griin), Onychopoda (hellgelb).
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3.1.2.5 Die Analyse der Sekundarstruktur der 3. Domane der mito-
chondrialen 12S rRNA

Die meisten rRNA Alignments, die die strukturellen Komponenten einer ribosomalen RNA
bertcksichtigen, basieren auf einem comparativen Ansatz jeder einzelnen Sequenz mit einem (oder

mehreren) Modell(en).

Das in Abbildung 5 dargestellte Modell der 12S rRNA von Arfemia franciscana (X69067) wird als
Grundlage fur die weiteren Betrachtungen der dritten Domane und partiell der zweiten Doméane (beide
grau) der 12S rRNA der Branchiopoda verwendet. Auf diese Weise konnten die konservierten
Helixregionen fur die “stems™ 31, 32, 33, 34, 35, 36 und 38 relativ leicht identifiziert werden.
Schwieriger stellte es sich allerdings fur die in Abbildung 5 in den gelb markierten Bereichen zu
findenden “stems” 39-42 und “'stems’” 45-48 dar. Die Bereiche um die ““stems”” 39 bis 40 und 45 bis
48 weisen in ihrer primaren RNA- Struktur wenig Ahnlichkeiten zu dem vorgegebenen Modell auf

(siehe unten).

Fir “stem™ 27 liegen die Sequenzdaten nicht vollstéandig vor, dennoch konnte aufgrund einer recht
hohen Konservierung das Ende der “stem’’-Halfte 27, sowie der Beginn der korrespondierenden

“stem”’-Halfte 27’ festgelegt werden.

Um die potentiellen Nukleotidhomologien der Bereiche 39-42 und 45-48 fir ein entsprechendes
Alignment zu erkennen, wurde fiir die Regionen das vorgeschlagene Modell von Hickson et al. (1996)
verwendet. Ausschnitte des Modells sind ebenfalls in Abbildung 5 in generalisierter Form dargestellit.
Das Modell weicht in den fraglichen Bereichen leicht vom Vorschlag der Antwerpener Datenbank (De
Rijk et al., 2000) ab und wurde aufgrund gréRerer Ubereinstimmung mit dem Datensatz der
Branchiopoda tbernommen. Fur einige Vertreter aller Haupttaxa der Branchiopoda sind die Bereiche
von “'stem”” 38 bis 42 und 45 bis 48 (Abbildung 6) schematisch dargestellt.

Alle folgend beschriebenen Sequenzmotive sind in den Abbildung 5 und Abbildung 6 rot bzw. griin
dargestellt. Im Text beschriebene Ambiguitaten (z.B. ,R*) richten sich nach dem IUPAC- 1UB
““ambiguity set”” Code und verweisen darauf, dass diese Positionen innerhalb der Metazoa zwischen
— im genannten Beispiel - zwei Basen (A/G) variabel sind. Kleine Buchstaben bezeichnen einen

Konservierungsgrad von 78% innerhalb aller von Hickson et al. (1996) untersuchten Metazoa.

Die dritte Doméane beginnt unmittelbar nach dem unpaaren Bereich stromabwarts der “stem’-Halfte
31’ mit “'stem”” 32, der bei allen Branchiopoda in der angenommenen Form gefunden werden kann.
Das Motiv ,GRCGG* (R=G/A) der “stem’’-Halfte 32 wird auch hier, wie in allen zuvor untersuchten
Metazoa (Hickson et al., 1996) realisiert. ~"Stem™ 33 ist ebenfalls mit einer Lange von finf
Basenpaaren konserviert und verflgt Uber eine signifikante GU-Basenpaarung, die 100%-ig in allen
weiteren untersuchten Branchiopoda vorkommen. Zwei der sogenannten ““'non Watson-Crick™™ (GU)
Basenpaarungen werden auch im folgenden "“stem™” 34 als nicht variabel innerhalb der Branchiopoda
beobachtet. Ein nicht paarendes Adenin in der “'stem’’-Halfte 34’, wie bei Arfemia beobachtet wird,
kann fir die Branchiopoda fir nur finf Taxa bestatigt werden. In den meisten Fallen wird hier ein

Guanosinrest beobachtet. *"Stem™ 35 ist zwei Basenpaare lang, wobei das zweite Basenpaar (GC)
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sowohl bei den Branchiopoda als auch bei allen Ubrigen untersuchten Metazoa nicht variabel ist
(Hickson et al., 1996). Das dem ““stem”” 35 unmittelbar vorangehende konservierte Nukleotid Adenin
wurde in den Branchiopoda in nur zwei Taxa (Artemia und Leptodora) gefunden und ist in allen
anderen Fallen durch Uracil ersetzt. Fir gewdhnlich wird ““stem™ 36 als sieben Basenpaare lange
Helix dargestellt, unmittelbar nach einem konservierten Adeninrest des vorangehenden unpaaren
“loop”"-Bereiches. Dies kann i.a. fur die Branchiopoda beziglich der Lange der Helix bestatigt
werden. Das konservierte Adenin wird allerdings nur in 78% aller untersuchten Branchiopoda
beobachtet. "Stem”™ 38 beginnt nach einem konservierten Adeninrest, welcher auch innerhalb der
Branchiopoda in 93% der Félle gefunden wird. Nukleotide, die an der Bildung des "“stem”” 38 beteiligt
sind, gehéren zu den am starksten konservierten Nukleotiden der dritten Domane, kobnnen aber wie in
Abbildung 5 (Vergleich des Ausschnittmodells mit der Struktur von Artemia) auf unterschiedliche
Weise miteinander paaren. Die Nukleotidfolge ,URURUA® wird in allen untersuchten Metazoa als sehr
konserviert beobachtet und wird in beiden hier gezeigten Modellen von van de Peer et al. (1994),
Gutell et al. (1994) und Hickson et al. (1996) in gleicher Weise beziglich der Paarung mit der ““stem™"-
Halfte 38’ hypothetisiert. Dieser “'stem”’-Bereich beinhaltet einen asymetrischen *“bulge loop™ ,UA®
und kann fur die hier untersuchten Branchiopoda bestatigt werden (Ausnahme: Pseudochydorus und
Eurycercus). Ein grof3er Unterschied in ““stem” 38 zwischen dem Modell von van de Peer et al.
(1994), Gutell et al. (1994) und dem hier angewendeten Modell (Hickson et al., 1996) besteht in dem
Postulat eines wahrscheinlicheren symmetrischen, sechs Basen umfassenden “‘bulge loops™
,,rcc!yaA“ (y=C/T) gegeniber einem asymmetrischen (CAA). Ein symmentrischer “bulge loop™ in
diesem Bereich wirkt sich thermodynamisch wesentlich gunstiger auf die Stabilitdt des ““stems™ aus
(Hickson et al., 1996). Ausschlaggebend ist hierfir das proximal gelegene Motiv ,rcc. Insbesondere
bei einigen Insekten (z.B. Cicada, Odonata) findet sich hier haufig statt eines Purins (,r) ein Uracil
(Pyrimidin). Dieses Uracil wiirde bei einer Paarung nach Gutell und van de Peer in einem hdéchst
ungewohnlichen vier Basen umfassenden ““bulge’ im distalen Bereich resultieren (Hickson et al.,
1996). Im Datensatz der Branchiopoda wurde ebenfalls ein Uracil statt eines Purins in 27% aller
untersuchten Spezies gefunden. Es wird daher fir die Branchiopoda hier ebenfalls ein symmetrischer
“"bulge loop”” angenommen. Das Motiv ,yaA"“, meist in Form eines ,CAA®, ist in jedem Fall innerhalb

aller untersuchten Metazoa konserviert und verhalt sich immer unpaar zur *“stem’’-Halfte 38.

Wahrend van de Peer ““stem’™ 39 als zwei basenpaarigen ““stem’” beschreibt, besteht dieser ““stem””
nach Hickson et al. (1996) und Gutell (1994) fir gewohnlich aus sechs Nukleotidpaarungen und folgt
unmittelbar auf ein konserviertes Adenin. Sowohl der Adeninrest (100% bei Branchiopoda), als auch
die postulierten Nukleotidpaarungen ,ry“ und ,yr“ kébnnen bei den Branchiopoda gefunden werden,
allerdings weicht die Nukleotidkomposition in der ““stem’’-Halfte 39’ an diesen Positionen haufig ab.
“Stem’’-Halfte 40 (,yyy“) folgt ohne unpaaren Bereich im Modell nach Hickson et al. (Hickson et al.,
1996) sofort auf ““stem’’-Halfte 39 und ist zu 88% bei den Branchiopoda zu finden (Ausnahme:
Anostraca mit ,urr”). ~"Stem”’-Halfte 40’ mit dem Motiv ,rrr kommt in den Branchiopoda zu 76% vor.
Die “stem’’-Halften 40’ und 39’ sind i.d.R. durch ein Nukleotid voneinander getrennt, wobei hier eine
Insertion von einem oder mehreren Nukleotiden innerhalb der Metazoa beobachtet wird und fir die
Spezies Simocephalus innerhalb der Branchiopoda bestatigt werden kann. Die "“hairpin”-Struktur

des “'stems’” 42 wird als drei bis vier basenpaarige hochvariable Helix mit dem in der dritten Doméane
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am starksten variierenden "‘loop”’- Bereich beschrieben. Die hohe Variabilitdt des "“hairpins™ wird
auch in den Branchiopoda sichtbar, wobei ““stem” 42 i.d.R. aus vier Paarungen besteht und der
“loop”” dagegen durch einige Insertionen charakterisiert ist. Der unpaare Bereich zwischen ““stem™”
42 und “stem” 38 verflgt innerhalb der Branchiopoda ebenfalls Gber das durch Hickson et al. (1996)
postulierte Motiv ,AyryYA®. Helices 45 und 47 sind ebenfalls hochvariabel, kénnen allerdings durch
das Vorkommen stark konservierter Motive innerhalb der unpaaren “‘loop ’-Bereiche bei den
Branchiopoda postuliert werden. So folgt ““stem’ 45 (vermutlich drei Nukleotidpaarungen innerhalb
der Branchiopoda) unmittelbar dem Motiv ,UACANnU", wobei das letzte Uracil in der ersten

Basenpaarung der Helix involviert ist.
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Abbildung 5: 12S rRNA Sekundarstruktur von Artemia spec. (X69067). Numerierung der ““stems’” erfolgte gemaf
dem Vorschlag der “European Ribosomal RNA Database’ (http://www.oberon.fvms.ugent.be:8080/rRNA/

index.html). Die dritte Domane wurde dunkelgrau markiert, der hellgraue Bereich markiert partiell die zweite
Domaéne. Die gelb markierten Bereiche wurden gesondert nach dem Modell von Hickson et al. (1996) betrachtet
(siehe Text), welches in generalisierter Form fur die entsprechenden Ausschnitte dargestellt ist. Symbole: e

variable Position, A Insertionen mdéglich. Fur weitere Erlduterungen der Symbole siehe ebenfalls Text.
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Abbildung 6: Ausschnitt ("'stem™” 38, 39, 40, 42) der 12S rRNA Sekundarstruktur der 3. Doméne einiger Vertreter
der Anostraca, Notostraca und Laevicaudata, basierend auf dem Modell von Hickson et al. (1996). Am Beispiel
von Artemia spec. sind Sequenzmotive gemaf Abbildung 5 rot und die entsprechenden Nukleotide von Artemia in

griin bezeichnet.
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Weitere Vertreter der Spinicaudata, Cyclestheria hislopi und der Cladocera ("“stem™ 38, 39, 40, 42).
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Ausschnitt (“stem™ 33, 34, 45, 47, 48) der 12S rRNA Sekundarstruktur einiger Anostraca, Notostraca und

Laevicaudata.
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Ausschnitt (““stem™ 33, 34, 45, 47, 48) der 12S rRNA Sekundarstruktur einiger Spinicaudata, Cladocera und

Cyclestheria.
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Lange und Position des ““stems”” 47 variieren stark, insbesondere innerhalb der Invertebrata (Hickson
et al., 1996), allerdings ist nahe seinem Beginn das Motiv ,rYgrr“ zu beobachten. Die Nukleotide ,Y*
und ,g“ dieses Motivs binden innerhalb der Tertiarstruktur vermutlich mit den Nukleotiden ,R* und ,a“
aus dem Motiv ,yRaarr des “‘loop”’- Bereiches zwischen ““stem’ 47 und 33. Diese Tertiarstruktur ist
meistens als G-C bzw A-G Paarung manifestiert (Gutell et al., 1994). Die entsprechenden Motive
kénnen in den meisten Fallen durch die Branchiopoda bestéatigt werden. Der "“hairpinloop”” der Helix
47 ist durch das Motiv ,yrarr charakterisiert, scheint aber bei den Branchiopoda nur in einigen Fallen

erhalten zu sein (z.B. Spinicaudata).

“"Stem”” 48 ist ebenfalls in Lange und Position variabel und beginnt mit dem letzten Nukleotid des
konservierten “‘loop ’-Motivs ,GUAA®, welches auch in der Consensussequenz der Branchiopoda
invariabel vorkommt. Die genaue Lange des “stems” kann allerdings innerhalb der Branchiopoda
nicht festgestellt werden aufgrund einer offensichtlich erheblich langeren Deletion innerhalb der
Anostraca und Pseudochydorus (Cladocera). Als einzige konservierte Nukleotidpaarung kann hier
lediglich die Bindung A-U beobachtet werden. Diese Bindung definiert Beginn und Ende der jeweiligen

“stem’’-Halften.

Auf der Basis der fir die Branchiopoda definierten Sekundarstruktur wurde ein manuelles Alignment
erstellt. Bereiche, deren homologe Positionen nicht klar manifestiert werden konnten (z.B.
““stem/loop”” 48, ““hairpinloop”” 42), wurden gesondert aligned (Clustal X) und nachtraglich eingesetzt.
Das auf diese Weise generierte Alignment weist mit einer Gesamtlange von 408 Nukleotiden im
Vergleich zum POY Alignment (465 Merkmale) wesentlich weniger Positionen auf, was sich in der
Anzahl der ““gaps’” wiederspiegelt. Diese “indels’” befinden sich im POY Alignment im wesentlichen
in den loop”” Bereichen aber auch in einigen ““stem’’-Halften (z.B. ““stem’’-Halfte 38 und "“stem”’-
Halfte 34’). Ubereinstimmungen zwischen den beiden Alignments finden sich bei den ““stems’” 31, 32,
35 und 36. Die anderen ““stems’~ wurden durch das POY Alignmentverfahren entweder nicht
gefunden (““stems™ 42, 45, 47) oder weichen in Einzelpositionen ("'stems’™ 34, 38) innerhalb der

““stems’” vom Strukturalignment ab. Beide Alignments sind als Anhang der Arbeit beigefiigt.

Zur Verdeutlichung der Unterschiede der Alignments ist in Abbildung 7 ein Ausschnitt des POY
Alignments und der korrespondierende Ausschnitt des Sekundarstrukturalignments im Vergleich
dargestellt. Betrachtet wird hier beispielsweise die ““stem”’-Halfte 38 und die flankierenden "‘loop”’-
Bereiche (s.a. Abbildung 5). Das POY Alignment favorisiert einen erheblich gréf3eren Anteil an
Insertionen / Deletionen im proximalen “loop”’-Bereich, wobei der endstdndige Adenosinrest (rot
dargestellt; zu 93% vorhanden in den Branchiopoda) nicht einheitlich homologisiert wird. Die
Homologisierung des endstandigen Adenosinrestes im Sekundarstrukturalignment fihrte hier
zunachst zu einer erheblichen Stauchung des “‘loops™ (Eliminierung von ““gaps’’). Desweiteren
wurden derartige Nukleotide homologisiert, wie z.B. der Uracilrest von Cyclestheria und Eulimnadia im
POY Alignment, verdeutlicht durch den vertikal verlaufenden Pfeil oder auch der Adenosinrest im
stromaufwarts gelegenen “‘loop’"-Bereich zwischen Lepidiurus bilobatus und Triops longicaudatus
(grin dargestellt). Die “stem’’-Halfte 38 wurde durch das POY Alignment ebenfalls mit einigen
zusatzlichen “‘gaps’® versehen, die durch die Homologisierung des loop” -endstandigen

Nukleotidrestes einiger Taxa (dargestellt durch gebogene Pfeile) mit dem ersten Nukleotid der
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“stem’’-Halfte der verbleibenden Arten zustande kommen. Auch dieser Bereich wurde im

Strukturalignment entsprechend berichtigt, was ebenfalls zu einer Eliminierung von “*gaps”” fuhrt.

POY Struktur

Abbildung 7: Darstellung der Vorgehensweise zur Erstellung eines visuellen Alignments am Beispiel der "stem”’-
Halfte 38 und der flankierenden "“loop”’-Regionen. Links: Ausschnitt aus dem POY Alignment. Rechts: Ausschnitt
aus dem Strukturalignment. Pfeile Uberhalb des POY Alignments deuten an, dass die “loop”’-Region insgesamt
flr das Strukturalignment gestaucht wurde. Gebogene Pfeile weisen beispielartig auf einige Nukleotide, die durch
POY als erstes Nukleotid der ““stem’’-Halfte 38 homologisiert werden, im Strukturalignment aber als letztes
Nukleotid der vorangehenden ““loop’’-Region. Die durch das Sekundarstrukturmodell putativen endstandigen,

konservierten Nukleotidreste sind rot dargestellt, die ““stem”’-Halfte ist blau dargestellt.
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3.1.2.6 Phylogenetische Analyse des 12S rRNA Sekundarstruktur

Alignments

Abbildung 8 zeigt das Ergebnis der Maximum Likelihood Analyse (A) und der Parsimonie Analyse (B)
mit der Gewichtung Transition: Transversion: “‘gaps’ (1:1:2). Beide Analysen zeigen in den
wesentlichen Punkten Ubereinstimmend die Monophylie der Haupttaxa Notostraca, Laevicaudata und
Cladocera. Cyclestheria hislopi erscheint hier als Schwestergruppe zu den Cladocera. Somit zerfallt
auch in dieser Analyse das traditionelle Taxon Spinicaudata. Die verbleibenden Spinicaudata bilden
die Schwestergruppe zu den Cladoceromorpha (C.hislopi + Cladocera). Wie auch in der Einzelanalyse
ohne Betrachtung der Sekundarstruktur bilden in der ML Analyse die Laevicaudata die
Schwestergruppe zu den Notostraca und beide zusammen die Schwestergruppe zu allen Gbrigen
Phyllopoda. Das Taxon Diplostraca findet hier in der ML Analyse abermals keine Unterstitzung, wohl
aber wird eine Schwestergruppenbeziehung der Laevicaudata zu den Spinicaudata und
Cladoceromorpha in der Parsimonie Analyse gezeigt, jedoch ohne nennenswerte Unterstiitzung.
Innerhalb der Cladocera bilden die Onychopoda in beiden Analysen ein Monophylum. Eine
phylogenetisch nahe Verwandtschaft des Haplopoden Leptodora kindtii zu den Onychopoda kann
auch hier gezeigt werden. Die Ctenopoda bilden in der ML Analyse ein Schwestergruppenverhaltnis

zu den Daphniidae.

Insbesondere beziglich der Stellung von C.hislopi und seiner Beziehung zu den Cladocera bringt die
phylogenetische Analyse auf der Basis eines anhand der Sekundarstruktur visuell korrigierten
Alignments eine Verbesserung. In beiden Analysen wird C. hislopi als Schwestertaxon zu den
Cladocera gezeigt. Eine vollstdndige Kongruenz zwischen beiden Methoden kann allerdings auch hier
nicht erreicht werden. Dies betrifft besonders die Stellung der Laevicaudata. Insgesamt sind die
einzelnen Unterstlitzungen im Durchschnitt allerdings als eher maRig zu bewerten, was vermutlich mit

der Kiirze des Genabschnittes zusammenhangt.

Auffallig sind in der Parsimonie Analyse einige Splits innerhalb der Notostraca und Spinicaudata. Die
durch die zuvor mittels POY favorisierten Schwestergruppenverhaltnisse der Triopsidae ((L.apus, L.
bilobatus)  (T.cancriformis, T. australiensis, T. longicaudatus)) werden durch das
Sekundarstukturalignment nicht mehr gestutzt. Gleiches gilt auch fur die Limnadiidae innerhalb der
Spinicaudata. In Abbildung 8 werden sie als Monophylum dargestellt, dieses Verhaltnis wird durch die
Analyse des Sekundarstrukturalignments nicht bestatigt. Das Ergebnis der ML Analyse weicht im

Vergleich zur ML Analyse des POY Alignments in diesen Gruppen nicht voneinander ab.
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Abbildung 8: Phylogenetische Analyse der Phyllopoda basierend auf der 3. Doméne (und partiell der 2.) der

mitochondrialen 12S rRNA. Das zugrunde liegende Alignment weist eine Lange von 408 Positionen auf und

wurde auf der Basis der Sekundarstruktur visuell erstellt. (A) “"Best”” Maximum Likelihood Dendrogramm (logL. —
8160.02), ermittelt aus 10.000 Quartet- Puzzle-Topologien. Verwendetes Modell TN+I'8. Unterstitzungen der
Dichotomien sind als ~"QP-support”” angegeben (wie fir Abb. 4 erklart). Die Astlangen beziehen sich auf den

gezeigten Stammbaum. (B) “'Strict”” Consensuscladogramm aus zwei gleich sparsamen Topologien a 2560

Schritten. Es wurde die Gewichtung Transition:Transversion: "gap”” (1:1:2) angenommen (" "gaps’'= 5. Merkmal).

Die Unterstltzungen resultieren aus einer ““bootstrap”” Analyse (1000 Replikate) und sind fiir >50% angegeben.

Programm (Parsimonie): Paup Vers.4 (beta).

61



3.1.2.7 Das hoch konservierte Gen EF-1a

Das zugrundeliegende Nukleotidalignment der 19 Arten mit 942 Merkmale weist keine Ambiguitaten
auf (0 “gaps”’). Es schien daher zweckmalRig die Sequenzen mit dem Programm Clustal X unter den
vorgegebenen ("default””) Optionen zu alignen. Abbildung 9A und B zeigen die Ergebnisse der
Maximum Likelihood- und Parsimonie Analysen. Es wurden zunachst alle Nukleotidpositionen in die
Analyse mit einbezogen (Abbildung 9) und in einer weiteren Berechnung die dritte Codonposition
eliminiert (Abbildung 10). Fur die ML Analysen (jeweils A) erwies sich ebenfalls das Modell TN+I"8 als
das geeignetste Modell (mit dem signifikant hochsten ““log likelihood™"). In der Parsimonie Analyse
wurde keine Gewichtung zugrunde gelegt. Basierend auf allen Codonpositionen resultierte die
Berechnung in einem sparsamsten Cladogramm (Parsimonie) mit einer Lange von 1411 Schritten. Die
“bootstrap”” Analyse umfasste 1000 Replikate. Als Maximum Likelihood Analyse ist der strikte

Consensus aus 391 Quartet-Puzzle-Topologien dargestellt.

In beiden Analysen erhalten auch hier, wie schon in den 12S Analysen, die gezeigten Monophyla der
Notostraca (BA 70%, CML 96%) und Spinicaudata ohne C. hislopi (BA 94%, CML 94) sehr gute
Unterstutzung. Die Cladocera sind hier weder in der Parsimonie-, noch in der Maximum Likelihood
Analyse monophyletisch. Innerhalb der Cladocera erfahren die Onychopoda ebenfalls eine gute bis
sehr gute Unterstitzung. (BA 88%, CML 100%). Obwohl eine Monophylie der Cladocera hier nicht
gezeigt werden kann, da der Haplopode Leptodora kindtii (Parsimonie) bzw. L.kindti und die
Ctenopoda (ML) nicht innerhalb der Cladocera zu finden ist, sondern jeweils als Schwestergruppe der
Spinicaudata (ohne C. hislopi) gezeigt wird, ist die relative Position von (Laevicaudata (Notostraca
(Spinicaudata + Cladocera))) ahnlich den Beziehungen, die in der vorherigen 12S Analyse (Abbildung
4B) gezeigt wird. Einen wesentlichen Unterschied stellt die Beziehung von Cyclestheria hislopi zu den
Ubrigen Phyllopoda dar. Diese Aufspaltung wird zwar verhaltnismaRig gut in der Parsimonie Analyse
gestutzt (BA 76%), jedoch nicht in der ML Analyse. In der ML Analyse erscheint C. hislopi nicht in der
Innengruppe. Die hier aufgezeigte basale Stellung von C. hislopi innerhalb der Phyllopoda oder sogar
als Aussengruppe scheint artifiziell zu sein. Wie folgend gezeigt wird, gibt es Hinweise dafir, dass
diese Stellung durch eine hohe Saturation der dritten Codonposition ausgel6st wird. Zu diesem Zweck
wurde eine weitere Analyse unter Ausschluss der dritten Codonposition durchgefiihrt (Abbildung 10).
In dieser Analyse erscheint das Taxon C.hislopi in naherer Verwandtschaft zu den Spinicaudata und

Cladocera und ist in dieser Beziehung kongruent zu den zuvor gezeigten12S Analysen.

Eine entsprechende Analyse der alignten Aminosauresequenzen resultierte mit beiden Methoden in
einer nicht aussagekraftigen Polytomie (hier nicht gezeigt), was auf den starken Konservierungsgrad

des Gens zurlickzufihren ist.
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Abbildung 9: Phylogenetische Analyse des Gens EF-1a der Phyllopoda (AuBengruppe: Anostraca). Das
Alignment weist eine Lange von 942 Nukleotidpositionen auf. Es wurden alle Positionen berechnet. (A) " Strict™
Consensus Dendogramm aus 391 Quartet- Puzzle- Topologien (Maximum Likelihood) mit einer
Wahrscheinlichkeit von logL. —7073.37. Es wurden 983 Topologien getestet, davon waren 390 Topologien nicht
signifikant schlechter als der “best ML™". (logL. —7068.50). Astlangen und logL. wurden fir das gezeigte
Dendrogramm als ““user tree”” berechnet. Modell: TN+I'8. Der Consensus wurde mit dem Programm Phylip Vers.
3.5¢ generiert. Die Unterstltzung der Dichotomien bezieht sich auf die Anzahl der Splits in 391 Topologien (in %).
(B) “"Most parsimonious”” Cladogramm (307 informative Merkmale) mit einer Lange von 1411 Schritten. Es wurde
keine Gewichtung der Positionen vorgenommen. Die " bootstrap™ Analyse (1000 Replikate) ist vermerkt.
Programme (Parsimonie): Nona, Winclada. Farbliche Markierungen kennzeichnen: Notostraca (grin),
Spinicaudata (orange), Onychopoda (Cladocera) (gelb), Laevicaudata (hellrosa) und Cyclestheria hislopi

(dunkelrosa).
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Abbildung 10: Phylogenetische Analyse des Gens EF-1a der Phyllopoda (AuRengruppe: Anostraca). Es wurden
nur die ersten und zweiten Codonpositionen bericksichtigt (=628 Positionen). (A) “'Strict”” Consensus
Dendrogramm aus 489 Quartet- Puzzle- Topologien (Maximum Likelihood) mit einer Wahrscheinlichkeit von logL.
—2336.52. Modell: TN+I'8. Es wurden insgesamt 1000 Topologien getestet, davon waren 488 Topologien nicht
signifikant schlechter als der “"best ML™" (logL. —2325.67). Astlangen und Wahrscheinlichkeit fir das Consensus
Dendrogramm wurde als “user tree’” berechnet. Der Consensus wurde mit dem Programm Phylip Vers. 3.5¢
generiert. Die Unterstitzungen der Dichotomien beziehen sich auf die Anzahl der in den 489 Topologien
gefundenen Splits (in %). (B) Strict”” Consensus Cladogramm aus zwei gleich sparsamen Topologien a 285
Schritten der Parsimonie Analyse. Es wurde keine Gewichtung der Positionen vorgenommen. Die ““bootstrap™
Analyse (1000 Replikate) ist an den Dichotomien vermerkt. Verwendete Programme: Nona, Winclada. Farbliche
Markierungen wie in Abbildung 9.
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3.1.2.8 Der kombinierte Datensatz 12S rRNA basierend auf der

Sekundarstruktur und dem proteincodierenden Gen EF-1a

Dieser Analyse liegt das manuell erstellte 12S rRNA-Alignment kombiniert mit dem EF-1a Datensatz
(exclusive der 3. Codonposition) zugrunde und hat eine Gesamtlange von 1036 Positionen. Es
wurden die 19 Spezies, fur die beide Sequenzen vorliegen, beriicksichtigt. Abbildung 11A zeigt ein ML
Consensusdendrogramm (logL —7341.78) aus 260 verschiedenen QP-Topologien. Insgesamt wurden
974 Topologien zuvor getestet. Auch hier bezeichnen die angegebenen prozentualen Werte die
Erscheinungshaufigkeiten der Dichotomien in den 260 Einzeltopologien. Das Ergebnis des besten ML
Stammbaums mit einem logL von —7336.12 (hier nicht gezeigt) ist in vollstandiger Ubereinstimmung

mit dem Consensusbaum.

Abbildung 11B zeigt das strikte Consensuscladogramm der Parsimonie Analyse, wobei keine
Positionsgewichtung vorgenommen wurde. Dieser Weg wurde gewahlt, um den Einfluss des EF-1a
Datensatzes nicht zu unterdriicken. Die Analyse resultierte in drei gleich sparsamen Topologien mit

1406 Schritten. Die ““bootstrap”” Analyse umfasste 1000 Replikate.

Beide Analysen ergaben kongruente Ergebnisse. Abermals werden die Hauptgruppen (Notostraca,
Cladocera, Laevicaudata) mit hoher Unterstitzung als jeweils monophyletisch ausgewiesen. Ein
einheitliches Bild ergibt sich auch bei dem Schwestergruppenverhaltnis C. hislopi zu den Cladocera.
Dieser Split wird im Consensus der ML Topologien sehr hoch unterstitzt (CML 94%), in der
Parsimonie Analyse jedoch nur moderat (BA 62%). Die Gymnomera innerhalb der Cladocera erhalten
in beiden Analysen hohe Unterstitzung (CML 87% und BA 86%).

Bemerkenswert ist die Stellung der Laevicaudata. Beide Analysemethoden ergeben tbereinstimmend
eine Schwestergruppenbeziehung der Laevicaudata zu den Spinicaudata + Cladoceromorpha. Somit
wird erstmalig in den hier gezeigten Stammb&umen das Konzept der Diplostraca kongruent mit beiden

Analysemethodenunterstitzt.
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Abbildung 11: Phylogenetische Analyse des kombinierten Datensatzes bestehen aus der 12S rRNA (visuell
erstelltes Alignment) und EF-1a der Phyllopoda (AuRengruppe: Anostraca). Das Alignment weist eine Lange von
1036 Nukleotiden auf. (A) “"Strict”” Consensusdendrogramm aus 260 Quartet-Puzzle-Topologien (Maximum
Likelihood) mit einer Wahrscheinlichkeit von logL. —-7341.87. Modell: TN+I8. Es wurden insgesamt 974
Topologien getestet, davon waren 259 Topologien nicht signifikant schlechter als der “best ML"" (logL. —
7336.12). Astlangen und Wahrscheinlichkeit des Consensusdendrogramms wurden als “‘user tree”” berechnet.
Programm zur Erstellung des Consensus: Phylip Vers. 3.5c. Die Unterstiitzungen beziehen sich auf den
prozentualen Anteil der in den 260 Topologien gefundenen Splits. (B) *"Strict”” Consensuscladogramm der
Parsimonie Analyse aus drei gleich sparsamen Topologien & 1406 Schritten. Es wurde keine Gewichtung
vorgenommen. Die ““bootstrap”” Werte (1000 Replikate) sind an den entsprechenden Dichotomien vermerkt.

Verwendete Programme: Nona, Winclada.
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3.1.2.9 Die Vergleichbarkeit der verschiedenen Cladogramme

Um zu testen, inwieweit die verschiedenen Topologien, die auf der Grundlage verschiedener
Methoden berechnet wurden, vergleichbar sind, wurde der Kishino-Hasegawa-Test (Kishino &
Hasegawa, 1989) mit einem statistischen Signifikanzlevel von 5% angewendet. Die Maximum
Likelihood Analyse wurde jeweils als Hypothese A gesetzt, die Parsimonie Analyse

(Gewichtungsschema 1:1:2 bei den 12S Analysen) als Hypothese B (Tabelle 5).

Tabelle 5: Resultate der Tests fiir die Einzelanalysen (12S und EF-1a) und den kombinierten Datensatz (ohne

dritte Codonposition) auf der Basis von 19 Taxa.

Abbildungen Datensatz Log likelihood Differenz Signifikant schlechter(>5%)
12S rDNA (ohne Struktur)
Abbildung 4 Hypothese A (ML) -7778.04 0.00 > best
(41 Taxa) Hypothese B (MP) -7810.80 32.77 nein

12S rRNA (mit Struktur)

Abbildung 8 Hypothese A (ML) -8160.02 0.00 N best
(41 Taxa) Hypothese B (MP) -8231.07 70.25 ja

EF-1a (ohne 3. P.)

Abbildung 10 Hypothese A (ML) -2336.52 0.00 - best
(19 Taxa) Hypothese B (MP) -2337.27 0.75 nein

12S rRNA/EF-1a

Abbildung 11 Hypothese A (ML) -7341.87 217 nein
(19 Taxa) Hypothese B (MP) -7339.70 0.00 - best

Die Testkriterien wurden, wie bei den ML Analysen, gemall dem Substitutionsmodell TN+I'8
festgelegt. Das Ergebnis, dass die Maximum Likelihood Hypothesen als die jeweils besseren gewertet
werden (Ausnahme: kombinierte Analyse), erscheint nicht verwunderlich. Bemerkenswert ist jedoch,
dass die Differenz der “‘log likelihoods™ beider Methoden bei der Berechnung des kombinierten
Datensatzes erheblich kleiner ist als in den 12S-Einzelanalysen, was sicherlich mit der Kongruenz der
Ergebnisse erklarbar ist. Der Vergleich macht es daher moglich, die verschiedenen Hypothesen

gleichwertig zu diskutieren.
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3.1.2.10 Introns in der codierenden Region des Gens EF-1a

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Gen EF-1a von 17 Taxa sequenziert (s. Tabelle 1). Die fur die
Amplifikation notwendigen Primer wurden so gewahlt, dass ein 1063 Basenpaare langes Fragment zu
erwarten war. Die erhaltenen PCR- Fragmente wiesen allerdings, abhangig vom Taxon, Langen von
1063 bp bis ~1200 bp auf. In der anschlieRenden Sequenzanalyse zeigte sich, dass die codierende

Region bei vielen Taxa von kleinen ca 60-65 bp. langen spliceosomalen Introns durchbrochen ist.

Die codierende Region des Gens EF-1a erwies sich als sehr G/C- reich. Im Gegensatz dazu sind die
Introns stark A/T- haltig (ca. 85% pro Intron). Die Adenosin-, bzw. Thymidin- Reste sind zudem haufig
in langen sogenannten “stretches’” angeordnet. Insgesamt sind die Intronsequenzen hochvariabel.
Versuche diese Sequenzen zu alignen waren aus diesen Griinden unmdglich. Darliber hinaus ware
eine  Homologie der Intronsequenzen schwerlich postulierbar, da von einem gleichen
Sequenzursprung nicht notwendigerweise ausgegangen werden kann (siehe Kapitel: 1.2.3). Im
Gegensatz dazu sind die Positionen der Introns stark konserviert innerhalb der funf Hauptaxa. Sie
wurden immer beziglich der einzelnen Haupttaxa in identischer Position homologer Tripletts
gefunden. Aus diesem Grund werden die Positionen der Introns homologisiert und dienen als

Argumentationsgrundlage flr eine phylogenetische Betrachtung.

Abbildung 12 zeigt (A) den sequenzierten codierenden Bereich im Vergleich zur Referenzsequenz von
Artemia spec. (X03704-08) mit der relativen Lage der Introns, der putativen Splicingstellen und den
korrespondierenden Aminosaureresten. Insgesamt wurden flnf verschiedene Intronpositionen
gefunden, die die Bezeichnungen A-E erhalten. Tabelle B der Abbildung 12 enthalt Informationen zum
Vorkommen der verschiedenen Introns in allen sequenzierten Spezies. Zusatzlich wird die Lage der
Introns in den genomischen Referenzsequenzen von Artemia spec. (Anostraca), einigen Insecta,
einem Nematoda und einigen Deuterostomia (Hemichordata, Urochordata, Chephalochordata,

Echinodermata) als Aussengruppe mit bericksichtigt.

Die meisten hier sequenzierten Arten enthalten mindestens ein Intron in der betrachteten Region.
Ausnahmen stellen die Spinicaudata und L. kindtii dar, die intronfrei sind. Die meisten Introns (drei)
wurden bei den Cladocera beobachtet, wobei alle Cladoceren (ausser L. kindtii) ein Intron in Position
A haben. Zusatzlich zur Position A werden in den Anomopoda Introns in den Positionen C und D
gefunden (Ausnahme: Ceriodaphnia megops; Fehlen eines Introns in Position C). Die
Ctenopodenspezies Sida crystallina zeigt ebenfalls das Verteilungsmuster der Anomopoda (A, C, D),
im Gegensatz dazu fehlen Diaphanosoma brachyurum (Ctenopoda) die Introns in den Positionen C
und D. Innerhalb der Cladocera scheint das Intronverteilungsmuster der Onychopoda ebenfalls
abgeleitet zu sein, da Podon leuckarti nur die Introns A und D, Evadne nordmanni nur noch ein Intron

in Position A hat.

Introns in Position D konnten nur in den Cladoceren nachgewiesen werden und kdénnen daher

beziglich des vorliegenden Datensatzes als Apomorphie der Cladocera gewertet werden. Der

68



Notostrace Lepidurus apus besitzt ein Intron in Position B, welches ebenfalls in keinem anderen

Branchiopoden beobachtet wurde und daher vermutlich einzigartig innerhalb der Phyllopoda ist.

(Artermia spec. X03704-08 EF1 alpha codierende Region 1389bp)

|
I
I
|
|
Al|B c| |p||E ;
(261bp) (183bp) |
_________ |
& ‘ ‘ | ‘ ‘ e
N, /
/
v | T | =
A
63 115 412 6852 768
L] L] -
TSQ|ADC EAGIS KAEGKT AVPGDN FAQ |VIVL
(Phase 0) (Phase 1) (Phase 1) (Phase 1) (Phase()
Bilateria [ A ] B ] € ] D] E
Cladocera Onychopada
Podon Jeckarti [ X T -1 - T X T -
Evadne nordmanni I x 1T -1 -1 -1 -
Haplopoda -
Leptodora kindlii [ - T -1 -T1T-T1-
Ctenopoda
Sida crystallina I x 1 - T X 1T X T -
Diaphanosoma brachyurum | x [ - 1 - 1 - 1 -
Anocmopoda
© Scapholeberis mucronata X - X X -
Tl w Eurycercus lameliatus X - X X -
ol T Ceriodaphnia megops X - - X -
g' g_ Simocephalus velulus X - X X -
=l o Pseudochydorus globosus X - X X -
) § Bosmina coregoni X - X X -
=
E E Spinicaudata Cyclestheria hislopi X - X - -
m Limnadopsis birchii - - - - -
Imnadia yeyetla - - - - -
Leptestheria dahalacensis - - - - -
Laevicaudata | Lynceus tatei | X [ -1 -1 - 171X
Notostraca [ Lepidurus apus [ - T xT1T -1 - T -
Anostraca Artemia spec. (X03704-X03708) X - - - X
Hymenoptera Pauesia pini (AJ402005-13) ? ? ? ? X
Apterygota Campodea spec. (AF251758-62) X - - = ?
MNematoda C.elegans (US1594) - - - - X
Deuterostomia ABO70228-35 X - - - X
B

Abbildung 12: Verteilung der Introns im Gen EF-1a innerhalb der Branchiopoda und einigen in der Genbank
verfligbaren Auflengruppen der Hexapoda, Nematoda und Deuterostomia. (A) Beschreibung der Lage der aller
Introns, die innerhalb der Branchiopoda identifiziert wurden, bezogen auf die codierende Region von Artemia
spec. Die Nummerierung der Intronposition bezieht sich auf das erste sequenzierte Nukleotid (1). Unterhalb der
Nummerierung ist die korrespodierende Position der Aminosauresequenz benannt und die jeweilige Phase des
Introns: | Phase 0 (zwischen 3. Codonposition des vorangehenden und 1. Codonposition des folgenden
Tripletts), ,o“ Phase 1 (zwischen 1. und 2. Triplettposition der korrespondierenden Aminosaure). (B) Tabelle der
Verteilung der Positionen innerhalb der Branchiopoda und Aufiengruppen. Nicht vorhandene Information wurde

mit einem Fragezeichen vermerkt, nicht nachweisbare Introns mit einem ,-,.
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Bemerkenswert ist die Lage der Introns in Cyclestheria hislopi (traditionell Spinicaudata). Neben dem
Intron A besitzt diese Spezies ein weiteres Intron in Position C. Introns in dieser Position wurden nur in
den Cladocera beobachtet. Damit gibt die Intronposition C ein zusatzliches Argument fiir das

Monophylum Cladoceromorpha (C. hislopi + Cladocera).

Es kann gezeigt werden, dass die Intronposition A innerhalb der Phyllopoda sehr stabil ist und
ebenfalls in den Aussengruppen Anostraca, Apterygota und Deuterostomia zu finden ist.. Gleiches gilt
fur Intron E, welches innerhalb der Phyllopoda nur die Laevicaudata (Lynceus tatei) haben, diesen
Zustand aber mit den Anostraca und dariber hinaus den Hymenoptera, Nematoda und Deuterostomia
teilen. Beide Introns befinden sich bezlglich ihrer relativen Lage zu den Tripletts in Phase 0, d.h.
zwischen der dritten Cosdonposition des vorangehenden Tripletts und der ersten Position des
nachstehenden Tripletts. Das Vorkommen der Introns A und E innerhalb der hier betrachteten
Bilateria-Taxa deutet auf den plesiomorphen Ursprung der Introns A und E hin. Eine eingehende

Diskussion der Intronverteilung folgt in Kapitel: 3.1.3.2. der Diskussion.

3.1.3Diskussion der vorliegenden Ergebnisse der Branchiopoda

3.1.3.1 Die phylogenetischen Beziehungen innerhalb der Phyllopoda

Fir das Teilprojekt ,Phyllopoda“ wurden ein Bereich der mitochondrialen 12S rDNA von 33 Taxa und
des nuklearen Gens EF-1a von 17 Taxa sequenziert und in Verbindung mit einigen bereits in der
Datenbank bzw. der Literatur (Hanner & Fugate, 1997) existierenden Sequenzen phylogenetisch
ausgewertet. In der Ubersicht der Abbildung 13 werden die Ergebnisse zusammenfassend beziiglich

der zu diskutierenden Fragestellungen dargestellt.

Die hier vorliegenden Analysen der 12S rDNA (Abbildung 13A), des Sekundarstrukturalignments
(Abbildung 13B) sowie des kombinierten Datensatzes (Abbildung 13D) beider Gene zeigen eindeutig

die Monophylie der Notostraca, Laevicaudata und Spinicaudata (exclusive C. hislopi).

Ebenso begriindet erscheint das Cladoceromorpha Konzept (Crease & Taylor, 1998;Ax, 1999;Taylor
et al.,, 1999;Spears & Abele, 2000;Braband et al., 2002), wobei Cyclestheria hislopi die
Schwestergruppe zu den Cladocera ist. Letzteres kann jedoch in den Analysen der einzelnen Gene
nicht eindeutig gezeigt werden (Ausnahme: Analyse des 12S Sekundarstrukturalignments). Dennoch
wird in allen Einzelanalysen deutlich, dass das Taxon Cyclestheria hislopi eine enge Beziehung zu
den Cladocera hat. Wie die Analyse des 12S Sekundarstrukturalignments zeigt (Abbildung 8), wird die
undeutliche Stellung der Cladocera zu C. hislopi im wesentlichen auf fehlerhafte Positionshomologien
innerhalb des Alignments (generiert durch POY) zuriickgefiihrt. Méglicherweise wurden diese Fehler
durch die sehr restriktive Taxonauswahl der Anomopoda innerhalb der Cladocera ausgeldst. Einige
bedeutsame Taxa der Anomopoda (z. B. weitere Chydoridae und Macrothricidae) wurden in den
Analysen nicht in ausreichendem Mal} berucksichtigt, da hier weitere Proben nicht zur Verfligung

standen. Das Vorhandensein des Introns C im Gen EF-1a in C. hislopi und den meisten Cladocera
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Die Beziehungen innerhalb der Hauptgruppen Die Beziehungen innerhalb der Cladocera

LAYV TV
YK :

Cladoceromorpha
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Abbildung 13: Zusammenfassung der in dieser Abeit gezeigten Verwandtschaftshypothesen innerhalb der
Branchiopoda. Die oberen drei Abbildungen stellen die Ergebnisse der (A) 12S rDNA Analyse (ohne
Berlcksichtigung der Sekundarstruktur) dar, (B) die Stellung der Haupttaxa der 12S rRNA Analyse (unter
Bericksichtigung der Sekundarstruktur) und (C) die Beziehungen innerhalb der Cladocera, wie sie in den
angegebenen Analysen Unterstitzung finden. Unsichere Stellungen (Laevicaudata) bzw. Monophyla
(Anomopoda) sind grin markiert. Die blaue Box (D) stellt die Hypothese dar, die aufgrund der Kongruenz

verschiedener Berechnungsmethoden favorisiert wird (kombinierter Datensatz 12S rRNA + EF-1a).
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spricht ebenfalls fir die Monophylie der Cladoceromorpha (Abbildung 12) und ware damit als
Synapomorphie zu werten. In keiner der Analysen findet C. hislopi innerhalb der verbleibenden
Spinicaudata, wie es das traditionelle Konzept vorschlagt, Unterstitzung. Obwohl schon in der
Vergangenheit morphologische Ahnlichkeiten zwischen C. hislopi und den Cladocera haufig
Erwahnung fanden (Tasch, 1969;Martin & Cash-Clark, 1995), wurden erst in jingster Zeit, zunnachst
durch Olesen et al. (Olesen et al., 1996) aber auch durch die sich mehrenden Erkenntnisse aus
molekularen Daten, die Konsequenzen fur die Spinicaudata und im weiteren Sinne fur die
Conchostraca neu (berdacht. Morphologische Ubereinstimmungen von C.hislopi und den Cladocera
wie 1) die direkte Entwicklung, 2) verschmolzene Komplexaugen und 3) das Vorhandensein eines

Ephippiums kdnnten somit tatsachlich einige ,sichtbare* Apomorphien fiir die Cladoceromorpha sein.

Innerhalb der Hauptgruppen der Branchiopoda gestaltet sich die Diskussion der korrekten Position der
Laevicaudata am schwierigsten. Die Einzelanalysen ergeben ein sehr unterschiedliches Bild. Auffallig
ist hier, dass die Ergebnisse aus einem Genbereich von der angewandten Berechnungsmethode
abhéngig sind. Wahrend die Maximum Likelihood Analysen der 12S rDNA (DNA=ohne
Berlicksichtigung der Sekundarstruktur) und auch 12S rRNA (RNA=unter Einbeziehung von
Sekundarstrukturelementen im Alignment) ein Schwestergruppenverhaltnis der Notostraca und
Laevicaudata favorisieren, zeigen die Parsimonie Analysen zum einen eine zu allen Phyllopoda
basale Stellung der Laevicaudata (12S rDNA), zum anderen ein Schwestergruppenverhaltnis der
Laevicaudata zu Spinicaudata und Cladoceromorpha (12S rRNA). In jedem Fall erhalten die
erwahnten Splits keine nennenswerten Unterstiitzungen. Ahnlich verschieden fallen die Ergebnisse
mit dem Gen EF-1a aus. Die Kombination der Datensatze dagegen ergibt ein sehr einheitliches und
damit bezuglich der Datensatze meines Erachtens nach Uberzeugendes Bild mit beiden Methoden,
obwohl die Unterstlitzung der Monophylie der Diplostraca (mit einer basalen Stellung der
Laevicaudata innerhalb der Diplostraca) nur moderat ist. Morphologische Merkmale wie: 1.
Embryonen verbunden mit der dorsalen Verlangerung des Exopoditen (Olesen et al.,, 1996), 2.
zweiklappiger Carapax (Walossek, 1993) und 3. Umbildung des ersten Thoracopodenpaars zum
Klammerorgan (Martin & Belk, 1988); Olesen et al. (1996) erharten die Monophylie der Diplostraca,
obwohl diese Merkmale bezlglich ihrer phylogenetischen Aussagekraft nach wie vor heftig umstritten
sind  (Fryer, 1999;0lesen,  2000;Fryer,  2001;2002;0lesen,  2002). Ein  mogliches
Schwestergruppenverhaltnis der Laevicaudata zu den Spinicaudata (ohne C. hislopi) wie durch
Negrea et al. (1999) diskutiert, kann in keinem Fall bestatigt werden. Weitere molekulare Analysen
(Spears & Abele, 2000) und der EF-1a Intronpositionen konnten bezlglich der Diplostraca keine

Uberzeugende Unterstltzung finden.

Die durchgefiihrten phylogenetischen Analysen zeigen fiir die vier Hauptgruppen der Cladocera
(Anomopoda, Ctenopoda, Onychopoda und Haplopoda) Ubereinstimmend die Monophylie der
Ctenopoda und (Haplopoda + Onychopoda) (Abbildung 13C). Die Anomopoda sind in fast allen
Analysen paraphyletisch (Ausnahme: Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.B,
wobei die gezeigte Monophylie nur schlecht unterstitzt wird). Die Paraphylie wird jedoch aufgrund des
unausgewogenen “‘taxon samplings’® als moglicherweise artifiziell bewertet (siehe Kapitel: 4.2).

Innerhalb der Anomopoda werden die Daphniidae gut unterstitzt. Bezlglich der Stellung von
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Leptodora kindtii als einzig bekannten rezenten Vertreter der Haplopoda wird das Gymnomera
Konzept (Haplopoda + Onychopoda) favorisiert. Das Schwestergruppenverhaltnis (oder zumindest
eine sehr nahe Verwandtschaft) von L.kindtii zu den Onychopoda wird in fast allen Analysen deutlich,
insbesondere aber in der Analyse des kombinierten Datensatzes (mit guter Unterstitzung). Hinweise
auf das vormals hypothetisierte Taxon Leptodorida/Eucladocera (Negrea et al., 1999;Spears & Abele,
2000) lassen sich in keiner Analyse finden. Die moégliche Schwestergruppenbeziehung von L. kindtii
zu allen anderen Cladocera kann daher auf der Basis der vorliegenden Daten abgelehnt werden.
Dariber hinaus wird eine nahe Beziehung der Ctenopoda zu den Gymnomera deutlich. Wenn gleich
auch nur mit geringer Unterstitzung, wird dieses Verhaltnis in den Parsimonie Analysen direkt und in
den Maximum Likelihood Analysen indirekt gezeigt. Unter Verwendung struktureller Komponenten der
18S und 28S rRNAs konnten Swain und Taylor (2003) jlingst das hier gewonnene Ergebnis
bestatigen. Morphologisch bedeutet dies, dass die Spezialisierung der Beinsegmente der
Anomopoda, Haplopoda und Onychopoda gegentiber den einfach aufgebauten, seriell angeordneten
Beinen der Ctenopoda unabhangig voneinander entstanden ist oder bei den Ctenopoda sekundar
verloren ging (Martin & Cash-Clark, 1995;Swain & Taylor, 2003) werten die einfach gebauten Beine
der Ctenopoda als plesiomorph, was die Autoren dazu veranlasste, eine zu allen anderen Cladocera-
Taxa basale Stellung der Ctenopoda zu favorisieren. Altere molekulare Resultate der 16S rDNA Daten
(Schwenk et al., 1998) bestatigen letztgenannte Hypothese. Schwenk et al. (1998) kommen zu dem
Ergebnis, dass die Ctenopoda das zu allen anderen Cladocera basale Taxon sind (jedoch nur gering

unterstitzt).

Hingewiesen sei in diesem Zusammenhang auch auf das morphologische Merkmal ,Vorhandensein
eines Ephippiums® als mdgliche Synapomorphie der Cladoceromorpha. Innerhalb der Cladocera
verfligen nur die Anomopoda uUber ein Ephippium. Cyclestheria hislopi verfigt Uber eine dem
Ephippium ahnliche Struktur mit einer ahnlichen Funktion (Aufbewahrung der Eier), die Homologie
zum Ephippium der Anomopoda ist jedoch héchst fraglich (Roessler, 1995). Inwiefern dieses Merkmal
einem Grundmuster der Cladoceromorpha zuzuordnen ware, hangt damit von einer gesicherten
Homologie des Ephippiums von C. hislopi und den Anomopoda ab. Die Ctenopoda und Gymnomera
besitzen kein Ephippium. Auf der Basis des hier gewonnenen Ergebnisses, nebst der Bestatigung
durch Swain und Taylor (2003), einer basalen Stellung der Anomopoda innerhalb der Cladocera,
muss das Vorhandensein eines Ephippiums innerhalb der Cladocera als plesiomorph bewertet
werden. Damit kann das Fehlen eines Ephippiums als abgeleitetes Merkmal die Ctenopoda +

Gymnomera vereinen.

Hier bedarf es sicherlich weiterer eingehener morphologischer und entwicklungsbiologischer

Untersuchungen, um die Frage des Merkmalkomplexes ,Ephippium® zu klaren.

Zusammenfassend wird auf der Basis der Analysen des kombinierten Datensatzes die Paraphylie der
Conchostraca favorisiert durch 1. das Ausscheiden von C. hislopi aus dem Monophylum der
Spinicaudata und 2. die Paraphylie von (Laevicaudata + Spinicaudata). Diese Paraphylie betrifft
allerdings nicht die hier favorisierte Hypothese zur Monophylie der Diplostraca. Das Konzept der
Diplostraca bedarf jedoch weiterer Reevaluierung, insbesondere mit neuen molekularen Datensatzen

und auch unter Einbeziehung nicht analysierter Taxa der Laevicaudata wie Lynceiopsis und
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Paralimnetis. Desweiteren findet das Cladoceromorpha Konzept gute Unterstiitzung, wobei C. hislopi
die Schwestergruppe zu den monophyletischen Cladocera ist. Innerhalb der Cladocera finden sich
gute Argumente flir die Monophylie der Gymnomera (Haplopoda + Onychopoda) und auch einige
Hinweise fiir eine mogliche Schwestergruppenbeziehung der Ctenopoda (hier nur Sidiidae) zu den
Gymnomera. An dieser Stelle sei noch einmal auf die Bestatigung dieser Hypothese von Swain und

Taylor (2003) hingewiesen.

3.1.3.2 Betrachtungen zur Evolution von Introns im Gen EF-1a

Eine phylogenetische Bewertung der Verteilung spleiceosomaler Introns im Gen EF-1a kann nur Gber
die Abschatzung plesiomorpher oder apomorpher Intronpositionen erfolgen. Um hier ein mogliches
Evolutionsszenarium aufstellen zu kdnnen, ist es notwendig, vorhandene Literaturdaten Gber EF-1a
Intronpositionen einzubeziehen. Wada et al. (2002) stellte eine detaillierte Analyse der
Intronpositionen und deren moégliche Evolution innerhalb der Deuterostomia vor. Carapelli et al. (2000)
untersuchten die phylogenetische Verteilung der Intronpositionen in den Diplura (Hexapoda).
Desweiteren existieren Daten Uber die Lage zweier Introns in Hymenoptera (Sanchis et al., 2001),
Drosophila melanogaster (Diptera) (Hovemann et al., 1988) und Caenorhabditis elegans (Nematoda)
(Wilson, 1998). Abbildung 14 zeigt eine mdgliche Evolution der Introns unter Berlcksichtigung der
vorhandenen Literaturdaten. Zu diesem Zweck wird die Verteilung der Introns anhand des in dieser
Arbeit favorisierten Branchiopoda Stammbaums (Abbildung 11 und Abbildung 13D) diskutiert.

Demnach ergeben sich fiur Intron A zwei Moglichkeiten.

1. Unter der Annahme, Intron A ist spatestens an der Basis der Bilateria insertiert
(Abbildung 14, links oben), wirde dies bedeuten, dass das Intron innerhalb der

Phyllopoda zweimal unabhangig voneinander verloren ging.

2. Intron A ging vor Abspaltung der Phyllopoda verloren, mit der Konsequenz der
zweimaligen, unabhangigen Neuinserierung bei den Laevicaudata und

Cladoceromorpha (Abbildung 14, oben rechts).

Daraus resultiert unter Zugrundelegung des Parsimonie Prinzips, dass die erste Hypothese aufgrund

der geringeren Schrittzahl (2 gegentiber 3) Unterstlitzung findet.
Fir Intronposition E ergeben sich ebenfalls zwei Moglichkeiten.

1. Intron E war bereits an der Basis der Metazoa oder Bilateria vorhanden. Die
Konsequenz ware der zweimalige Verlust innerhalb der Notostraca und innerhalb des
Monophylums Spinicaudata (exclusive C. hislopi) + Cladoceromorpha (Abbildung 14,

zweite Reihe links).

2. Intron E ist vor der Abspaltung der Phyllopoda verloren gegangen und misste
demnach zweimal unabhangig neu entstanden sein, bei den Anostraca und

Laevicaudata (Abbildung 14, zweite Reihe rechts).
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Beide Hypothesen sind mit je zwei Schritten gleich sparsam. Dennoch wird hier die erste These
favorisiert, da die unabhangige Neuerwerbung eines Introns an exakt der gleichen Position fir recht
unwahrscheinlich gehalten wird (Wada et al., 2002). Dartberhinaus wird eine direkte Korrelation von
Introns der Phase 0 und einer sehr frihen Insertion an der Basis der Eukaryonten fir mdglich
gehalten (De Souza et al., 1998). An dieser Stelle sollte jedoch der Umstand Erwahnung finden, dass
es fUr die Evolution von Intron E eine sparsamere Erklarung gibt (mit nur einem Schritt), ndmlich der
einmalige Verlust von Intron E an der Basis eines putativen Monophylums bestehend aus Notostraca,
Spinicaudata und Cladoceromorpha, wie es die Parsimonie Analyse der 12S rDNA (Abbildung 4B)
favorisiert. Die Konsequenz ware, dass der einmalige Verlust von Intron E als Synapomorphie dieses
Monophylums zu werten ware. Die Beobachtung, dass Introns haufig konvergent verloren gehen und
damit Verluste eine eher zufallige Verteilung (phylogenetisch nicht informativ) aufweisen, spricht
allerdings gegen die Annahme, dass ein Verlust als phylogenetisches Signal gewertet werden kann

(Wada et al., 2002) (siehe hierzu auch weiter unten: Intronverteilung innerhalb der Cladocera).

Die Existenz der Intronpositionen B, C und D wurde bislang nur innerhalb der Phyllopoda beobachtet,
d. h. anhand des vorhandenen Datensatzes ist zu vermuten, dass es sich hier um Neuerwerbungen
innerhalb der Phyllopoda handelt (Abbildung 14, dritte Reihe). Innerhalb der Cladocera zeigt die
Verteilung der Introns C und D kein einheitliches Muster. Arten, wie z.B. Diaphanosoma und
Ceriodaphnia missen demnach unabhangig voneinander die flir Cladocera typischen Introns (C und /

oder D) verloren haben.

Da die Intronpositionen A und E offensichtlich plesiomorphen Ursprungs sind, scheiden sie fir eine
phylogenetische Betrachtung innerhalb der Branchiopoda aus. Intron B kann ebenfalls nicht in
Betracht gezogen werden, da dies ein autapomorphes Merkmal der Notostraca zu sein scheint. Einzig

Intronpositionen C und D lassen eine phylogenetische Aussage zu:

1. Das Schwestergruppenverhaltnis von C. hislopi zu den Cladocera wird reprasentiert

durch die Hypothese des Neuerwerbs eines Introns in Position C.

2. Die Monophylie der Cladocera wird gestutzt durch den Neuerwerb des Introns D. Beide
Hypothesen hatten demnach den mehrfach unabhangigen Verlust der Introns innerhalb

der Monophyla zur Konsequenz.

In Abbildung 14B wird Gewinn und Verlust von Introns im Gen EF-1a zusammenfassend dargestellt.
Introns A und E missen wahrend der Evolution der Phyllopoda zweimal unabhangig voneinander
verloren gegangen sein, in der Linie zu den Notostraca und der Kronengruppe der Spinicaudata +
Cladoceromorpha. Intron B ist einmalig in der Stammart der Notostraca inseriert. An der Basis der
Cladoceromorpha ist eine Neuerwerbung (Intron C) zu beobachten. Intron C ist somit als eine
Apomorphie der Cladoceromorpha aufzufassen. Intron D stellt wiederum eine Apomorphie der
Cladocera dar. Dieses mdgliche Szenarium umfasst sechs Schritte unter der Annahme, die Verluste
der Introns A und E sind in den Notostraca als einmaliges Ereignis zu interpretieren. Die Annahme
zweier voneinander unabhangigen Deletionen der fraglichen Introns wirde die Schrittanzahl auf

sieben Schritte erhohen.
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Abbildung 14: Betrachtung von Gewinn und Verlust der Introns A-E des Gens EF-1a. Es wurde die in Abbildung
13D favorisierte Hypothese zur Phylogenie der Branchiopoda zugrunde gelegt. (A) Hypothese zur Evolution der
Introns A-E (Insertion: schwarz, Deletion: grau). (B) Zusammenfassung von Insertion und Deletion der Introns

unter Berucksichtigung aller vorhandenen Daten der Bilateria. Weitere Erlduterungen siehe Text.
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Anhand dieser gewonnenen Daten kann dariiber hinaus vermutet werden, dass Introns B, C, D als
Neuerwerbung innerhalb der Phyllopoda eine Bestatigung der ““intron late”” Hypothese sind (siehe
auch Kapitel: 1.2.3).

Die Datenlage fir die Eukaryonten stellt sich folgendermallen dar (SPAN database:

http://www.molevol.org/camel/projects/introns/span.shtml.): Im Bereich der Protozoa wurden bislang

keine Introns in diesem Gen nachgewiesen. Pflanzen und Pilze weisen, soweit bekannt, keine Introns
in denen fur Bilateria nachgewiesenen Positionen (A-E) auf. Die Intronpositionen A und E werden bei
mehreren Haupttaxa innerhalb der Bilateria (Hexapoda, Nematoda, Deuterostomia) nachgewiesen.
Lage und Vorhandensein von Introns im Gen EF-1a bei Cnidaria sind unbekannt, d.h. der Erwerb der
Introns A und E kann spétestens fur die Stammlinie der Bilateria vermutet werden. Ob die Introns A
und E eine Neuerwerbung der Bilateria sind oder schon in der Stammlinie der Metazoa vorhanden
waren, kann hier nicht gesagt werden, da der genaue Zeitpunkt des Auftretens aufgrund fehlender
Daten nicht bestimmt werden kann. Introns in den Positionen B, C und D werden erstmals innerhalb
der Branchiopoda beobachtet. Die sparsamste Erklarung hierfur ist der Neuerwerb dieser Introns

innerhalb der Phyllopoda ("intron late™).
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3.2 TEIL B: Die phylogenetischen Beziehungen der Astacoidea
(Astacida, Decapoda)

3.2.1Einleitung zum Crustaceataxon Astacida

Die sicherlich mit zu den bekanntesten Vertretern der Krebse gehdrenden Flusskrebse spielen als
Forschungsobjekte in vielen zoologischen Diziplinen aber auch wirtschaftlich als Nahrungsmittel eine
grofRe Rolle (Scholtz, 1995).

Wie schon der englische Trivialname "freshwater crayfish" verrat, sind die Astacida i. d. R.
stBRwasserbewohnend. Die Astacida sind weltweit sowohl in der Nord- als auch in der Sidhemisphéare
verbreitet, wobei im tropischen Giirtel nahe des Aquators und interessanterweise auch auf dem

afrikanischen Festland, sowie auf dem indischen Subkontinent keine Flusskrebse vorkommen.

Ein groRer Teil des mitteleuropéaischen Flusskrebsbestandes ist durch das Auftreten der Krebspest
(erstmalig ca. 1860 im Bereich des Po, Italien) vernichtet worden. Der Erreger der Krebspest ist der
Fadenpilz2 Aphanomyces astaci, dessen Entdeckung als Erreger erst Anfang des 20. Jahrhunderts
gelang. Hochempfanglich fiir die Krebspest sind alle nicht nordamerikanischen Flusskrebsarten, die
nordamerikanischen Spezies der Cambaridae und Pacifastacidae gelten als unempfindlich. Das
Auftreten der Erkrankung nach 1970 ist mit Ausnahme der Turkei auf den Import der
nordamerikanischen Spezies Pacifastacus leniusculus (PCR-Nachweis) zurlckzufihren. Um den
wirtschaftlichen Verlust aufzufangen, bedingt durch das fast vdllige Aussterben des europaischen
Edelkrebses Astacus astacus, wurde der nordamerikanische Flusskrebs Orconectes limosus
(Cambaridae) ausgesetzt, was fir regionale Edelkrebsbestande verheerende 6kologische Folgen mit
sich fuhrt.

Die Position der Astacida innerhalb der Reptantia (Decapoda)

Die Decapoda werden im klassischen Sinn geteilt in die Natantia (garnelenartige Crustaceen) und die
Reptantia (z.B. Langusten, Hummer, Flusskrebse), wobei die Natantia paraphyletisch sind (Scholtz &

Richter, 1995), die Reptantia als Monophylum hingegen akzeptiert sind (Ax, 1999).

Traditionellerweise werden die Astacida innerhalb der Repantia mit den Homarida in einem
Monophylum Astacura vereinigt (Gruner, 1993). Scholtz und Richter (Scholtz, 1995) begriindeten
allerdings die Nicht-Monophylie der Astacura. lhrer phylogenetischen Analyse zufolge sind die
Homarida nicht nadher mit den Astacida verwandt. Samtliche morphologischen Ubereinstimmungen
beider Gruppe seien als plesiomorph zu bewerten. Dieser Analyse zufolge gehoéren die Flusskrebse

zusammen mit den Thalassinida, Anomura und Brachyura zu der groflen Gruppe der Fractosternalia

2 Informationen Uber die Krebspest sind der Internetseite der ,Arbeitsgemeinschaft wirbellose Tiere der Binnengewasser*

(http://www.wirbellose.de/krebspest.html) entnommen.
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(Autapomorphie der Fractosternalia: 8. Thorakalsternit beweglich). Die Homarida (8. Sternit
unbeweglich) sind vermutlich die Schwestergruppe zu den Fractosternalia. Die Position der Astacida

innerhalb der Fractosternalia ist allerdings unklar (Abbildung 15).

Fractosternalia

Polychelida Achelata Homarida  Astacida Thalassinida Anomala Brachyura

8. Thorakalsternit beweglich

Abbildung 15: Das System der Reptantia (Decapoda) sensu Scholtz & Richter (1995).

Molekulare Daten (18s, 16s und 28s rDNA) widersprechen dieser These und favorisieren die
traditionelle Ansicht eines Schwestergruppenverhaltnisses zwischen Astacida und Homarida (Crandall
et al., 2000).

Die Astacida werden in drei groRe Gruppen unterteilt: Die Astacidae und Cambaridae, die zu den
Astacoidea zusammengefal’t werden und die Parastacoidea, die den Astacoidea gegeniibergestellt
werden (Hobbs Jr., 1988).

Die Frage, ob die Astacida monophyletisch sind, wurde bislang kontrovers diskutiert. Aufgrund des
Vorhandenseins von Gonopoden (Petasmata) bei den Astacoidea und des Fehlens der Petasmata bei
den Parastacoidea wurde von einigen Autoren die unabhangige Entstehung der Astacoidea und
Parastacoidea vertreten (Huxley, 1880;Smith, 1912). Ortmann (1897) hypothetisierte hingegen die
Monophylie der Astacida. Auf der Basis einer phylogenetischen Analyse sensu Hennig von sowohl
embryonalen - als auch Adultmerkmalen schluf3folgert Scholtz (1993) ebenfalls die Monophylie der

Astacida, wobei die Astacoidea die Schwestergruppe zu den Parastacoidea waren.

Die Astacoidea sind ausschliefdlich in der nordlichen Hemisphare verbreitet, die Parastacoidea
besiedeln die sudliche Hemisphare. Die auf der Nordhalbkugel lebenden Astacidae (z.Z. 12
anerkannte Arten) besiedeln Europa, Vorderasien und Nordamerika, westlich der Rocky Mountains.
Die Cambaridae (ca. 200 Arten) leben im Osten und im Zentrum Nord- und Mittelamerikas und in

Ostasien. Die Parastacidae auf der Stidhalbkugel besiedeln Stidamerika, Madagaskar, Neu-Guinea,
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Neuseeland und am artenreichsten kommen sie in Australien vor (ca. 100 Arten). Abbildung 16 zeigt

schematisch die weltweite Verteilung.

W Astacidae
M Cambaridae
M Parastacidae

Abbildung 16: Weltweite Verteilung der Astacida (www.http//phylogeny.arizona.edu/eukaryotes /animals/

arthropoda/crustacea/decapoda/astacidea/astacidea.html). Die Dichotomien zeigen die Monophyla der

Cambaridae (Nordostamerika und Asien) und Astacidae (Nordwestamerika und Europa).

Die zwei grol’en Taxa innerhalb der Astacida (Astacoidea und Parastacoidea) bilden jeweils ein gut
begriindbares Monophylum. So besitzen die Astacoidea z.B rickwartsgekrimmte Haken an den
distalen Gliedern des ersten Pereiopoden in den ersten Juvenilstadien. Die Kiemen in den 6. und 7.
Thoraxsegmenten sind bei den Astacoidea zu fadigen Anhangen reduziert. Die Parastacoidea tragen
in den ersten beiden postembryonalen Stadien spezielle Haken an den Dactyli der 4. und 5.
Pereiopoden um sich am Muttertier festzuhalten. Desweiteren ist der Hinterrand des Schwanzfachers

nur schwach kalzifiziert und daher weich.

Innerhalb der Astacoidea werden die Cambaridae ebenfalls als gesichertes Monophylum betrachtet.
Insbesondere die Ausbildung einer Spermathek (Annulus ventralis) bei den Weibchen, die bei den
Astacidae fehlt, dient hierbei als Argument fiir die Monophylie der Cambaridae. Die Monophylie der
Astacidae ist nicht gesichert zu begrinden. Hier wird z.B. das Vorhandensein einer Borstenanlage
rundum das Telson im ersten postembryonalen Stadium (Holdich & Reeve, 1988) als mdgliche

Autapomorphie diskutiert.

In Verbindung mit der Phylogenie der Astacida stellt sich auch die Frage nach der einmaligen oder
mehrmaligen unabhangigen Einwanderung in das SuRwasser. Die Tatsache, dass alle rezenten
Astacida SuRwasserbewohner sind, legt den Schluss nahe, dass bereits die Stammart der Astacida in
SuRgewassern lebte (Scholtz, 1995). Scholtz’ Ansicht zufolge deuten gemeinsame Merkmale der
Astacida, wie z.B. das Fehlen der Zoealarve und das Anheften der Jungtiere mittels eines

Telsonfadens als Schutz vor Verdriftung in FlieRgewassern, auf eine Anpassung an SuUBR- bzw.
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FlieRgewasser hin. Dieser Merkmalskomplex ist zugleich eine Apomorphie der Astacida, d.h. auch die
Stammart der Astacida verfligte Uber diese Merkmale. Somit wird die einmalige Einwanderung der
Astacida in StiRgewasser angenommen. Dieser Annahme zufolge mi3ten die Vorfahren der rezenten
Astacida bereits Pangaea besiedelt haben, bevor der Superkontinent zerfallen ist, spatestens also vor
ca 225 bis 190 Millionen Jahre, zur Zeit der Trias. Paldontologische Daten von Uberresten decapoder
Krebse aus SuBwassersedimenten der Trias, die auf FluBkrebsverwandtschaft hinweisen Hasiotis und
Mitchell (1989), stutzen diese Hypothese. Morphologische Unterschiede der rezenten Astacoidea
(ndrdliche Hemisphare) und der Parastacoidea (sudliche Hemisphare), missen sich demnach nach
dem Zerfall von Pangaea in Laurasia und Gondwana (Zeitalter Jura), gebildet haben. Im Gegensatz
dazu ist die geographische Verbreitung der Cambaridae und Astacidae auf der nérdlichen Halbkugel
nicht eindeutig zu erklaren. Sofern es sich bei beiden Taxa um Monophyla handelt (dies ist zumindest
bei den Astacidae umstritten), muf die ,verschrankte" Verbreitung der Astacidae (Nordwestamerika
und Europa) und der Cambaridae (Mitte und Osten Nordamerikas und Ostasien) erklart werden
(Abbildung 16): Scholtz (1995) hypothetisiert eine Verbreitung der Astacidae im nérdlichen Bereich
Laurasiens und Cambaridae im sidlichen Bereich Laurasiens. Nach Zerfall von Laurasia mul es zu
einer weiteren Radiation der Astacidae im europaisch-asiatischen Raum und der Cambaridae im
nordamerikanischen Raum gekommen sein (Schram, 2001). Folglich waren die rezenten Vertreter der
Astacidae im Nordwesten Amerikas und die der Cambaridae in Ostasien Reliktpopulationen, die durch

Gebirgszige isoliert worden sind.

Vor dem Hintergrund der hier beschriebenen Probleme bezliglich der Radiation der Astacoidea gilt es
zu klaren, ob die Taxa Astacidae und Cambaridae monophyletisch oder mdglicherweise

paraphyletisch sind und in welcher verwandtschaftlichen Beziehung sie zueinander stehen.

3.2.2Ergebnisse der phylogenetischen Analyse der Astacoidea

Um einen Beitrag zur Klarung der verwandtschaftlichen Verhaltnisse innerhalb der Astacoidea zu
leisten, wurde von 13 Spezies (Astacoidea) und drei Spezies (Parastacoidea) das 12S rRNA Gen (3.
Doméane) und das ebenfalls mitochondrial codierte Proteingen cox1 (hier allerdings nur eine Spezies

der Parastacoidea) sequenziert.

Die phylogenetische Berechnung des 12S Gens wurde unter der zusatzlichen Verwendung von

Sequenzen einiger weiterer Taxa der Parastacoidea aus der Datenbank durchgefiihrt.
e (Geocharax falcata (Munasinghe et al., 2003), (AF492785)
e Engaeus strictifrons (Munasinghe et al., 2003), (AF492786)
e FEuastacus bispinosus (Munasinghe et al., 2003), (AF492787)
e Cherax quinquecarinatus, Haplotypus 4 (Munasinghe et al., 2003), (AF492774)

Fir das cox1-Alignment standen nur 14 Taxa zur Verfigung. Aus diesen Griinden wurde auch der

kombinierte Datensatz auf der Basis von 14 Taxa berechnet.
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Sowohl morphologische (Scholtz, 1993) als auch molekulare Analysen (Crandall et al., 2000) ergeben
zweifelsfrei die Monophylie der Astacida mit den Parastacoidea der sudlichen Hemisphare als
Schwestergruppe zu den Astacoidea der nordlichen Hemisphare. Daher bieten sich fiir eine
phylogenetische Betrachtung der Astacoidea als Aulengruppe Vertreter des Taxons der

Parastacoidea an. Die Analysen werden bezlglich der folgenden Fragestellungen dargestellit.
¢ Bilden die beiden Hauptgruppen der Astacidae und Cambaridae jeweils ein Monophylum?

e Sollten die Astacidae paraphyletisch sein, in welcher phylogenetischen Beziehung stehen ihre

Teiltaxa zu den Cambaridae und vice versa?

e Wie kann ein mdgliches Szenarium der Radiation der Astacoidea in der ndrdlichen
Hemisphare anhand der Ergebnisse beschrieben werden?

o Welche phylogenetische Position nimmt der bislang nicht beschriebene Marmorkrebs
innerhalb der Astacoidea ein?

3.2.2.1 “Likelihood mapping zur Uberprifung des phylogenetischen
Signals der 12S rRNA und des cox1 Gens

Um das phylogenetische Signal der sequenzierten Bereiche des 12S Gens, cox1 und des
kombinierten Datensatzes vorab zu testen, wurde die Methode des "likelihood mappings™™ aus dem
Programm Tree-Puzzle angewendet (siehe auch Kapitel: 2.2.7.5.6). Abbildung 17 zeigt jeweils einen
Plot der Verteilung der P-Vektoren und die prozentuale Auswertung flr die Bereiche innerhalb des
Dreiecks. In Abbildung 17A ist das Ergebnis des 12S rRNA Datensatzes fur 20 Taxa dargestellt. Der
Anteil an nicht aufgelésten Quartetten im Zentrum ist mit 12,5% maRig. Die prozentualen Anteile fur
eine ,Baumhaftigkeit sind dagegen recht hoch (Eckpunkte des Dreiecks, insgesamt 83,4%). Fir das
cox1 Gen (14 Taxa) wurde die Auswertung zunachst fur alle Codonpositionen durchgefihrt und im
weiteren nur fir die erste und zweite Triplettpositionen (Abbildung 17B). Die Betrachtung aller
Codonpositionen (obere Abbildung 17B) resultiert in einem Ergebnis, dass dem der 12S Berechnung
sehr ahnlich ist. Auch hier ist der Anteil der nicht aufgelésten Topologien maRig, wahrend die
prozentualen Anteile der Eckbereiche relativ hoch ist (insgesamt 81,3%). Die Eliminierung der dritten
Codonposition (untere Abbildung 17B) resultiert dagegen in einem sprunghaften Ansteigen der
unaufgeldsten Quartette und legt den Schlufd nahe, dass das phylogenetische Signal relativ gering ist.
Eine entsprechende phylogenetische Analyse wirde einen sehr hohen Anteil an Polytomien
aufweisen. Fur den kombinierten Datensatz von ebenfalls 14 Taxa liegen daher alle Positionen des
cox1 Gens, sowie der 12S zugrunde (Abbildung 17C). Der Anteil der vollstandig aufgeldsten
Topologien erhéht sich auf 84.5%. Der Anteil der nicht aufgeldsten Topologien verringert sich auf
11.6%, was sicherlich auch mit der hoéheren Anzahl an Alignmentpositionen zusammenhangt
(Strimmer & von Haeseler, 1997). Der relativ hohe Anteil an aufgelésten Topologien lasst vermuten,
dass viele Dichotomien mit einer recht hohen Unterstitzung bewertet werden. Fir die folgende
phylogenetische Analyse des cox1 Datensatzes liegen aufgrund des Ergebnisses des "likelihood
mappings”” alle Codonpositionen zugrunde.
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Abbildung 17: “Likelihood mapping”” Test zur Abschatzung des phylogenetischen Signals der sequenzierten
Genbereiche 12S rRNA und cox1 unter dem Modell HKY+I'4. Die rechte Spalte zeigt jeweils die Verteilung der
Vektoren als Plots fir die verschiedenen Datensétze. Die linke Spalte zeigt jeweils die prozentuale Verteilung der
Punkte in den einzelnen Bereichen des Dreiecks.. (A) 12S rRNA Datensatz von 20 Taxa). (B) cox1 Datensatz von
14 Taxa unter Berucksichtigung aller Codonpositionen (oben) und exclusive der 3. Codonposition (unten). (C)

“Likelihood mapping”” aller Merkmale des kombinierten Datensatzes (12S + cox1).

3.2.2.2 Die 12S rRNA Analyse

Das in Clustal X unter ,default® Optionen erstellte Alignment weist verhaltnismaRig wenig “"gaps "~ auf
(insgesamt elf "gaps”” in den kirzesten Sequenzen). Nach einem entsprechenden Vergleich des

Alignments mit dem Sekundarstrukturmodell flr Artemia (Abbildung 5) stellte sich heraus, dass
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samtliche “‘gaps’” innerhalb der unpaaren Bereiche liegen (Einzelstrangbereich stromabwarts des
“stems” 32 und zwischen den ““stem”’-Halften 36 / 38, 40 / 40’, 42 / 42’, und 42 / 47’). Es spielte fur
den Vergleich keine Rolle, welches Sekundarstrukturmodell herangezogen wurde. Alle vorhandenen
“'stem’’-Bereiche wurden durch das Programm Clustal X korrekt aligned. Der phylogenetischen

Analyse wurde daher dieses Alignment mit einer Lange von 264 Positionen zugrunde gelegt.

Far die Maximum Likelihood Berechnung erwies sich das Modell HKY+I'4 als adaquat. Die Annahmen
anderer Modelle resultierten in jeweils geringfligig, nicht signifikant niedrigeren Likelihood Werten. In
Abbildung 18 ist das Resultat der 12S rRNA Analyse dargestellt. (A) zeigt den "50% majority rule
consensus”” Baum (logL —1812.87) aus insgesamt 988 errechneten Topologien. Diese Topologien
wurden einem K-H-Test unterzogen. Dabei zeigte sich, dass lediglich ca. 25% aller Topologien
schlechter als die beste Topologie sind, d.h. der erstellte Consensusbaum ergibt sich aus der besten
(logL —1802.99) und einem Grolf3teil der nicht signifikant schlechteren Topologien. Abbildung 18B zeigt
das ““most parsimonious”” Cladogramm mit 331 Schritten. Es wurde keine Gewichtung der Positionen

angenommen.

Beide Cladogramme sind im wesentlichen kongruent. Weder das Taxon Cambaridae noch das Taxon
Astacidae wird als monophyletisch unterstitzt. Monophyletisch hingegen erscheinen die Cambaridae
aus Nordostamerika, die in Europa lebenden Astacidae und die asiatische Gattung Cambaroides. In
beiden Analysen wird die asiatische Gattung Cambaroides als basales Taxon mit guter Unterstlitzung
angenommen, wahrend die nordamerikanischen Cambaridae das Schwestertaxon der européischen
Astacidae bilden. Uberraschend ist die Stellung der westamerikanischen Spezies Pacifastacus
leniusculus (Astacidae). In beiden Analysen bildet sie ein Schwestergruppenverhaltnis zu den
amerikanischen Cambaridae. Dieses Monophylum wird aber nur maRig (QP 62%) bis schlecht (BA

<50%) unterstitzt.

Um die Moglichkeit des Phanomens der “long branch attraction”” von P. leniusculus zu den
Cambaridae zu Uberprifen, wurde eine entsprechende phylogenetische Analyse ohne P. leniusculus
durchgefihrt. Das Resultat ergibt, dass eine eventuell artifizielle Aufspaltung dieses Taxons keinen
Einfluss auf das Schwestergruppenverhaltnis der amerikanischen Cambaridae zu den europaischen
Astacidae hat (nicht gezeigt).

Der einzige Unterschied in beiden hier gezeigten Analysen betrifft die Verhaltnisse innerhalb der
Cambaroides. Diese sind in der Parsimonie Analyse vollstandig aufgeldst, wenn auch ohne
nennenswerte Unterstiitzung. Im Maximum Likelihood Dendrogramm werden die verwandtschaftlichen
Verhaltnisse dagegen nicht aufgeldst.
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Abbildung 18: Phylogenetische Analyse der 12S rRNA (3. Doméane) der Astacoidea (AulRengruppe:
Parastacoidea). Das Alignment umfasst 264 Positionen. (A) Maximum Likelihood Analyse; Modell HKY+I'4.
Quartet- Puzzle- Dendrogramm ('50% majority rule’”) mit einer Wahrscheinlichkeit logL. —1812.87. Die
Unterstitzungen oberhalb der Dichotomien sind als ~"QP- support™, die Astldngen unterhalb der Verzweigungen
angegeben. (B) “Most parsimonious” Cladogramm mit 331 Schritten. Es wurde keine gewichtung der 91
Parsimonie- informativen Positionen vorgenommen. Die “‘bootstrap” Analyse beruht auf 1000 Replikaten

(>50%). Parsimonie Programme: Nona, Winclada.
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3.2.2.3 Die Analyse des cox1 Gens

Fir diese Berechnung werden die hier generierten Daten fir 14 Taxa verwendet. Als AuRengruppe
wird Astacopsis franklini (Parastacoidea) eingesetzt. Das erstellte Nukleotidalignment (Clustal X) weist
keine Ambiguitaten auf und hat eine Lange von 423 Positionen. Aufgrund des "likelihood mapping™”
Ergebnisses wurden den Analysen alle Codonpositionen zugrunde gelegt. Abbildung 19 zeigt (A) den
Quartett Puzzle-Stammbaum ("'50% maijority rule consensus™’, logL —2172.60) aus 448 getesteten
Topologien (13% aller Topologien sind signifikant schlechter als die beste ML Topologie mit logL -
2159.46). Der Unterschied zur besten Topologie besteht in der Stellung von Orconectes limosus.
Diese Spezies stellt in der “"best ML"" Topologie das basale Taxon der amerikanischen Cambaridae
dar. Der hier gezeigten ML Berechnung ist das “"most parsimonious "~ Cladogramm mit 383 Schritten

gegenlbergestellt (Abbildung 19B).

Das Ergebnis zeigt Inkongruenz bezuglich der Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der Haupttaxa
Cambaroides, amerikanische Cambaridae und Astacidae. Deutlich unterstitzt ist jedoch auch in
diesem Ergebnis ein Monophylum der amerikanischen Cambaridae mit den Astacidae (QP 98%, BA
82%). Innerhalb dieses Monophylums werden die amerikanischen Cambaridae relativ hoch unterstutzt
(Abbildung 19B), dieses Ergebnis wird jedoch nicht durch die Maximum Likelihood Analyse bestatigt.
Ahnliches gilt fiir die Astacidae. Wahrend die Parsimonie Analyse ein Monophylum favorisiert (niedrige
Unterstutzung; BA <50%), ist das Taxon in der Maximum Likelihood Analyse nicht aufgeldst. Beide
Analysen zeigen die asiatischen Cambaridae paraphyletisch, basal zum Monophylum der
amerikanischen Cambaridae + Astacidae, wobei die Verhaltnisse innerhalb von Cambaroides unklar
bleiben. Lediglich die Spezies der Cambaroides des asiatischen Festlandes (C. dauricus, C.
schrenckii) inklusive der Halbinsel Korea (C. similis) werden im Puzzle- Stammbaum als Monophylum
hoch gestiitzt (QP 93%). Die japanische Spezies Cambaroides japonicus befindet sich hier nicht
innerhalb der Innengruppe. In der Parsimonie Analyse ist C. japonicus innerhalb der Astacoidea, aber

zu allen Ubrigen paraphyletisch erscheinenden Cambaroides das basalste Taxon.

Verglichen mit der Analyse des 12S Datensatzes zeigt aber auch die phylogenetische Auswertung der
cox1 Berechnung die gleiche relative Lage der Haupttaxa zueinander (Cambaroides (amerikanische

Cambaridae + Astacidae)).
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Abbildung 19: Phylogenetische Analyse des mitochondrialen, proteincodierenden Gens cox1 der Astacoidea mit
der AuBengruppe der Parastacoidea (Astacopsis fanklinii) . Die Alignmentlange betragt 423 Nukleotidpositionen.
(A) Maximum Likelihood Analyse. Modell HKY+I4. Quartet- Puzzle- Dendrogramm ("'50% majority rule””) mit
einer Wahrscheinlichkeit logL. —2172.60. "QP- support’”” (>50%) und Astlangen sind an den Verzweigungen
angegeben. (B) “"Most parsimonious”” Cadogramm mit 383 Schritten. Es wurde keine Gewichtung vorgenommen.
Unterstitzungen der Dichotomien (>50%) beruhen auf 1000 “bootstrap”™ Replikaten. Parsimonie Programm:

Nona, Winclada.

3.2.2.4 Die Analyse des kombinierten Datensatzes (12S rRNA und

cox1)

Die Maximum Likelihood- und Parsimonie Analyse des kombinierten Datensatzes, bestehend aus 681
Positionen, ist in Abbildung 20 dargestellt. Als Auflengruppe wurde Astacopsis franklini
(Parastacoidea) beriicksichtigt, da nur fir diese Spezies beide Gene sequenziert wurden. (A) zeigt
wiederum den Quartet- Puzzle- Stammbaum (*"50% maijority rule”’) aus 223 getesteten Topologien,

wobei sich lediglich 18% als signifikant schlechter erwiesen.

Mit einer Ausnahme (C. japonicus) sind beide Analysen kongruent und bestatigen die zuvor gezeigte
Paraphylie der Cambaridae (amerikanische Cambaridae und Cambaroides) und die Paraphylie der
Astacidae. Auch hier bilden die amerikanischen Cambaridae und die europaischen Astacidae ein
Schwestergruppenverhaltnis, wobei die nordwestamerikanische Spezies Pacifastacus leniusculus
Schwestertaxon der amerikanischen Cambaridae ist und insofern eine Nicht-Monophylie der
Astacidae begriindet. Ein Monophylum der asiatischen Cambaridae (Cambaroides) wird ebenfalls im

Parsimonie Cladogramm nicht unterstiitzt mit ( Cambaroides-Festland) C. japonicus).
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Innerhalb des Monophylums der europaischen Astacidae bildet der Edelkrebs (A.astacus) und der
Galizierkrebs (A.leptodactylus) ein Monophylum und beide sind dem Monophylum Steinkrebs
(A.torrentium) + Dohlenkrebs (A.pallipes) gegenubergestellt. Die Unterstlitzung der Dichotomien ist in
beiden Analysen sehr unterschiedlich. Das Monophylum der europaischen Astacidae wird im Puzzle-
Stammbaum mit 69% moderat unterstitzt, erhalt aber in der Parsimonie Analyse einen nur geringen
“bootstrap”” Wert (BA 33%). Ahnlich verhalten sich die Werte beim Monophylum A. astacus + A.
leptodactylus. Der ““bootstrap”” Wert der Parsimonie Analyse ist mit 25% als aufierst schwach zu

bewerten, die Unterstiitzung im Puzzle- Stammbaum (QP 81%) ist dagegen gut.
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Abbildung 20: Phylogenetische Analyse des kombinierten Datensatzes (12S rRNA + cox1) der Astacoidea mit der
AuRengruppe Parastacoidea (Astacopsis franklini). Léange des Alignments: 687 Nukleotidpositionen. (A)
Maximum Likelihood Analyse unter dem Modell HKY+I'4. Quartet- Puzzle Dendrogramm (*'50% maijority rule”’)
mit einer Wahrscheinlichkeit von logL.-3441.96. Unterstiitzungen sind als “~"QP- support”” angegeben. (B) “"Most
parsimonious”” Cladogramm mit 581 Schritten. Es wurde keine Gewichtung der Positionen vorgenommen. Die
Unterstitzungen der Dichotomien beruhen auf 1000 ““bootstrap”” Replikaten. Programme: Nona, Winclada.

3.2.2.5 ’Likelihood mapping " zur Uberpriifung der Hypothesen

Die phylogenetische Berechnungen der Gene 12S rRNA, cox1 und des kombinierten Datensatzes
zeigen Ubereinstimmend die Paraphylie der Cambaridae (amerikanische Cambaridae +
Cambaroides). Mit Ausnahme in der cox1 Analyse wird des weiteren P. leniusculus als
Schwestertaxon zu den amerikanischen Cambaridae favorisiert. Damit waren auch die Astacidae
paraphyletisch. Um diese den klassischen Hypothesen widersprechenden Ergebnisse zu lberprifen,
wird mittels der “likelihood mapping” Methode (Strimmer & von Haeseler, 1997) anhand des
kombinierten Datensatzes getestet, inwieweit die Resultate der Hypothesentests (in ihrer

Eindeutigkeit) die Ergebnisse der Stammbaume reflektieren oder aber Ausdruck eines hohen
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Homoplasiegehaltes (in ihrer Mehrdeutigkeit) in den Datensatzen sein kdnnten. Zu diesem Zweck
wurden vier verschiedene Hypothesen definiert, die sich aus den gezeigten Ergebnissen ableiten.
Abbildung 21 zeigt die Resultate dieses Tests. Die gewurzelten Stammbaume auf der linken Seite
bezeichnen die einzelnen definierten Cluster A-D (siehe auch Kapitel: 2.2.7.5.6). Der mittlere Bereich
stellt das "“likelihood mapping " Ergebnis dar, wobei jede Ecke des Dreiecks eine ungewurzelte Vierer-
Topologie darstellt. Auf der rechten Seite befindet sich jeweils das unterstitzte Ergebnis als

gewurzelter Stammbaum.

Hypothese A: Hier wurden die Parastacoidea, amerikanischen Cambaridae, asiatischen Cambaroides
und die Astacidae (inclusive P. leniusculus) jeweils als Monophylum postuliert. Das Ergebnis zeigt
eindeutig 100% ige Unterstltzung einer Schwestergruppenbeziehung amerikanischer Cambaridae zu
Astacidae.

Hypothese B: Die Cluster wurden, wie in Hypothese A beschrieben, gesetzt, mit dem Unterschied,
dass P.leniusculus den amerikanischen Cambaridae zugeordnet wurde. Das Ergebnis ist identisch mit
dem oben beschriebenen Resultat.

Aus den Ergebnissen von A und B wird ersichtlich, dass die Zuordnung von P. leniusculus (einmal zu
den Astacidae und im anderen Fall zu den amerikanischen Cambaridae) keinen Einflu auf das

nahere Verwandtschaftsverhaltnis der amerikanischen Cambaridae zu den Astacidae hat.

Hypothese C: In dieser Analyse wurden die Astacidae (A), die amerikanischen Cambaridae (C) und
die asiatischen Cambaroides (D) jeweils als Monophylum definiert und P.leniusculus als einzige
Spezies dem Cluster B zugeordnet. Das Resultat spiegelt die in der phylogenetischen Analyse
gezeigten Verwandtschaftsbeziehungen der amerikanischen Cambaridae zu P.leniusculus wieder
(72%). Erstaunlich ist hier, dass ein Schwestergruppenverhaltnis der Astacidae zu P.leniusculus gar
keine Unterstiitzung erfahrt, der hohe prozentuale Wert im Zentrum (25%) allerdings deutlich den

hohen Grad an Homoplasie von P. leniusculus zu den Ubrigen Astacoidea aufzeigt.

89



Gesetzte Likelihood Ergebnis
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Abbildung 21: “"Likelihood mapping™ Test von drei verschiedenen Hypothesen (A-C), anhand des kombinierten
Datensatzes unter dem Modell HKY+I4. Die linke Spalte beschreibt jeweils die drei Hypothesen mit den a priori
definierten Clustern (A-D), die zu testen waren. Die mittlere Spalte stellt das Ergebnis jeder getesteten Hypothese
dar. Dieses Ergebnis wird in der rechten Spalte gewurzelt an den Parastacoidea (A und B) bzw. Cambaroides (C)

dargestellt. Beschreibung der Hypothesen siehe Text.
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3.2.2.6 Der Marmorkrebs

Dieser bezlglich seines phylogenetischen Ursprungs unbekannte Flusskrebs wurde in allen
phylogenetischen Analysen der Flusskrebse mit einbezogen. Unabhdngig vom Datensatz und der
Berechnungsmethode ist der Mamorkrebs in allen gezeigten Cladogrammen das Schwestertaxon zu
Procambarus fallax und gehért somit dem Taxon der amerikanischen Cambaridae an. Das Ergebnis
wird jeweils mit hohen ““bootstrap”- bzw. QP-Werten unterstiitzt. Bezogen auf den kompletten
Datensatz (cox1 + 12S rRNA) differieren nur 2,2% der Nukleotide zwischen den beiden Arten (Scholtz
et al., 2003). Das Resultat dieser Untersuchung steht somit im Einklang mit morphologischen

Ergebnissen.

3.2.3Diskussion: Die phylogenetischen Beziehungen der

Astacoidea (Astacida, Decapoda)

Um einen Beitrag zur Phylogenie der Astacoidea zu leisten, wurden Ausschnitte der beiden
mitochondrialen Gene der kleinen ribosomalen Untereinheit 12S rRNA und cox1 von 13 Taxa der
Innengruppe Astacoidea und drei Taxa (12S) bzw. einem Taxon (cox1) der Aussengruppe der
Parastacoidea sequenziert. Die daraus resultierenden Alignments wurden mit Parsimonie- und
Maximum Likelihood Verfahren als Einzelanalysen und einer kombinierten Analyse zur Rekonstruktion

der Phylogenien herangezogen.

Der Grol¥teil aller hier durchgefuhrten Analysen zeigen die Nicht-Monophylie der Cambaridae und der
Astacidae, wobei die Gattung Cambaroides (Asien) die Schwestergruppe zu einem Monophylum
bestehend aus Cambaridae (Amerika) und den polyphyletischen Astacidae (Nordwest-Amerika und
Europa) bilden. Innerhalb des letztgenannten Monophylums bilden die Pacifastacidae die
Schwestergruppe zu den amerikanischen Cambaridae. Dieses Monophylum stellt im weiteren das
Schwestertaxon zu den monophyletischen europaischen Astacidae dar. Die nahere Verwandtschaft
der amerikanischen Cambaridae zu den Astacidae und die basale Stellung der Cambaroides wird in
allen Analysen hoch unterstitzt und gewinnt dadurch an Glaubwirdigkeit. Andererseits steht das
Ergebnis dieser Analysen im eklatanten Widerspruch zu den Ansichten der klassischen Systematik,
die zweifelsfrei von der Monophylie der Cambaridae ausgehen (Fitzpatrick Jr., 1995;Scholtz,
1998;1999;2002). Wenig widersprichlich erscheint dieses Ergebnis allerdings zu den bereits
publizierten molekularen Daten zu sein: Ein kombinierter Datensatz aus 16S, 28S und 18S Daten
suggeriert ebenfalls die Nicht-Monophylie der Cambaridae und Astacidae (Crandall et al., 2000).
Andererseits ist die genaue Topologie dieser Analyse schwer zu bewerten, da das ““taxon sampling””
innerhalb von Cambaroides und Pacifastacidae (mit jeweils nur einer Spezies reprasentiert) sehr
restriktiv ist. Eine Analyse, ausschliellich basierend auf 18S rDNA Daten der gleichen Autoren,
unterstitzt wiederum die Monophylie der asiatischen und amerikanischen Cambaridae (allerdings mit

einem ““bootstrap”” Wert von unter 50%).

In der vorliegenden Analyse ist das “‘taxon sampling”” von Cambaroides wesentlich umfangreicher,

sodass auch aus diesem Grund die daraus resultierende stabile Stellung der Gruppe relativ zu den
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anderen Taxa als ernstzunehmende Hypothese diskutiert werden sollte. Weniger Uberzeugend ist

dagegen die gezeigte Nicht-Monophylie der Astacidae. Es konnte nur eine Spezies der Pacifastacidae

in der Analyse bertlicksichtigt werden. Daher ist es durchaus mdglich, dass die variable Stellung von

Pacifastacus leniusculus artifizieller Natur ist. Andererseits sollte berlcksichtigt werden, dass eine

Monophylie der Astacidae durchaus kontrovers diskutiert wird. So kommen Albrecht und von Hagen

(1981) zum Ergebnis, dass die Gattung Pacifastacus die Schwestergruppe der europaischen

Astacidae ist. Da aber die Astacidae in der Morphologie, Entwicklung und Verhalten insgesamt eine

eher plesiomorphe Auspragung zeigen, halt Scholtz (1999) eine Paraphylie der Astacidae fir

wahrscheinlich.

Im Licht zweier konkurierender Hypothesen werden im folgenden sowohl morphologische Merkmale

als auch zoogeographischen Verbreitungsmuster diskutiert (Abbildung 22).

“Astacidae”

Cambaroides

- 123 Amerikanische
Cambaridae

Parastacoides

nach Scholtz (Scholtz & Richter, 1995;Scholtz,
1999;2002) und Crandall et al. (2000)

Abbildung 22: Hypothese 1 stellt die Monophylie der Cambaridae dar mit den ,Astacidae“ als Schwestergruppe.
Hypothese 2 geht von der Paraphylie der Cambaridae aus. Morphologische Merkmale 1, 2, 3 (unten aufgelistet)

sind an den jeweiligen Verzweigungen vermerkt.

1 Ischium der 2. und 3. Pereiopoden der Mannchen tragen hakenartige Anhange zum Festhalten der Weibchen

wahrend der Kopulation.

2 Erster Pleopode des Mannchens ist mit verkdrnten Spitzen und einer langen hochspezialisierten

Spermienfurche ausgestattet zur Einfihrung der Spermienpakete in den Annulus ventralis der Weibchen.

3 Annulus ventralis der Weibchen (Hobbs Jr., 1988).

2.

Cambaroides

Amerikanische
Cambaridae

“Astacidae”

1,2,3

Parastacoides

Hypothese auf der Basis von 12S rDNA und cox1

Datensatzen
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3.2.3.1 Morphologische Merkmale und ihre Interpretation im Licht der

MolekUle

Das hier vorliegende Resultat hat weitreichende Konsequenzen fir ein  mdgliches
Evolutionsszenarium der aufgefihrten Merkmale innerhalb der Astacoidea. Die Haken am Ischium der
Mannchen, die ausgebildete Spermienfurche und das Vorhandensein eines Annulus ventralis werden
als abgeleitete Merkmale diskutiert, die die Cambaridae zu einem Monophylum vereinen und den

Astacidae, die diese Merkmale nicht aufweisen als Schwestergruppe gegeniberstellt (Hypothese 1).

Durch die gezeigten molekularen Studien (Hypothese 2) muf} allerdings die Paraphylie der
Cambaridae, mit einer basalen Stellung der Cambaroides der ersten Hypothese gegenubergestellt
werden. Dies impliziert die mdglicherweise plesiomorphe Natur oben genannter Merkmale, die dann
einmal (bei einer Monophylie der Astacidae) oder mehrmals unabhangig voneinander (im Fall ihrer

Nicht-Monophylie) verlorengegangen sein kénnten.

Beide Hypothesen sind innerhalb der Astacoidea fiir jedes betrachtete Merkmal gleich sparsam,
sofern man von einer Monophylie der Astacidae ausgeht. Eine Nicht-Monophylie der Astacidae wiirde

eine weniger sparsame L&sung nach sich ziehen.

Zwei der drei Merkmale beziehen sich direkt auf den Reproduktionsapparat der Cambaridae, der
Annulus ventralis der Weibchen und dazu passend die Spermienfurche der Mannchen, wobei beide
Strukturen offensichtlich als unabhangige Merkmale in die phylogenetischen Betrachtungen eingehen.
Beide Merkmale sind in dieser strukturellen Auspragung bei den Mannchen und Weibchen der
Astacidae nicht vorhanden. Die Spermienpakete werden in dieser Gruppe ventral verteilt auf dem
Sternum abgelegt. Es stellt sich hier also die Frage, in wieweit diese beiden Merkmale tatsachlich
voneinander unabhangig sind: Geht der Annulus ventralis der Weibchen verloren, wozu bendétigt das
Mannchen eine hochspezialisierte Samenfurche oder vice versa? Ein in der Qualitdt ahnliches
Szenarium ware fur Merkmal 1 denkbar. Die Haken der Mannchen zum Fixieren der Weibchen
wahrend der Kopulation kénnten bei den Astacidae mdglicherweise Uberflissig sein, da sicherlich
anzunehmen ist, dass das zufallig verteilte, ventrale Aufbringen der Spermapakete einfacher und
schneller zu vollziehen ist, als dass gezielte Einbringen in den Annulus ventralis. Unter der Annahme
einer gegenseitigen Abhangigkeit der genannten Merkmale (mit anderen Worten ein deutlich
niedrigerer Selektionsdruck fiir die Beibehaltung von zwei der drei Merkmale) erscheint der Verlust

dieser Merkmale bei den Astacidae weniger dramatisch und damit denkbar.

Die oben angeflihrten Losungen gehen von der Homologie der genannten Merkmale innerhalb der
Astacoidea aus. Diese Homologie ist allerdings keinesfalls fir jedes Merkmal gesichert. Der Annulus
ventralis der Cambaroides ist beispielsweise wesentlich einfacher (,urtimlich erscheinend®)
aufgebaut, als der der amerikanischen Cambaridae. Einer phylogenetischen Analyse fossiler und
rezenter Arten zufolge (Rode & Babcock, 2003) sind die Cambaroides ebenfalls nicht naher verwandt
mit den amerikanischen Cambaridae. In dieser Studie bilden die Cambaroides (vertreten durch eine
Spezies) ein Schwestergruppenverhaltnis zu den Astacidae. Dies impliziert, dass der Annulus
ventralis auch konvergent entstanden sein kdnnte und damit keine Argumentationsgrundlage fir die

phylogenetischen Beziehungen der Astacoidea bietet. Selbiges kann fiir die Ischiumhacken der
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Mannchen angenommen werden. Die amerikanischen Cambaridae besitzen ein bis drei Haken verteilt
vom ersten bis vierten Pereiopoden, d.h. hier wird eine recht hohe Variabilitat der Lage deutlich. Des
weiteren ist bei den amerikanischen Cambaridae das Vorhandensein der Haken von der
Fortpflanzungsaktivitdt abhangig (zyklischer Dimorphismus). Wenn keine Paarungsbereitschaft der
Mannchen besteht, werden auch keine Ischiumhaken ausgebildet. Diese Formveranderung wird
allerdings nicht bei Cambaroides japonicus beobachtet (Scholtz & Kawai, 2002). Die hohe Variabilitat
der Lage der Haken und auch der zyklische Dimorphismus erschweren es meines Erachtens, das
Merkmal ,Ischiumhaken® als Synapomorphie der Cambaridae und Cambaroides zu deuten. Auch in
diesem Fall kdnnte von einer konvergenten Entwicklung ausgegangen werden, die einmal bei den
Cambaroides (ohne zyklischen Dimorphismus) und unabhangig davon bei den amerikanischen
Cambaridae (mit zyklischem Dimorphismus) entstanden ist. Eine sparsamere Erklarung ware
allerdings die Annahme der einmaligen Entstehung der Ischiumhaken in den Kronen-Astacoidea, die
die Annahme eines sekundaren Verlustes innerhalb der Astacida nach sich zieht. Dafiir spricht die
urspriunglichere Form der Cambaroides (ohne zyklischem Dimorphismus) gegeniber der

abgeleiteteren Form der amerikanischen Cambaridae (mit zyklischem Dimorphismus).

3.2.3.2 Zoogeographie

Die Rekonstruktion einer Phylogenie erlaubt es, in Verbindung mit den Erkenntnissen der Geographie
zur Kontinentaldrift, vorlaufige Hypothesen der zoogeographischen Verteilung der Astacoidea

aufzustellen und zu diskutieren.

Die Monophylie aller Flusskrebse begriindet sich nach Scholtz (1995) neben einigen Adultmerkmalen
auch auf einer ganzen Reihe von embryologischen Merkmalen (z.B. die an Anzahl variablen
Ektoteloblasten oder die direkte Entwicklung, d.h. das Fehlen einer fir die marinen Reptantia
typischen Zoealarve) und der typischen Brutpflege des Muttertieres, wie die Verankerung des ersten
postembryonalen Stadiums an den Pleopoden der Mutter mit Hilfe eines Telsonfadens. Dieser
Telsonfaden dient dem Verdriftungsschutz der Jungen. Die hier nur im Ansatz aufgeflhrten
apomorphen Merkmalskomplexe der Embryonal- und Juvenilentwicklungen gelten allgemein als
Anpassungen an SuR- und FlieRgewasser und flihren Scholtz (1995) begriindet zu der Annahme,
dass bereits die Stammart der Kronen-Astacida die marinen Habitate verlassen haben muf. Das
wiederum zieht die Konsequenz einer kontinentalen Besiedlung zu Zeiten des ,Superkontinentes®
Pangea (Trias vor ca. 200 Mill. Jahren und friher) nach sich. Nach dem Zerfall des Kontinentes in
Laurasia und Gondwana wahrend der Jurazeit (vor ca. 190-135 Mill.Jahren) haben sich demnach die
heutigen Unterschiede zwischen den auf der Stdhalbkugel lebenden Parastacoidea und den auf der

Nordhalbkugel verbreiteten Astacoidea herausgebildet (Scholtz, 1995).

Fir die phylogenetische Analyse wurden nur einige Parastacoidea (Australien und Neuseeland) als
AuRengruppe verwendet, daher kdnnen die Interpretationsprobleme der Verbreitungsmuster sidlich
des Aquators (z.B. das vollstandige Fehlen von Flusskrebsen auf dem afrikanischen Festland, siehe

auch Kapitel: 3.2.1) in diesem Rahmen nicht weiter thematisiert werden. Die vorliegenden Analysen
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zur Phylogenie der Astacoidea lassen jedoch eine Hypothese zur Verbreitung auf der Nordhalbkugel

ZU.

Ausgehend von der klassischen Vorstellung der Monophylie der Cambaridae (Hobbs Jr., 1988) und
einer Monophylie der Astacidae erscheint die holarktische Verbreitung der Astacoidea disjunctiv
(Abbildung 16): Es gibt ausschlie3lich in Ostasien und in Nordostamerika Spezies der Cambaridae.
Die Vorkommen der Astacidae beschranken sich dagegen auf den europaischen und den
nordwestamerikanischen Bereich. Scholtz (1993;1995;1999) kommt demzufolge zu dem Ergebnis, die
Astacidae kdnnten ihren Ursprung in einer ndrdlichen Region Laurasiens genommen haben und die
Cambaridae in einer sudlich angesiedelten Population. Die heute eher nérdliche Besiedlung der
Astacidae und die tropische bis subtropische Ausbreitung der Cambaridae spricht fir diese Annahme.
Nach dem Zerfall von Laurasia missen demzufolge Radiationen der Astacidae vorwiegend im
europaischen-westasiatischen Bereich erfolgt sein, wahrend die Cambaridae ihre Radiation
vorwiegend im nordostamerikanischen Bereich erfuhren. Die rezenten Vertreter der ostasiatischen
Cambaroides und die nordwestamerikanischen Astacidae waren demnach als Reliktpopulationen,
durch Gebirgsziige isoliert, zu interpretieren. Eine ahnliche Auffassung vertritt auch Schram (2001),
datiert die Radiation jedoch in die frihe Trias (237 Mill. Jahre) zu Zeiten Pangeas und entwirft,
ebenfalls ausgehend von der Monophylie der Cambaridae und Astacidae, eine subtropische-nérdlich
gemaligte Radiation der Astacidae ausgehend vom heutigen Nordwest-Amerika Richtung dem
heutigen Europa. Eine weiter sudlich gelegene tropische-subtropische Radiation ausgehend vom
heutigen Stden Nord-Amerikas entlang der ndrdlichen Kiste der Paleo-Tethys See bis zum heutigen

ostasiatischen Raum wurde die Verteilung der Cambaridae erklaren.

Die hier vorgestellte Hypothese der verwandtschaftlichen Beziehungen der Haupttaxa der Astacoidea
geht im folgenden von einer Paraphylie der Cambaridae und einem Schwestergruppenverhaltnis der
Astacidae zu den amerikanischen Cambaridae aus. Bezulglich der zoogeographischen Verteilung
misste die Radiation ihren Ursprung im asiatischen Raum genommen haben und sich entlang der
Nordkuste der Thethys See Richtung europaischen Raum ausgeweitet haben. Von Europa aus kénnte
die weitere Verbreitung Uber die transatlantische Landbriicke vor ca. 70-45 Millionen Jahren
stattgefunden haben. Diese Landbricke verband den westpaleoarktischen Raum mit dem
ostnearktischen Raum (Grdnland) Uber die protobritischen Inseln. Letzteres wirde die nahere

Beziehung der Astacidae zu den amerikanischen Cambaridae erklaren.

Die Hypothese eines Radiationsursprunges der Cambaroides in Ostasien mit einer weiteren

Verbreitung westwarts wird ebenfalls von mehreren Autoren vertreten (Scholtz, 2002).

Aufgrund der unklaren Stellung der Gattung Pacifastacus ware eine Aussage Uber den weiteren
Radiationsverlauf der amerikanischen Cambaridae und Pacifastacus leniusculus héchst spekulativ.
Sanmartin et al. (2001) vermuten derartige Radiationsereignisse in einem Zeitraum vor weniger als 20
Millionen Jahren, d.h. lange nach SchlieBung des Midcontinentalen Seeweges. Wirde sich ein
derartiges Schwestergruppenverhaltnis bestatigen, ware dieses Ereignis im Radiationsverlauf der

Astacoidea vermutlich das jungste.
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An dieser Stelle ist darauf hinzuweisen, dass derartige Betrachtungen bezuglich der
biogeographischen Verbreitungsmuster einen hoch hypothetischen Charakter aufweisen. Ein
ausfuhrlicherer fossiler Bericht wirde hier sicherlich Abhilfe schaffen. Funde fossiler Flusskrebse sind
jedoch nur rar und deuten darauf hin, dass mehr als die Halfte an Informationen Uber ancestrale
Formen, die Einblick in die Geschichte der Flusskrebse geben kdnnten, nicht mehr existieren oder
bislang nicht entdeckt wurden (Schram, 2001).

3.2.3.3 Der Marmorkrebs — ein Flusskrebs unbekannter Herkunft

Die einfache Halterung und die Gewahrleistung ausreichend groRer Populationen bedingt durch die
parthenogenetische Reproduktion machen den Marmorkrebs zu einem geeigneten Modellorganismus
fur unterschiedliche biologische Disziplinen. Andererseits kdnnte der Marmorkrebs aufgrund seiner
hohen Reproduktionsrate eine erhebliche Gefahr fir natirliche Biotope sein, im Fall eines bewussten
oder unbewussten Einbringens von nur einem Individuum (Scholtz et al., 2003). Die Eingangs bereits
erwahnte Krebspest (siehe Kapitel: 3.2.1), die auch heute noch immer wieder einzelne Populationen
europaischer Astacidae extrem gefahrden kann, macht das 6kologische Gefahrenpotential deutlich.
Vor diesem Hintergrund erscheint es besonders wichtig, die Herkunft dieses nur aus dem deutschen
Aquarienhandel bekannten Flusskrebses zu untersuchen. Um ein Verwandtschaftsverhaltnis des
Marmorkrebses einzugrenzen, wurden die generierten Daten der 12S rDNA und des cox1 Gens mit in
die phylogenetischen Analysen aufgenommen. Das Ergebnis verdeutlicht zweifelsfrei eine nahe
Verwandtschaft des Marmorkrebses zur nordostamerikanischen Spezies Procambarus fallax
(Cambaridae), beheimatet in Florida. Der auffallend ahnliche Habitus zu P. fallax und das
Vorhandensein eines Annulus ventralis bestatigt das Ergebnis. Dennoch bleibt die wahre Identitat des
Mamorkrebses ungel6st. Insgesamt wurden nur 2,2% unterschiedliche Nukleotidpositionen zu P. fallax
im kombinierten Alignment gefunden. Aufgrund der geringen Substitutionsrate ist nicht
auszuschlieRen, dass es sich hierbei tatsachlich um die Art P. fallax handelt und die wenigen
Austausche auf eine innerartliche Variabilitdt zurickzufuhren ist. Diese Mdglichkeit kann aber nur in

ausgeweiteten populationsgenetischen Untersuchungen getestet werden (Fetzner & Crandall, 2002).

Die eindeutige Identifizierung des Marmorkrebses als ein Vertreter der Cambaridae, seine
parthenogenetische Reproduktionsweise und die sorglose kommerzielle Verbreitung in Deutschland
macht die Gefahr flr hiesige StRBwasserdkosysteme deutlich. Als eine amerikanische Spezies der
Cambaridae ist der Marmorkrebs in jedem Fall als potentieller Ubertrager des Pilzes Aphanomyces
astaci ernstzunehmen und kann damit einheimische Bestédnde gefahrden. Desweiteren stellt die hohe
parthenogenetische Reproduktionsrate ein nachhaltiges Problem resultierend aus der Hobbyaquaristik
dar, wenn bedingt durch falsch verstandene Tierliebe Uberschissige Nachkommen in europaische

Biotope entlassen werden.
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4 Schlussdiskussion

4.1 Die Brauchbarkeit der gewahlten Gene fiur eine phylo-

genetische Analyse der Phyllopoda und Astacida

Zu Beginn einer phylogenetischen Arbeit steht die Wahl der zu bearbeitenden Merkmale, die eine

moglichst hohe widerspruchsfreie Auflésung innerhalb der fraglichen Organismengruppe zulassen.

Eine konkrete Einschatzung des phylogenetischen Signals eines gewahlten Gens oder DNA
Abschnittes vor dem eigentlichen Beginn der Datenerhebung ist nur bedingt méglich. Dies ist natirlich
vom Umfang der bereits vorhandenen Sequenzeintrage fiir dhnliche taxonomische Einheiten in den

Genbanken abhéangig.

Zu Beginn dieser Arbeit waren fur die Crustacea die Sequenzen lediglich zweier mitochondrialer
Genome (Artemia franciscana und Daphnia pulex) in der Datenbank verfiigbar. Aufgrund der hohen
morphologischen Diversitdt innerhalb der Phyllopoda, speziell innerhalb der Cladocera, fiel hier
zunachst die Wahl auf die ribosomale 12S rRNA, die i. a. wegen ihrer sehr variablen Bereiche fir
relativ niedrige taxonomische Ebenen als tauglich bewertet wird. Um den zusatzlichen sehr alten
Splits der Branchiopoda (z.B. Spinicaudata!CIadocera) Rechnung zu tragen, wurde die dritte
Doméne, bekannt als innerhalb der 12S konservierteste Domane, gewdahlt. Bezuglich der
Phylogenese innerhalb der Phyllopoda ergab sich selbst bei denen als sehr alt einzuschatzenden
Aufspaltungen eine recht zufriedenstellende Auflésung. Um Uber die phylogenetisch noch alteren
Aufspaltungen plausible Aussagen ftreffen zu kénnen (z.B. Notostraca | Diplostraca), versprach
zundchst das sehr konservierte, proteincodierende Gen EF-1a ein geeigneter Kandidat zu sein. Die
Analyse des generierten EF-10 Datensatzes (siehe Kapitel: 3.1.2.7) erlaubten zwar keine eindeutigen
Aussagen beziiglich der Spinicaudata-Cladocera Beziehungen, die Paraphylie der Spinicaudata mit
einer hoheren Affinitdt von C. hislopi zu den Cladocera zeigte sich aber auch hier. Es erwies sich
daher als zweckmalig die Datensatze zu kombinieren. Die Kongruenz der ML- und MP Ergebnisse
des kombinierten Datensatzes lasst darauf schlieRen, dass sich beide Genbereiche bezlglich ihrer

Homoplasieeffekte gegenseitig kompensieren.

Fir die Astacida kam neben dem mitochondrialen 12S rRNA Gen auch das ebenfalls mitochondrial
codierte cox1 Gen zum Einsatz. Hier zeigte sich der 12S Datensatz eindeutig als tGiberlegen dem cox1
Datensatz, insbesondere bezliglich der Auflésung innerhalb der europaischen Astacidae und der
amerikanischen Cambaridae. Der erheblich héhere Konservierungsgrad des cox1 Gens verursacht
besonders bei diesen Aufspaltungsereignissen Polytomien. Auch hier zeigt die Kombination der

Datensatze im Vergleich zu den Einzelanalysen weitgehend kongruente ML-und MP Ergebnisse.
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4.2 Zur Frage des "taxon samplings” und der Anzahl von

~

Merkmalen nebst einer Bewertung des "“stratified

sampling "~ der Phyllopoda und Astacoidea und der

““database restricted "* Analyse der Arthropoda

Unzureichendes “‘taxon sampling”® wird haufig als Fehlerquelle fur Missinterpretationen
phylogenetischer Analysen angesehen (Johnson, 2001;Murphy et al., 2001). In einer experimentellen
Studie zur Phylogenie eines Taxons sollten die gewahlten Spezies Reprasentanten jeder Teilgruppe
darstellen ("stratified sampling™, (Hillis, 1998)). Dieser Empfehlung konnte bezlglich der zu
erérternden Fragestellungen innerhalb der Phyllopoda und Astacoidea im groRen und ganzen
nachgekommen werden, sodass eine Aussage Uber die Beziehungen der Hauptgruppen zueinander

moglich wurde.

Innerhalb der Cladocera weist der Probenumfang bei den Anomopoda ein Ungleichgewicht auf. Aus
den Teilgruppen Chydoridae, Macrothricidae konnten nur einige wenige Spezies bericksichtigt
werden. Daher kann keine zuverlassige Aussage Uber die Stellung der Anomopoda innerhalb der
Cladocera getroffen werden (siehe unten). Ahnlich kritisch ist das ““taxon sampling” in einer
Teilgruppe der Flusskrebse zu bewerten. Von dem westamerikanischen Taxon Pacifastacidae (flnf
Spezies bekannt) stand nur eine Species (Pacifastacus leniusculus) zur Verfigung. Es hat sich zwar
einerseits gezeigt, dass die Eliminierung von P. leniusculus aus dem Datensatz keinen Einfluf® auf die
nahere Verwandtschaft von amerikanischen Cambaridae zu europaischen Astacidae hat, andererseits
muf eine mdgliche Nicht-Monophylie der Astacidae (Scholtz, 1999) auf der Basis dieser Datensatze

kritisch bewertet werden.

Die Anzahl der Merkmale, die zur Analyse der jeweils kombinierten Datensatze eingesetzt wurden,
sind ausreichend. Inkongruenzen, resultierend aus den Einzelanalysen der Datensatze mit beiden
Rechenverfahren, werden in der Regel aufgeldst, legt man die kombinierten Datensatze zugrunde.
Obwohl generelle Ubereinstimmung dariiber besteht, dass die Betrachtung mdglichst vieler Taxa eine
phylogenetische Analyse stark verbessert (Lecointre et al., 1993;Graybeal, 1998;Poe, 1998;Zwickl &
Hillis, 2002;Hillis et al., 2003) muf} dies immer im Zusammenhang mit der Anzahl der betrachteten
Merkmale stehen. Wie Graybeal (1998) in einer Simulation zeigen konnte, nimmt die Prézision der
Analyse stark ab, wenn die Anzahl der Merkmale zu gering ist. Darliber hinaus wird von einigen
Autoren die Beobachtung gemacht, dass die Lange der Datenmatrix einen héheren EinfluR auf die
Prazision einer phylogenetischen Berechnung haben kann als die Anzahl der Taxa. (Poe & Swofford,
1999;Rosenberg & Kumar, 2003). Die Abhangigkeit der Analysequalitat von Taxonanzahl und Lange
des Datensatzes zeigt sich auch in dieser Studie in der kombinierten Analyse der Phyllopoda
(Abbildung 11). Bei einer Merkmalsanzahl von 1036 konnte mit einer erheblich reduzierten Anzahl an
Taxa ein einheitliches Ergebnis erzielt werden. Im umgekehrten Fall der 12S Analyse mit nur 408 bzw.
465 Merkmalen und 41 Taxa konnte eine kongruente ML-und MP Aussage nicht fur alle Teiltaxa
erzielt werden (Abbildung 4 und Abbildung 8).
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Eine sogenannte “‘database-restricted”” Analyse (Rosenberg & Kumar, 2003) wurde fiur die
Arthropoda im Hinblick auf die Wahl einer geeigneten Aussengruppe fir die Phyllopoda
(Branchiopoda) anhand der Aminosauresequenzen von 12 proteincodierenden Genen des
Mitochondriums durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden einem vorhandenen Alignment (Hwang et al.,
2001) weitere in der Genbank verfligbare Daten der Crustaceenarten Tigriopus japonicus
(Maxillopoda, Copepoda), Triops cancriformis (Phyllopoda) und Panulirus japonicus (Malacostraca)
hinzugefugt. Um der Frage des "“taxon samplings”” im Rahmen einer "“database-restricted”” Analyse
so weit wie moglich gerecht zu werden, wurden zudem weitere Spezies der Arthropodenteiltaxa

Chelicerata, Insecta und Myriapoda bertcksichtigt.

Zu einer ausreichend gesicherten Hypothese der Phylogenese der Crustacea kann keine Aussage
gemacht werden. Dies liegt sicherlich daran, dass nach wie vor Teiltaxa wie Remipedia,
Cephalocarida, weitere Maxillopoda (z.B. Ostracoda, nach der Klassifikation von Brusca und Brusca
(1990) ein Teiltaxon der Maxillopoda) und auch eher basal stehende Malacostraca aufgrund fehlender
Daten nicht berlcksichtigt werden konnten. Daher erscheint die hier gezeigte Nicht-Monophylie der
Crustacea relativ zu allen weiteren Arthropodataxa fragwurdig (siehe Kapitel: 3.1.2.1 und Abbildung
2). Um sichere Aussagen zu erhalten, ist sicherlich die Sequenzierung einerseits sehr basaler und
andererseits langsam evolvierender Taxa der Crustacea erforderlich. Auf diese Weise kénnen ““long
branch™ Effekte aufgehoben werden (Hendy & Penny, 1989;Graybeal, 1998;Rosenberg & Kumar,
2001;2003). Dies dirfte die bestehenden Hypothesen Uber die Teiltaxa der Arthropoda (Mandibulata-
Tetraconata) eher beeinflussen als die VergréRerung des Artenumfanges bereits ausreichend

reprasentierter Teiltaxa.

Beide Berechnungsmethoden lassen keine zuverldssige Aussage Uber die Stellung der Copepoda
(Maxillopoda) innerhalb der Crustacea zu. Darliber hinaus wird die durch T. japonicus gezeigte
Polyphylie der Crustacea in der Parsimonie Analyse als Ergebnis einer “long branch attraction™
bewertet. Dieses Phanomen (Felsenstein, 1978) auch ,Felsenstein-Zone* genannt, kann durch extrem
schnelle Sequenzevolutionsraten ausgeldst werden (“long branch™’), was zu einem artifiziellen Split
(haufig an der Basis des Cladogramms) flihrt, d.h. dieses Taxon wird durch die phylogenetisch sehr
entfernte Aussengruppe, die per se einen ““long branch” darstellt, ,angezogen® (Philippe & Laurent,
1998). Felsensteins Simulationen (1978) zeigen, dass Parsimonie Methoden besonders anfallig fur

dieses Phanomen sind.

Dennoch konnte eine hohere Affinitat der Crustacea zu den Hexapoda als zu den Myriapoda gezeigt

werden und bestatigt damit vormals publizierte Ergebnisse (Shultz & Regier, 2000).

Erreichtes Ziel dieser Analyse war jedoch eine recht gezielte Determinierung einer geeigneten
AuRengruppe fir die Phyllopoda. Die Aufengruppe sollte einerseits phylogenetisch relativ nah
verwandt zur Innengruppe der Phyllopoda sein, andererseits keine zu schnelle Sequenzevolution
durchlaufen haben. Die Analysen zeigen eindeutig, dass die Anostraca naher verwandt sind mit den

Phyllopoda als die Malacostraca, wie durch Ax (1999) favorisiert.
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4.3 Grundsatzliche Bemerkungen zum Problem eines rDNA

Alignments

Fir die phylogenetische Analyse der 12S Daten der Phyllopoda wurden zwei verschiedene
Alignmentverfahren gewahlt. Einerseits ein durch das Programm POY generiertes Alignment, was sich
strikt an die Idee der Parsimonie Methode halt und das Alignment errechnet, dessen Generierung der
kirzesten Schrittanzahl bedarf und andererseits ein Alignment, dass vor dem Hintergrund eines
Sekundarstrukturmodells visuell erstellt wurde. Der Vorteil letzterer Methode ist der Einsatz des
vermutlich starksten und gelehrigsten Werkzeugs -das Gehirn- und erlaubt die Integration zusatzlicher
Daten, wie Strukturdomanen (Graur & Li, 2000). Der wesentliche Nachteil ist die Subjektivitat mit der
man auf der Basis eines bestehenden Modells als a priori Annahme Hypothesen Uber die jeweilige
Positionshomologie erstellt. Dennoch liefern vergleichende Studien der 16S-artigen Molekiile
verschiedener Metazoa- Taxa mit denen der bakteriellen Vorlaufermolekile gute Argumente fir die
konservierten “'stem”’-Bereiche innerhalb des betrachteten Molekils (Gutell et al., 1994;Konings &
Gutell, 1995), sodass hier von einer gemeinsamen Struktur ausgegangen werden kann. Darlber
hinaus zeigen viele Untersuchungen, dass die visuelle Korrektur eines rDNA Alignments im Hinblick
auf seine zugrunde liegende Sekundarstruktur eine phylogenetische Analyse im starken Maf
verbessern kann (Hickson et al., 1996;Springer & Douzery, 1996;Billoud et al., 2000;Hickson et al.,
2000).

Die auf Sekundarstrukturbasis generierten Alignments fiir die Phyllopoda und Astacoidea wurden im
vollen Umfang, sowohl mit “loop™’- als auch ““stem’’-Bereiche zur Rekonstruktion der Phylogenie
herangezogen. In der Literatur besteht kein allgemeiner Consens zur Frage der Eliminierung von
Datenblécken aus Alignments. Wahrend von einigen Autoren vorgeschlagen wird, vorrangig die
gepaarten Regionen ("'stems’’) zu berlcksichtigen (aufgrund der gesicherten Positionshomologie)
(Lake, 1991;0lsen & Woese, 1993) und “loop”’-Regionen bei zu hoher Unsicherheit zu eliminieren,
kommen Wheeler und Honeycutt (1988) zu dem Ergebnis, dass im Gegenteil die ““stem’’-Regionen
ein zu geringes phylogenetisches Signal aufweisen und daher geringer zu gewichten sind. Dixon und
Hillis (1993) weisen in einer sehr umfangreichen Studie darauf hin, dass die Eliminierung von
entweder ““stem”’- oder auch “‘loop”’-Bereichen in jedem Fall zu einem erheblichen Verlust an Daten
fuhrt, der sich negativ auf die phylogenetische Analyse auswirken kann, insofern als dass entweder
jungere Aufspaltungen mdglicherweise nicht sicher aufgelést werden (im Fall von nicht bedachten
“loop”-Regionen) oder basale Aufspaltungen verrauschen (bei zu geringer Gewichtung von ““stem”’-
Bereichen). Um dieser Gefahr zu entgehen und um den sowieso schon relativ kurzen Datensatz nicht
noch kinstlich weiter zu verkiirzen, war es hier angebracht den jeweils kompletten Datensatz zu

bearbeiten.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Rekonstruktion der phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen der
Phyllopoda (Branchiopoda, Crustacea) und der Astacoidea (Astacida, Decapoda, Crustacea) mit Hilfe
molekularer Datensatze. Zu diesem Zweck wurden Sequenzdaten von 33 Spezies der Branchiopoda
und 16 Spezies der Astacida erhoben. Fir die Phyllopoda kam das recht variable mitochondriale Gen
12S rRNA (3. Domane) und das hochkonservierte nukleare Gen EF-1o. zum Einsatz. Die Astacida
wurden ebenfalls mit den mitochondrial codierten Genen 12S rRNA und cox1 bearbeitet. Bei
Einbeziehung vorhandener Daten aus der Genbank bzw. Literatur (Hanner & Fugate,
1997;Munasinghe et al., 2003) wurden die Daten unter Berilcksichtigung zweier verschiedener
Gesichtspunkte phylogenetisch ausgewertet: Fir den ribosomalen Datensatz der Branchiopoda kam
gemaR der bestehenden Debatte iber die Qualitat unterschiedlicher Alignmentstrategien sowohl ein
computergestiitztes Alignment (POY), als auch ein auf der Basis der zuvor analysierten
Sekundarstruktur manuell erstelltes Alignment zum Einsatz. Anhand der phylogenetischen
Berechnung der Datensatze konnte gezeigt werden, dass ein unter Einbeziehung von
Sekundarstrukturinformationen erstelltes Alignment das Ergebnis positiv beeinflusst (im Fall eines
deutlichen Verwandtschaftsverhaltnis zwischen Cladocera und C. hislopi) und das sogenannte
.Rauschen* aufgrund von Homoplasie, bedingt durch falsche Positionshomologien, fur einige Splits
minimieren kann. Alle Datensatze sowohl fiir die Branchiopoda, als auch flr die Astacida wurden mit
Maximum Likelihood- und Parsimonie Verfahren berechnet. Die Verwendung dieser beiden Methoden
gibt die zusatzliche Mdéglichkeit, die Gefahr von Missinterpretationen durch artifizielle Teilergebnisse
zu minimieren. Daher wurden konsequenterweise nur in beiden Methoden kongruente Ergebnisse als

verlasslich diskutiert.

Die Phylogenie der Branchiopoda ist vor allem im Hinblick auf die Abstammungsverhaltnisse der
Ubergeordneten Taxa weitgehend ungeldst. Die Anwendung verschiedener molekularer Datensatze
(12S rRNA und EF-1a) und verschiedener Stammbaumalgorithmen erbrachte fur die wesentlichen
Fragestellungen verlassliche Ergebnisse. So konnte die Paraphylie der Spinicaudata gezeigt werden
und damit einhergehend das Cladoceromorpha- Konzept favorisiert werden. Auch fir die viel
diskutierte Hypothese der Diplostraca lassen sich Evidenzen finden, die allerdings aufgrund der nur
maRigen Unterstitzung der hier generierten Daten mit weiteren molekularen Daten getestet werden

sollte.

Innerhalb der sehr diversen Cladocera konnte betreffend der zwei konkurrierenden Hypothesen der
Eucladocera und Gymnomera, dem Gymnomera- Konzept (Haplopoda + Onychopoda) der Vorzug
gegeben werden. Ein Schwestergruppenverhalinis der Ctenopoda zu den Gymnomera wird ebenfalls
gezeigt. Der Widerspruch zur klassischen Annahme der basalen Stellung der Ctenopoda wird

hinsichtlich der vorliegenden Ergebnisse diskutiert.

Die Phylogenie der Phyllopoda (Aufengruppe Anostraca) lasst sich zusammenfassend wie folgt

hypothetisieren.
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(Notostraca (Laevicaudata (Spinicaudata (C. hislopi + Cladocera))))

Innerhalb der monophyletischen Cladocera werden auf der Basis der Datensatze folgende

Verwandtschaftsverhaltnisse gestitzt:
(Anomopoda (Ctenopoda (Haplopoda (Onychopoda))))

Eine Besonderheit dieser Arbeit liegt in der phylogenetischen Auswertung der Intronpositionen des
Gens EF-1a innerhalb der Branchiopoda. Hier konnten aus der vorhandenen Datenlage innerhalb der
Metazoa drei fir Phyllopoda typische Intronpositionen ermittelt werden. Zwei Introns sind jeweils
Autapomorphien der Notostraca (Intron B) und der Cladocera (Intron D), wahrend ein Intron als
Synapomorphie von C.hislopi und den Cladocera gewertet werden kann (Intron C). Damit ergibt sich

ein zusatzliches, starkes Argument fir die Cladoceromorpha.

Die hier auf der Basis der vorliegenden molekularen Resultate der Astacoidea (Auliengruppe
Parastacoidea) zu stellenden Hypothesen stehen im Widerspruch zu der traditionell als unbestritten
geltenden Vorstellung eines Monophylums der amerikanischen Cambaridae und der asiatischen

Cambaroides, gemeinschaftlich zum Taxon Cambaridae vereint.

Die vorhandenen Ergebnisse aus der Auswertung der 12S rRNA und cox1 Datensatze rechtfertigen
Uberzeugend die Hypothese einer Nicht-Monophylie der amerikanischen Cambaridae + Cambaroides.
Vielmehr bilden die amerikanischen Cambaridae die Schwestergruppe zu den europaischen
Astacidae. Da in der Nomenklatur nicht zwischen den amerikanischen Cambaridae + Cambaroides -
gemeinschaftlich als Cambaridae bezeichnet - differenziert wird, sollte hier, sofern sich dieses
Ergebnis verifizieren lasst, eine Namensdnderung der amerikanischen Cambaridae angestrebt
werden. Die basale Stellung der Cambaroides deutet ferner darauf hin, dass die Verbreitung der

Astacoidea ihren Ursprung im ostasiatischen Raum genommen hat.

Desweiteren konnte die Herkunft des parthenogenetischen Marmorkrebses (Astacida, Astacoidea,
amerikanische Cambaridae) eingegrenzt werden. In diesem Zusammenhang wurde auf die Gefahr

einer sorglosen Halterung bzw. Freisetzung in europédische Binnengewasser hingewiesen.
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AUUCUUA
AUUCUUA
ACUCUUA
AU-CAGU
AU-CAAU
AU-CAGA
ACUCUUU
AUUCUCC
AUUCUCU
AU-CUUA
AU-CUUA
ACUCUUU
AUUCUUA
AUCCUUA
AUUCUAA
AUUCUCU
UA-CUGG
AA-CCAA
UA-CUAA
UA-GUAA
UA-CCAA
GA-CCAG
AA-CCUU
UA-CCUA
UG-CCGA
UA-CCUA
CA-CUUU
CA-CACA
UA-CCUA
UA-CCUA
AA-CCUA
AA-CCUC
AA-CCUC

36
CCccauuc
CCUAUUU
CCUUUCU
CCUAUUC
CCuGUCC
CCUAUUU
CAUAUUU
CAUAUUU
CAUGUUU
CAUAUUU
CAUGUUU
CAUUGAU
CAUUAGU
CAUUAAU
CCUUCUU
Cccuuuuc
Ccuuccc

AGU AAAAG-UUAUCCUUCAA ACCC
NNN NNNNNNNNNNNNNNNNN NNNN
AGU AAAAG-UAAUUCUUCAA ACCC
NNN NNNNNNNNNNNNNNNNN NNNN
AGU AAAAG-UUGUGCUUCAA ACCC
NNN NNNNNNNNNNNNNNNNN  NNNN
AGU AAAAG-UUGUUCUUCAA ACCC
NNN NNNNNNNNNNNNNNNNN NNNN
AGU AAAAGCUUAUUCUUCAA ACCC
AGU AAAAG-AUGUUCUUCAA ACCC
AGU AAAAG-AAAUCCUUCAA ACCC
AGU AAAAG--AAUUCUUCAA ACCC
AGU AAAAG-AUGUUCUUCAA ACCC
AGU AAAAG-AAAUUCUUCAA ACCC
AGU AAAAG-ACGUUCUUCAA ACCC
AGU AAAAG-AUAUUCUUCAA ACCC
33 34
CUAGA GG AACCUGCCCC AUAAA
CUAGA GG AAUCUGUCCU AUAAU
CUAGG GG AAUCUGUCCU AUAAU
CUAGA GG AAUCUGUCCU AUAAU
UCAGA GG AAUCUGCCCC GUAAU
CUAGA GG AACCUGCCCU GUAAU
CUAGA GG AACCUGCUCU UGUAU
CUAGA GG AACCUGCUCU UGUAU
CUAGA GG AACCUGCUCU UGGAU
CUAGA GG AACCUGCUCU UGGAU
CUAGA GG AACCUGCUCU UGGAU
UUAGA GG AACCUGUUCA AUAAU
UUAGA GG AACCUGUUCA GUAAU
UUAGA GG AACCUGCUAA GUAAU
CCAGA GG AACCUGUCCC GUAAU
CCAGA GG AACCUGCCCC UUUAU
UCAGA GG AACCUGCCCC UUUAU
CCAGA GG AACCUGCCCC AUAAU
CCAGA GG AACCUGCCCC AUAAU
CCAGA GG AACCUGUCCC GUAAU
UCAGA GG AACCUGUCCC UUAAU
CCAGA GG AACCUGUCCC UUAAU
UCAGA GG AACUUGCCCC UUAAU
UCAGA GG AACCUGCCCC UUAAU
CCAGA GG AACUUGUCUC GUAAU
ACAGA GG AGCUUGUCCU AUAAU
GCAGA GG AGCUUGUCUC AUAAU
ACAGA GG AAUUUGCCUA GUAAU
AUAGA GG AGCUUGUCCC GUAAU
ACAGA GG AGCUUGUUUU UUAAU
GCAGG GG AGCUUGUCUU GUAAU
AUAGA GG AGCUUGUCCU AUAAU
ACAGA GG AGCUUGUUUC GUAAU
CCAGA GG AGUUUGUCCC GUAAU
ACAGA GG AGCUUGUCUC AUAAU
ACAGA GG AGCUUGUCCC AUAAU
ACAGA GG AGCUUGCCCU UUAAA
GUAGA GG AGCUUGUCGU AUAAU
ACAGA GG AGCUUGUCAC AUAAU
ACAGA GG AGCUUGUCGU GUAAU
ACAGA GG AGCUUGUCGU GUAAU
38
UUGUAAAACA GCUUAUAUACCGUCGUU
UUGUUAU-CA  GCUUAUAUACCGCCGUU
UUGUCUA-CA GUUUAUAUACCGCCGUC
UUGUUUUCAG GCUUAUAUACCGCCGUU
UCGUUGU-CA GUUUAUAUACCGUCGUU
UUGUCAC-CA GCUUAUAUACCGCCGUU
UUGUUUU-CA  GUUUGUAUACCGCCGUU
UUGUUUU-CA GUUUGUAUACCGCCGUU
UGGUUUU-CA GUUUGUAUACCGCCGUU
UUGUAUU-CA GUUUGUAUACCGCCGUU
UUGUUUU-CA  GUUUGUAUACCGCCGUU
UUGUUAU-CA GUUUGUAUACCUCCGUU
UUGUUGUUCA  GUUUGUAUACCUCCGUU
UUGUUAU-CA GUAUGUAUACCUCCGUU
UUGUC---UA GUUUGUAUACCGCCGUU
UAA-—-—--- CA GUUUGUAUACCGCCGUU
CCA----- UA GUUGGUAUACCGCCGUU

AAAGGUUU UGGCGGCAUUUU
NNNNNNNU  UGGCGGUGUCUU
ACAGAUCU UGGCGGUAUUUU
NNNNNNNU  UGGCGGUAUUCU
AAAGAUUU UGGCGGUAUUCU
NNNNNNNU  UGGCGGCAUUUU
AAAGAUUU UGGCGGCAUCUU
NNNNNNNU  UGGCGGCAUUUU
AAAGGUUU  UGGCGGCUUUUU
AAAGAUUU UGGCGGUAUUCU
AAAGACUU UGGCGGUAUUUC
AAAGAAUU UGGCGGUACCUU
AAAGAUUU UGGCGGUGCCUU
AAAGACUU UGGCGGCAUCCU
AAAGAUUU UGGCGGCAUCUU
AAAGAUUU UGGCGGCAUCUU

35 357

CG ACAAUCCA CG AGACAAUCGA

CG AUAGCCCA CG AAUUUAUUUA

CG AUAGCCCA CG AGCAUUUACU

CG AUAGCCCA CG AACUUAUUUA

CG AUAAUCCA CG AGUAAAGGUA

CG AUAGUCCA CG AGUUUAUGCA

CG AUAUUCCA CG AUUAAAUUUA

CG AUAACCCA CG AUUAAAUUU-

CG AUAAUCCA CG UUUAAAUGUA

CG AUAUUCCA CG UUUAAAUGUA

CG AUAAUCCA CG UUUUA-UGUA

UG AUAGUCCA CA UUAUAUCUUA

UG AUAGUCCA CG UUUUAUCUUA

CG AUAGUCCA CG UUUUAUCUUG

CG ACAAUCCA CG UUUUACCUUA

CG ACAAUCCA CG CUUAACCUUA

CG ACAAUCCA CG CUUAACCUUA

CG AUAAUCCA CG CUACAACUUA

CG AUAACCCA CG UUAAACCUUA

CG ACAGUCCA CG CUAAACCUUA

CG AUAGUCCA CG CUUUACCUUG

CG AUAGUCCA CG UUUUACCUCA

CG AUAAUCCU CG UUAUACCUUU

CG ACAAUCCC CG CUUUACCCUA

UG AUAUUCCC CA AAU-AUCUUA

CG AUAAUCCU CG UUUUAUCUUA

CG AUAAUCCC CG UUUAAUCUUA

UG AUAAGCCU CG UUUGAUCUUU

CG AUAAUCCU CG UUAUAUCUUA

UG AUGAUCCC CA UUUUAUCUUA

CG AUAAUCCU CG UAAUAUCUUA

UG AUAGUCCC CA UUUUAUCUUA

UG AUAAUCCU CA AUACACCUUA

UG AUAAUCCC CA CUUUACCUUA

UG AUAAUCCU CG AUUUACCUUU

CG AUAACCCC CG UUUAAUCUUA

UG AUAGUCCC CG UUAGAUCUUU

UG AUAUUCCC CA UUAAAUCUUA

UG AUACCCCU CA UUAUAUCUUU

CG AUAAUCCC CG AUAAAUCUUA

CG AUAAUCCC CG UUAAAUCUUA

39 40 407

-U--A GGGG-AU UAA AUAA AUA
-U--A GGGA-AC UAA AUAA AUA
GU--A GGGA-AU UGU UAAA GCA
-U--A GGGA-AC UAA AUGA AUA
-U--A GAGA-GC UUC AUUA AUA
-U--A GUGA-AU UAA AUAA AUA
GU-CA GAUU-AU UUU UAAA AAA
GUACA GAUU-AU UUU UAAA GAA
GU-CA GAUU-AU UUU UAAA AAA
GU-CA GAUU-AU UUU UAGA AAA
GUACA GAUU-AU UUU UAAA AAA
GU-CA GAAAGGU UUU GAAA AAU
GU-UA GAAAGAU UUU GAAA AAU
GU-AA GAAAGAU UUU UAAA AAU
GU-CA GAUA-AU UCU AAAA AGA
GC-CA GAUA-AU UUU UCCA AAA
GC-CA GAUA-AU UCC CCCA AAA
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Leptestheria
Lkawachiensis
Limnadia
Eulimnadia
Limnadopsis
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclestheria
Simocephalus
Eurycercus
Pseudochydoru
Moina

Bosmina
Ilyocryptus
Daphnia
Ceriodaphnia
Scapholeberis
Sida
Diaphanosoma
Leptodora
Polyphemus
Bythotrephes
Evadne

Podon

Artemia
Bocci
Linderiella
Bpinnata
Parartemia
Streptocephal
Lepidurus
Lepibilo
Taustrali
Tcancri
Tlong

Ltatei
Ibiformis
Lbrachyurus
Imnadia
Caenella
Caenestheria
Leptestheria
Lkawachiensis
Limnadia
Eulimnadia
Limnadopsis
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclestheria
Simocephalus
FEurycercus
Pseudochydoru
Moina
Bosmina
Ilyocryptus
Daphnia
Ceriodaphnia
Scapholeberis
Sida
Diaphanosoma
Leptodora
Polyphemus
Bythotrephes
Evadne

Podon

Artemia

Bocci
Linderiella
Bpinnata
Parartemia
Streptocephal
Lepidurus
Lepibilo
Taustrali

CUUUUUC UAAUG--AAG GCUUGUAUACCGCCGUU GC-CA GAUA-AU UUU UAAA
CUUUCCC UAAUU---AA GCCUGUAUACCGCCGUU GC-CA GAUA-AU UUU CAAA
CCCUCUU UUAUU---UA GUUUGUAUACCUCCGUU GC-CA GAUA-AU UCU CAAA
CCUUUUU UUGUUU--AA GUUUGUAUACCGCCGUU GU-CA GAUG-AU UCU UAGA
CCCUUUU UCAUA---AA GUUUGUAUACCGCCGUU GC-CA GAUG-AU UCU UAAA
CCUUUUU UUU-=------ GUUUGUAUACCGCCGUU GU-CA GAUA-AU UUU UAGA
CCUUUUC UGCUU---AA ACUUGUAUACCGCCGUU GC-CA GAUA-AU UCU CACA
CUUAUUU UUGUAUAACA GUUUGUAUACCGCCGUU GG-CA GAUG-GU CUU AUAA
CCUUUUU UUGUA---GA GCUUGUAUACCUCCGUU GU-CA GAUU-AC UUC AUAA
CCUUUUU UUGUA---AA GCUUGUGUAC-UCCGUU GU-CA GGUU-GC UUC UUAA
CUUUUCU UAUUU----A GUUUGUGUACUGCCGUU GU-CA GAUU-AC UUU UGAA
CUUCUUU UUGUC---GA GUUUGUAUACCUCCGUU GU-CA GAUU-AC UUC AUUA
CUUCAGU UAAU----UA GUUUGUAUACCGCCGUU GU-CA GAUU-AC CUU UAAA
CUUUAUU UUAU----GA -UUUGUAUACCUCCGUU GU-CA GAUC-AC UUU UAAA
CCCUUUU UUGUU---AA GCUUGUAUACCGCCGUU GU-CA GAUU-AC UUU AAAA
CCU-UUU UUAUU---CA GUUUAUAUACCUCCGUU GU-CA GAUU-AC UCU AUAA
CUCGCUC UUGUU---UA GCUUGUAUACCUCCGUU GA-CA GGUU-AC UUC AUAA
CUUGGUU UUGUAUAGCA GUUUGUAUACCGCCGU- GU-CA GGUU-AC UUU AAAA
CUUAAUC UAGUAUU-CA GCUUGUAUACCACCGUU GU-CA GGUU-AC UUU AAAA
CUUAACC UUGUUU-UCA ACUUGUAUACCUCCGUU GU-CA GACU-AC UCU UAUA
CUUAAUC UUGUAA-ACA GCUUAUAUACCGCCGUU GU-CA GAUU-AC UCC UAGA
CUUGGUC UAGUUAAUUC ACCUAUAUACCGCCGUU GU-CA GAUU-AC UCU AAAA
CUUAGCU UGGUUUUUCA GCUUGUAUACCGCCGUU GU-CA GAUU-AC UCC AAUA
CUUAAUU UGGUUAAUCA GCUUGUAUACCUCCGUU GU-CA GAUU-AC UCC UAUA
397 42 427 387
--A CU-GCUC UUAA UUGC UUAG---- GCUA AUAAAUCA GAUCAAGGUGUAGC
--G AU-UUUC UAAA UUAA CUAG---- UUAA UUAAAUCA GGUCAAGGUGUAGU
--C CU-UUCC UUAA AAGG AGUA---- UCUC GUAAGUCA GGUCAAGGUGUAGC
--G AU-UUCC AAGA UUAA UUAG---- UUAA UAAAAUCA GGUCAAGGUGUAGC
--G CC-UCUC UCAG AGGC CUAG---- GCCC ACAAAUCA GAUCAAGGUGUAGC
--A UU-UCUC UUAA UUAA UUAG---- UUGA AAAAAUCU GGUCAAGGUGUAGU
--U AU-UAUC UAAU UAGU UUAUU--- ACUA UGACAUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U AU-UAUC UAAU UAGU UUAUU--- ACUG GGACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U AU-AAUC UAAU UAGU AGUUA--- AUUG GGACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U AU-AAUC UAGU UAAU UUAAAG-- UUUA UGACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U AU-AAUC UAAA UUAA UAAUUA-- AUUG -GACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U CUUUUGA AAGU AAUU GAUUU--- AAGU --ACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U CUUUUAU UUUU AAUU UUAUU--- AAAU --ACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U CUUUUAU UAUU AAGA UAUUC--- AAAU --ACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U AU-UAUC UAAA UUAA CUAUUUU- UACU -AACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--C AU-UAUC AAAC UCAA UAAUUU-- UAAA -GACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U AU-UAUC AAAC CUAA CAAUUU-- CAAA -GACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U AU-UAUC UAAA AUAA AAUUUU-- UAAG -GACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--C AU-UAUC UAAA UUAA GAUUUU-- UAUG -GACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--A AU-UAUC UAAA UUAA CUAUUU-- UACU -AACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U AU-CAUC UUAA UUAA CUAUUU-- UACU -GACUUCA GGUCAAGGAGCAGC
--U AU-CAUC UAAA CUAA UUAUUU-- UAAC -AACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--C AU-UAUC UAAU AUAA AAGAAA-- CAAU -AACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--G AU-UAUC UUUA UCAA GAUCCU-- UACU -AACUUCA GGUCAAGGUGCAGU
--U UC-UUUC CACA AAAA GUGUUU-- CU-U --ACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
AAC GU-UUUC AAAU AAAA AUAAU--- UUUU UUACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U GC-GACC UAAA AAAA CAAU---- UUUU GCACUUCA GGUCAAUGUGCAGC
--A GA-AAUC GGAA UAAA GAGU---- UUUA UAACUUCA GGUCAAAGUGCAAC
--U GUUUUCC UAAA AAUA AUUU---- UU-G UGACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U GU-UUUC UAAA AAAA UAAU---- UUUU AAACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U GU-CUUC AAUA AAGA UAUU---- GCUU UGACUUCA GGUCAAGGUGCAGU
--C GU-UUUC AG-G AAAA AUAUU--- UUUC UUACUUCA GGUCAAGGUGCAGU
--C GU-UUUC AA-U AAAU AUAAU--- UUUU CUACUUCA GGUCAAGGUGUAGC
--A GU-UUCC AA-U AAAG ACAAC--- UCUA AUACUUCA GGUCAAGGUGCAGC
--U GU-UUCC UUCA UUGA UAAU---- UUAA AGACUUCA GGUCAAGGUGCAAC
--U GU-UCCC ACUA AAUA ACCCCAAC UUCA AAAAUUCA GGUCACAGUGCAGC
--U GU-CUUC UAGA AAAA UAAU---- UUUU UCACUUCA GGUCAAGGUGCAGU
--A GU-UUUC GAGU UAGA UAAU---- UCUA UUACUUCA GGUAAAGGUGUAGC
--U GU-UUUC UCUA AAGA UAGU---- UCUU UUACUUCA GGUCAAGGUGUAGU
--C GU-UUUC AAUA AAUA UAAU---- UUUU UUACUUCA GGUCAAGGUGCAGU
--U GU-UUUC AAUA AAGA AAGG---- UCUU UUACUUCA GGUCAAGGUGCAGU
36’ 34 45 45’
UUAU GUCCGGG A-- GAGGGUGGGUU ACAA UAA ----GACC UUA
UUAU GAAUAGG A-- AGAGAUGGAUU ACAA UAA ---AAUUU UUA
UUAU GAGAGAG C-- AGUGAUGGAUU ACAA UAA ----UUAA UUA
UUAU GGAUAGG A-- AGAGAUGGAUU ACAA UAA ----AAUU UUA
UUAC GGGCAGG U-- GGAGGUGGAUU ACAC UGA ----G-CU UUA
UAAU AAAUAGG A-- AGAGGUGGGUU ACAA UGA ----UAUU UUA
CAAU AAAUGUG GG- AGUAGUGGGUU ACAA UAA -UAUUAAA UUA
CAAU AAAUAUG G-- AGUAGUGGGUU ACAA UAA -AAUUAAA UUA
UUAU AAGCAUG GG- AGUAGUGGGUU ACAA UAG -AUUAAAA UUA

AAA
AAA
AGA
AGA
AGA
AAA
AGA
GAG
AGA
GAG
AAU
GAA
GAG
GGA
GAA
AGA
GAA
GAA
GAA
GGA
GGA
GGG
GGA
GGA
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Tcancri
Tlong

Ltatei
Lbiformis
Lbrachyurus
Imnadia
Caenella
Caenestheria
Leptestheria
Lkawachiensis
Limnadia
Eulimnadia
Limnadopsis
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclestheria
Simocephalus
Eurycercus
Pseudochydoru
Moina
Bosmina
Ilyocryptus
Daphnia
Ceriodaphnia
Scapholeberis
Sida
Diaphanosoma
Leptodora
Polyphemus
Bythotrephes
Evadne

Podon

Artemia
Bocci
Linderiella
Bpinnata
Parartemia
Streptocephal
Lepidurus
Lepibilo
Taustrali
Tcancri
Tlong

Ltatei
Lbiformis
Lbrachyurus
Imnadia
Caenella
Caenestheria
Leptestheria
Lkawachiensis
Limnadia
Eulimnadia
Limnadopsis
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclestheria
Simocephalus
Eurycercus
Pseudochydoru
Moina
Bosmina
Ilyocryptus
Daphnia
Ceriodaphnia
Scapholeberis
Sida
Diaphanosoma
Leptodora
Polyphemus
Bythotrephes
Evadne

Podon

Artemia

UUAU AAAUAUG GG- AGAAGUGGGUU ACAA UAA -AUUAUAA UUA
UUAU AAACAUG G-- AGUAGUGGGUU ACAA UAA -UAUAGAA UUA
UAAU AUUAAUG A-- UGAAAUGGGUU ACAA UUA -AGUCAAU AAU
UUAU AUUAAUG A-- UGAAAUGGGUU ACAA UUA -UUUUAAU AAU
UUAU GUUAAUG U-- UGUAGUGGGUU ACAA UAU -AAUUAA- AUA
UUAU AAGAAGG U-- GGUGAUGGGUU ACAA UAA -UUAUAAA UUA
CUAU GAAAAGG U-- GGAGGUGGGUU ACAA UAA UAUAUAAA UUA
UGAU GAAAAGG U-- GGAGGUGGGUU ACAG UAA UUCAUAAA UUA
UUAU GAAAAAG A-- GGAGGUGGGUU ACAA UAA -CUUUUAA UUA
UUAU GAGAAAG A-- GGAGGUGGGUU ACAA UAA -UUUUUAU UUA
CUAU AAGAGGG U-- GGUGAUGGGUU ACAU UAA -UAAUAAA UUA
UUGG AAAAAGG U-- GGUGAUGGGUU ACAU AAU -UAAAAGA GUU
UUAU AAAAGGG A-- GGAGAUGGGUU ACAU UAA -CCAUAAG UUA
UUAU AAAAAGG U-- GGUGGUGAGUU ACAA UAA -CUAUAAG UUA
CAAU GAAAAGG U-- GGUGGUGGGUU ACAA UAG -UUAUUAA CUA
UUAU AAAUAAG U-- GAGGAUGAGUU ACAA UAA -UGAAAAA UUA
UAAU AAAAGGG U-- AGUGGUGAGCU ACAA UUU -AAUUUAA AAA
UUAU GAAAAGG A-- GAGGAUGAGCU ACAA UAA -AUUUUAU UUA
UUAU GGAAAAG UUU UUUGGUGAGUU ACAA UAA -UUUUUAA UUA
GGAU AGAGAAC G-- GGAGAUGAGCU ACAA UAA -AUUUAAU UUA
UUAU ACUAAAG U-- UUGAAUGAGCU ACAA UUA -ACCAUAU UAA
UUAU AGUAAAG A-- AUUGAUGAGCU ACAA UUA -GAUUUAU UAA
UUAU AGAAGGG C-- AGUGAUGAGCU ACAA UUU -UUAAUAG AAA
UUAU AAAAAGG A-- GAAAAUUAGCU ACAA UUU ---AAAAU AAA
CCAU GAGCGAG A-- GGAGAUGAACU ACAA UUC -UCUAGAA GAA
UUAU AACUAAG A-- GAAGAUGAGCU ACAU UUA -AUUUAAU UAA
UUAU GAUUAAG A-- GGUGAUGAGCU ACAA UUA -AAAUAAU UAA
UUAU GGUUAAG U-- GGUGGUGAGCU ACAA UUA -AAUUAAU UAA
CUAU GGUUAAG G-- AUUGAUGAGCU ACAA UUU -AUGU-AU AAA
CUAU GAUUAAG A-- GUAGAUGAGCU ACAA UAA -AUGUUAU UUA
CUAU AGUUAAG UU- UCAGAUGAGCU ACAA UUA -GAGUUAC UAA
UUAU AGUUAAG UC- GCAGAUGAGCU ACAA UUA -AAGUUAU UAA
47 47" 337
AACGGAA-- UUUU CAUUUUAUC AUGG -AGAAGAAGGUGGA UUUAG
AACGGAUGG UUAA AAUUUAGAU UUUA --UUUGAAGGUGGA UUUAG
AGACGAUU- AUGU AGAAAUAAU UCUU -AUUUGAAGGUGGA CUUAG
-AACGAAC- UUGA AACUUACGU UUGC --CCAGAAGGUGGA UUUAG
CUGCGGAC- UCAG UUUUGUAUU AGAC -UGAUAAAGAUGGA UUUGA
UAACGGAU- UAUG AUCUUUAGG GAUU -GUAUAAAGGUGGA UUUAG
UUACGGAU- UAAU AAUUGUA-U AAUU AUUAUAAAGGUGGA UUUAG
UUACGGCC- UGAC AAUUGUAAU AGUU GUUAUUAAGGUGGA UUUAG
U-ACGGAU- UAAU UAAUGUAAU GUUG AUUAUGAAGGUGGA UUUAG
U-ACGGAU- UAGU AUGUGUAA- ACAU AUUAUUAAGGUGGA UUUAG
U-ACGGAU- UAAU UAGUGUAAU ACAA AUUAUGAAGGUGGA UUUAG
GGUGUGGU- AUUU GAAAAGUG- CCGU  —-———- GAAAUUGGA UUUAU
GGAUUAGU- GUUU GAAACAGUA CUAU -—--—- GAAAUUGGA UUUAU
UGGGUUGU- UGAU UGAAACAUU AAUU ---UUUUAAUUGGA UUUAU
CAC-GGA-- AAUU UUAU-GAAA AAAC AAU-UUAAGGUGGA UUUGG
AACGGAU-- AAUU CUAU-GAAA AAGA AUU-UGAAGGUGGA UUUGG
UACGGAU-- AAUU CUAU-GCAA AAGA AUU-UGAAGGUGGA UUUGA
UACGGA--- AAGU AAAU-GUAA AAAA ACU-AGAAGGUGGA UUUGG
CACGAA--- AAGU AUAU-GAAA ACAA ACU-GGAAGGUGGA UUUGG
AACGGA--- AAUU UAAU-GAAA AAAU GAU-UUAAGGUGGA UUUGG
AACGGGA-- AAGG AAAAUGAAA AANU AACUAUAAGGUGGA UUUGA
UACGG---- AAGA AAAAUGAAA AAUU AACUA-AAGGUGGA UUUGA
AACGGA--- CAGU CUAU-GAAA UAAU GGCUAGAAGGUGGA UUUGA
CACGAAA-- GAAU UCCAUGAAA AAGA AUUAUGAAGGUGGA UUUGA
UUAUGGAU- UAGA GCUU-GAAA GAGU UUUAUGAAGGUGGA UUUGG
-AACAGAU- AUUA GUUUUAAUA CUUU UG---GAAGGUGGA UUUGC
AAACGGAA- AAGA AUUGAAAAA UUCU UCA--AAGGUGGAA UUUGC
GA-CGAAU- UAAA AUUGAAACU AUUU UAG--GAAGGUGGA UUUGU
U-ACGAAG- GAUC --UUUGAAA AAAA GAUAGGAAGGUGGA UUUAC
UUACGGAC- UAUU UUUGUAAAA GAAA UAC--GAAGGAGGA UUUGU
U-AUGGAU- UUUA GUUGAAAUA CUGA GUU--GAAGGUGGA CUUGC
-UACGGAU- UUUA GGCUUAAAA CUCA GG--UGAAGGUGGA UUUAU
ACUCGGAU- UGUU UGUUAAACC AAUA AU---GAAGAUGGA UUUNN
AUACGGAU- GGGG AGCUAAAAU AACC CU---GAAGGUGGA UUUGU
UAACGGAU- UAUG UAUGAAAAA UCAU ---AUGAAGGCGGA UUUGU
AAACGAAU- CAAU --GGUGAAA CCCA -UUAAGAAGGUGGA UUUGU
UUAUGGAU- UAGU -UUUUAAAC AUGG CUA-UGAAAGUGGA UUUGU
-UACGGAA- AUAA --AGUGUAA UCUU UAU-UGAAGGUGGA UUUAC
-UACGGAU- AAAA --AGUGUAA -UCU UUUAGGAAGGUGGA UUUGU
-UACGGAU- UUAA --GGUGUAA UCCU UCU-UGAAGGUGGA UUUGU
-UACGGAU- UUUA -AGGUGUAA UUCC UUUAUGAAGGUGGA UUUGU
48/48' 327
AGGCC————————— UAUCAACC-U GAAGGA-GG CUC UGAGAAAUGUACA CAUCGCCCG

AAGUA
AAGUA
AAGUA
AAGUA
AAGUA
AAGUA
UAGUA
UAGUA
UAGUA
UAGUA
UAGUA
GAGUA
AAGUA
UAGUA
AAGUA
UAGUA
UAGUA
CAGUA
UAGUA
AAGUA
AAGUA
AAGUA
AAGUA
CAGUA
UAGUA
UAGUA
CAGUA
UAGUA
UAGUA
AAGUA
AAGUA
UAGUA
NNNNN
CAGUA
GAGUA
AAGUA
CAGUA
UAGUA
UAGUA
CAGUA
UAGUA
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Bocci
Linderiella
Bpinnata
Parartemia
Streptocephal
Lepidurus
Lepibilo
Taustrali
Tcancri

Tlong

Ltatei
Lbiformis
Lbrachyurus
Imnadia
Caenella
Caenestheria
Leptestheria
Lkawachiensis
Limnadia
Eulimnadia
Limnadopsis
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclestheria
Simocephalus
Eurycercus
Pseudochydoru
Moina

Bosmina
Ilyocryptus
Daphnia
Ceriodaphnia
Scapholeberis
Sida
Diaphanosoma
Leptodora
Polyphemus
Bythotrephes
Evadne

Podon

12S rRNA Alignment der Branchiopoda der 3. Domane und partiell der 2. Domane, erstellt auf der Basis einer

Sekundarstrukturanalyse. Blau markierte Nukleotide bezeichnen die ““stem’’- Regionen.

AAAUU-———-————— UGAGUUUU-U
ANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
AAAAU---—-———— AAAAGUUUG-G
AACUA----UAGAAAAAGUUGA-A

AAUUUNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
AAAUAGAAAUAAAAGGUUUAUA-U
AAUUAAAAAUAAANNNNNNNNNNN
AAUUAAGAAUAAAAUUCUUUUU-U
AAUUUAGAAUAAAAUUCUUUAU-U
AAUUUAGAAUAAANNNNNNNNNNN
AUUCUGUUUAAGGAAAACAAGA-U
AUAAUUUUUAAGGAAAAAUUUU-U
AUUUUAUUUAAGUAAAAUAAAU-U
AAAUUAUUUUAGAAAGAUAAUU-U
AAUCCCUCUUAGCAAAAGGGGU-U
AACCCCUCUUAGCAAAAGGGGU-U
AGUGUCGUUUAGCAAAGAACAC-U
AAUAUAGUUUAGCAAACCAUAU-U
AACUUACUUUAGUAAAGUAACU-U
AACUUAUCUCAUNNNNNNNNNNNN
AAUUUAUUUCAUCUAAAUAAAU-U
AAAUCAAUUUAGUAAAUUGAUU-U
AAUUUUUCUUAGUANNNNNNNNNN
AGGUUAUUUUAUGAAAAUUUCC-U
AAAUUG-UUUAAGUAUAACUUUUU
ANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
AGUUUACUUAAUGAAAGUGAAU-U
ACUUUUCUAGAUAANNNNNNNNNN
AAUUAAUUUAAUGAUAAUUACU-U
A-UAGUUAAUAGAGUGUAAUUA-U
AAUUUA-CUUAAGUACAGUAAGUU
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
AUAGUGCUUUAAGAAUAACACUAU
AAUUUUUUUAAUUAUAAAGAAU-U
AGUGUAUUUAAGAAAGAUUCAC-U
AAAUAAAAUUAGAAUAUUUAUU-U
AAAUACUUUAAGAAUAAUUAUU-U
AAAUACUUUAAGAAUAAUUAUU-U
AAUUAUUUUAAGAAAAGAUAAU-U
AGUUAAUUUAAGAAAGGUUAGC-U

GAAAUG-AG
NNNNNNNNN
GAAAUG-AG
GAAAGA-GG
NNNNNNNNN
GAAUUG-AG
NNNNNNNNN
GAAAUG-AG
GAAGUU-GG
NNNNNNNNN
GAAUUU-UG
GAAAUUAGC
GAAUUU-UG
GAAAAA-AG
GAAAUG-AG
GAAAUG-AG
GAAAAA-AG
GAAAAG-AG
GAAAAA-AG
NNNNNNNNN
GAAAAA-AG
GAAAAA-AG
NNNNNNNNN
GAAACU-GU
GAAGAA-GG
NNNNNNNNN
GAAGCA-UC
NNNNNNNNN
GAAGCAAGG
GAAUUU-GG
GAAUAA-GG
NNNNNNNNN
GAACUA-GG
GAAAUUUAG
GAAGGU-UG
GAAUAA-GG
UAAGUU-GG
UAAGUU-GG
GAAGUU-GG
GAAUUU-GG

CcucC
NNN
cucC
Cc-C
NNN
cuc
NNN
cucC
cuc
NNN
cuc
ucc
ccc
cuc
cucC
cucC
cucC
ccc
cuc
NNN
cucC
cuc
NNN
uucC
UAA
NNN
cuc
NNN
CAA
CUA
CAA
NNN
CA-
CAA
CAA
CUA
cucC
cuc
cuc
cuc

UUGAAAAUGUACA
NNNNNNNNNNNNN
UUGAAAAUGUACA
CUGGAAAUGUACA
NNNNNNNNNNNNN
UGAAGUGUGUACA
NNNNNNNNNNNNN
UGAAGUGUGUACA
UGAGGUGUGUACA
NNNNNNNNNNNNN
UGGGAUGUGCACA
UAAAAUGUGCCCA
UAAGAUGUGCACA
UGAGAUGUGUACA
UGAAAUGUGCACA
UGAAAUGUGCACA
UGGGGUGUGUACA
UGAGAUGUGUNNN
UGAGAUGUGUACA
NNNNNNNNNNNNN
UGAGAUGUGUACA
UGAGAUGUGUACA
NNNNNNNNNNNNN
UAAAGUGUGCACA
AAGAAUGUGUACA
NNNNNNNNNNNNN
UAAAAUAUGCACA
NNNNNNNNNNNNN
UAGAAUAUGUACA
UAGAAUGUGUACA
UAGGAUGUGCACA
NNNNNNNNNNNNN
UAAAACGUGUACA
UAGAAUAUGUACA
UGAAAUAUGCACA
UGGGAUGUGCACA
UGAGGUAUGUACA
UGAGGCGUGUACA
UGAGAUGUGUACA
UGAGAUGUGUACA

CAUCGCCCG
NNNNNNNNN
CAUCGCCCN
CAUCGCCCN
NNNNNNNNN
CAUCGCCCG
NNNNNNNNN
CAUCGCCCG
CAUCGCCCG
NNNNNNNNN
CAUCGCCCG
CGCCGCGCC
CAUCGCCCG
CAUCGCCCG
CAUCGCCCG
CAUCGCCCG
CAUCGCCCG
NNNNNNNNN
CAUCGCCCG
NNNNNNNNN
CAUCGCCCG
CAUCGCCCG
NNNNNNNNN
UAUCGCCCG
UAUCGCCCN
NNNNNNNNN
CAUCGCCCG
NNNNNNNNN
UAUCGCCCG
CAUCGCCCG
UAUCGCCCN
NNNNNNNNN
UAUCGCCCG
UAUCGCCCG
UAUCGCCCG
UAUCGCCCG
UAUCGCCCG
UAUCGCCCG
UAUCGCCCG
UAUCGCCCG

121



Artemia
Boccident
Linderiell
Bpinnata
Parartemia
Streptocep
Lapus
Ibilobatus
Taustral
Tcancrif
Tlongicau
Ltatei
Lbiformis
Lbrachyuru
Imnadia
Cestheriel
Cberneyi
Leptesther
Lkawachien
Limnadia
Eulimnadia
Lbirchii
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclesther
Simocephal
Eurycercus
Pseudochyd
Moina
Bosmina
Ilyocryptu
Dpulex
Ceriodaphn
Scapholebe
Sida
Diaphanoso
Leptodora
Polyphemus
Bythotreph
Evadne
Pleuckarti

Artemia
Boccident
Linderiell
Bpinnata
Parartemia
Streptocep
Lapus
ILbilobatus
Taustral
Tcancrif
Tlongicau
Ltatei
Lbiformis
Lbrachyuru
Imnadia
Cestheriel
Cberneyi
Leptesther
Lkawachien
Limnadia
Eulimnadia
Lbirchii
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclesther
Simocephal
Eurycercus
Pseudochyd

POY 12S (Branchiopoda)

27 27" 22
—-ACAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUAUUAGUUCAU-UUC-C-AA-U-U-A-A--C--C
-UAAAAC-UG-GG-A-UUAGAUACCCCACUAUU--UU-AUC-U-UU-U-G-A-U--C--U
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
-UAAAAC-UG-GG-A-UUAGAUACCCCACUAUU--UU-AUC-U-UA-U-A-U-U--C--U
-CCAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUAUUAGA-CUU-AAA-U-AG-A-U-U-U--C--U
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUAUUAUU-CUUUAUU-G-UU-U-A-G-UG-CC-C
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAU-CCCUAUUAUU-CUCUAUA-U-AU-A-A---UU-GC-C
-UAAA-C-UA-GG-A-U-AGAU-CCCAUAUAUC-CCAUAUA-A-AU-U-U-G-UU-GC-C
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUAUUAUU-UAU-GAAGUGAAGU-U-A-AA-UC-U
AUAGA-C-UAUGG-A-UUAGAUACCCUAUUAUU-AAU-AGA-UGAA-U-A-A-AA-UC-U
-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAGACCCUAUUAUA-AGU-AAA-A-AA-U-G-U-UG-UC-U
-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUACUAUU-CUU-AUC-C-UU-C-A-U-UG-CC-A

-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUAUUAUU-CAU-ACC-U-AA-A-A-U-UG-CC-A
-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUAUUAUU-UAC-ACC-U-AA-A-A-C-UG-CC-G
-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUACUAUU-CUC-AUU-A-UA-A-U-U-CG-CU-C
-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUACUAUU-CUC-AUC-A-AU-U-U-U-UG-CC-C

-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUAUUAUU-CUU-AUC-U-AA-U-U-U-UG-CC-A
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
—-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUACUAUU-CUU-ACC-U-CC-C-G-U-UG-CC-A
--AAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUACUAUU-CUU-ACC-U-UU-AUA-A-UG-CU-A
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
-AAAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUAUUAUU-CUU-ACU-A-AU-G-U-U-AU-UU-G
—-UAAA-C-CA-GG-A-UUAGAUACCCUGUUAAU-UUC-UAA---AU-A-U-U-UU--UCA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
-UAAA-C-UA-GG-A-UUAGAUACCCUAUUAUU-UUA-AAU-G-AA-A-G-U-UU-AU-U
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
—-UAAA-AUCA-GG-A-UUAGAUACCCUGGUAUU-CAA-UUU-A-CU-U-U-A-AG-AU-U
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
-AAAA-C-CA-GG-A-UUAGAUACCCUGUUAUU-CUA-AAU-A-AU-A-A-U-GU-AAAU
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
-UAAA-C-CA-GG-A-UUAGAUACCCUGUUAUU-AUG-AGU-U-AU-A-A-U-CG-AUCU
-UAAA-C-CA-GG-A-UUAGAUACCCUGUUAUU-UUA-ACU-A-AA-U-G-A-UU--U-U
—-AAAA-C-CA-GG-A-UUAGAGACCCUGCUAUU-UUA-GUA-A-AA-A-U-U-AU--U-C
-UAAA-C-CA-GG-A-UUAGAUACCCUGUUAUU-CUU-CUU-G-AA-A-GCU-UU-AC-U
—AAGA-C-UA-GG-A-UUAGAGACCCUAUUAUU-CUA-GCC-C-CU-C-U-U-AU-GU-A
-AAAC-C-CA-GGGAAUUAGAUACCCUGCUAUA-CUA-GUA-U-A--C-A-U-AU-GU-U
-AAAA-G-CA-GG-A-UUAGAUACCCUGUUAUC-CCA-GCC-C-A--A-U-AACUUGU-C
-AAAA-C-CA-GG-A-UUAGAUACCCUGUUAUU-CCA-GUU-G-A--C-U-U-CUUGU-C

31 31 32
-UGGG-UAGUA-U----U-AUUU--AAACC-UAAAGAAUUUGGCGGUUUCUAAA--CUUA
-UGGG-UAGUA-A----G-AUUG--AAACC-UAAAGAAUUUGGCGGUUUUUGAA--CUCU
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUUGGCGGUUUAAAAA--CUUA
-UGGG-UAGUA-A----U-AUUG--AAACC-UAAAGAAUUUGGCGGUUUUUGAA--CUCU
-GGGG-UAGUA-U----U-AUAG--AAACC-UAAAGAAUUUGGCGGUUUCUAGA--CUCA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUUGGCGGUUUUUAAA--CUUA
-UGGG-UAGUAGA-G-AUAUUUUU-AAACC-UAAAGAAUUUGGCGGUACUUCAUU-CUUA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUUGGCGGUACUUCAUU-CUUA
-AGGG-UAGUAAA-A-A-AUUUUU-AAACC-UAAAGAAUUUGGCGGUACUUUAUU-CUUA
—AGGG-UAGUAGA-G-A--UCUUU-AAACC-UAAAGAAUUUGGCGGUACUUCAUU-CUUA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUUGACGGUACCUUACU-CUUA
-UGAG-UAGUAGA---AU-UUUUU-AAAACUCAAAGAAUUUGGCGGUAUUUUAU--CAGU
-UGAG-UAGUAGA---UU-UAUUU-AAAACUCAAAGAAUUUGGCGGUAUUUUAU--CAAU
-UGGG-UAGUAUA---AA-UUUUU-AAACC-CAAAGAAUUUGGCGGUAUUUUAU--CAGA
--GGG-UAGUAAAAG-AAAAUCUCCAAACC-CAAAGAAUUUGACGGCAUCUCAC-UCUUU
--GGG-UAGUAAAAG-AUAUUCUUCAAACC-CAAAGAAUUUGGCGGCACUUCAU-UCUCC
--GGG-UAGUAAAAG-AUAUUCUUCAAACC-CAAAGAAUUUGGCGGCACUUCAU-UCUCU
—--GGG-UAGUAAAAG-AGAAUCUUCAAACC-CAAAGAAUUUGACGGCACCCCAU--CUUA
—--GGG-UAGUAAAAG-AGAAUCUUCAAACC-CAAAGAAUUUGACGGCAUCUCAU--CUUA
--GGG-UAGUAAAAG-UAAAUCUUCAAACC-CAAAGAAUUUGACGGCAUCUCAC-UCUUU
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUUGACGGCAUCUCAU-UCUUA
--GGG-UAGUAAAAG-AAAAUCUUCAAACC-CAAAGAA-UUGACGGCAUCUCAU-CCUUA
—--GGG-UAGUAAAAG-ACAAUCUUCAAACC-CAAAGAAUUUGACGGCAUCUCAU-UCUAA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUUGGCGGCAUUUCAU-UCUCU
CUGGGGUAGUAAAAG-AGGAUCUUCAAACC-CAAAGAUUUUGGCGGUGCUUUAU--CUGG
-AGGG-UAGUAAAAG-UUAUCCUUCAAACC-CAAAGGUUUUGGCGGCAUUUUAA--CCAA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUUGGCGGUGUCUUAU--CUAA
-UGGG-UAGUAAAAG-UAAUUCUUCAAACC-CACAGAUCUUGGCGGUAUUUUAU--GUAA
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Moina
Bosmina
Ilyocryptu
Dpulex
Ceriodaphn
Scapholebe
Sida
Diaphanoso
Leptodora
Polyphemus
Bythotreph
Evadne
Pleuckarti

Artemia
Boccident
Linderiell
Bpinnata
Parartemia
Streptocep
Lapus
Lbilobatus
Taustral
Tcancrif
Tlongicau
Ltatei
Lbiformis
Lbrachyuru
Imnadia
Cestheriel
Cberneyi
Leptesther
Lkawachien
Limnadia
Eulimnadia
Lbirchii
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclesther
Simocephal
Eurycercus
Pseudochyd
Moina
Bosmina
Ilyocryptu
Dpulex
Ceriodaphn
Scapholebe
Sida
Diaphanoso
Leptodora
Polyphemus
Bythotreph
Evadne
Pleuckarti

Artemia
Boccident
Linderiell
Bpinnata
Parartemia
Streptocep
Lapus
Lbilobatus
Taustral
Tcancrif
Tlongicau
Ltatei
Lbiformis
Lbrachyuru
Imnadia
Cestheriel
Cberneyi
Leptesther
Lkawachien
Limnadia

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUUGGCGGUAUUCUAU--CCAA
-AGGG-UAGUAAAAG-UUGUGCUUCAAACC-CAAAGAUUUUGGCGGUAUUCUAG--CCAG
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUUGGCGGCAUUUUAA--CCUU
—-AGGG-UAGUAAAAG-UUGUUCUUCAAACC-CAAAGAUUUUGGCGGCAUCUUAU--CCUA
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNUUGGCGGCAUUUUGU--CCGA
-AGGG-UAGUAAAAGCUUAUUCUUCAAACC-CAAAGGUUUUGGCGGCUUUUUAU--CCUA
-AGGG-UAGUAAAAG-AUGUUCUUCAAACC-CAAAGAUUUUGGCGGUAUUCUAC--CUUU
—-AGGG-UAGUAAAAG-AAAUCCUUCAAACC-CAAAGACUUUGGCGGUAUUUCAC--CACA
-AGGG-UAGUAAAAG-A-AUUCUUCAAACC-CAAAGAAUUUGGCGGUACCUUAU-~-CCUA
-AGGG-UAGUAAAAG-AUGUUCUUCAAACC-CAAAGAUUUUGGCGGUGCCUUAU--CCUA
-AGGG-UAGUAAAAG-AAAUUCUUCAAACC-CAAAGACUUUGGCGGCAUCCUAA--CCUA
-AGGG-UAGUAAAAG-ACGUUCUUCAAACC-CAAAGAUUUUGGCGGCAUCUUAA--CCUC
-AGGG-UAGUAAAAG-AUAUUCUUCAAACC-CAAAGAUUUUGGCGGCAUCUUAA-~-CCUC

33 34 35 357 36
CUAGAGGAACCUGCCCCAUAAACGACAAUCCACGAGACAAUCGACCCGUUCU-UGUA--A
CUAGAGGAAUCUGUCCUAUAAUCGAUAGCCCACGAAUUUAUUUACCUAUUUU-UGUU--A
CUAGGGGAAUCUGUCCUAUAAUCGAUAGCCCACGAGCAUUUACUCCUUUCUU-UGUC--U
CUAGAGGAAUCUGUCCUAUAAUCGAUAGCCCACGAACUUAUUUACCUAUUCU-UGUU--U
UCAGAGGAAUCUGCCCCGUAAUCGAUAAUCCACGAGUAAAGGUACCUGUCCU-CGUU--G
CUAGAGGAACCUGCCCUGUAAUCGAUAGUCCACGAGUUUAUGCACCUAUUUU-UGUC--A
CUAGAGGAACCUGCUCUUGUAUCGAUAUUCCACGAUUAAAUUUACAUAUUUU-UGUU--U
CUAGAGGAACCUGCUCUUGUAUCGAUAACCCACGAUUAAAUUU-CAUAUUUU-UGUU--U
CUAGAGGAACCUGCUCUUGGAUCGAUAAUCCACGUUUAAAUGUACAUGUUUU-GGUU--U
CUAGAGGAACCUGCUCUUGGAUCGAUAUUCCACGUUUAAAUGUACAUAUUUU-UGUA--U
CUAGAGGAACCUGCUCUUGGAUCGAUAAUCCACGUUUUA-UGUACAUGUUUU-UGUU--U
UUAGAGGAACCUGUUCAAUAAUUGAUAGUCCACAUUAUAUCUUACAUUGAUU-UGUU--A
UUAGAGGAACCUGUUCAGUAAUUGAUAGUCCACGUUUUAUCUUACAUUAGUU-UGUU--G
UUAGAGGAACCUGCUAAGUAAUCGAUAGUCCACGUUUUAUCUUGCAUUAAUU-UGUU--A
CCAGAGGAACCUGUCCCGUAAUCGACAAUCCACGUUUUACCUUACCUUCUUU-UGUC--U
CCAGAGGAACCUGCCCCUUUAUCGACAAUCCACGCUUAACCUUACCUUUUCU-A-AC--A
UCAGAGGAACCUGCCCCUUUAUCGACAAUCCACGCUUAACCUUACCUUCCCC-C-AU--A
CCAGAGGAACCUGCCCCAUAAUCGAUAAUCCACGCUACAACUUACUUUUUCU-AAUG--A
CCAGAGGAACCUGCCCCAUAAUCGAUAACCCACGUUAAACCUUACUUUCCCU-AAUU--A
CCAGAGGAACCUGUCCCGUAAUCGACAGUCCACGCUAAACCUUACCCUCUUU-UAUU--U
UCAGAGGAACCUGUCCCUUAAUCGAUAGUCCACGCUUUACCUUGCCUUUUUU-UGUUU-A
CCAGAGGAACCUGUCCCUUAAUCGAUAGUCCACGUUUUACCUCACCCUUUUU-CAUA--A
UCAGAGGAACUUGCCCCUUAAUCGAUAAUCCUCGUUAUACCUUUCCUUUUUU---UU-—-~
UCAGAGGAACCUGCCCCUUAAUCGACAAUCCCCGCUUUACCCUACCUUUUCUGC-UU--A
CCAGAGGAACUUGUCUCGUAAUUGAUAUUCCCCAAAUA-UCUUACUUAUUUU-UGUA-UA
ACAGAGGAGCUUGUCCUAUAAUCGAUAAUCCUCGUUUUAUCUUACCUUUUUU-UGUA--G
GCAGAGGAGCUUGUCUCAUAAUCGAUAAUCCCCGUUUAAUCUUACCUUUUUU-UGUA--A
ACAGAGGAAUUUGCCUAGUAAUUGAUAAGCCUCGUUUGAUCUUUCUUUUCUU-A-UU--U
AUAGAGGAGCUUGUCCCGUAAUCGAUAAUCCUCGUUAUAUCUUACUUCUUUU-UGUC--G
ACAGAGGAGCUUGUUUUUUAAUUGAUGAUCCCCAUUUUAUCUUACUUCAGUU-AAUU--—
GCAGGGGAGCUUGUCUUGUAAUCGAUAAUCCUCGUAAUAUCUUACUUUAUUU-UAUG--—
AUAGAGGAGCUUGUCCUAUAAUUGAUAGUCCCCAUUUUAUCUUACCCUUUUU-UGUU--A
ACAGAGGAGCUUGUUUCGUAAUUGAUAAUCCUCAAUACACCUUAC-CUUUUU-UAUU--C
CCAGAGGAGUUUGUCCCGUAAUUGAUAAUCCCCACUUUACCUUACUCGCUCU-UGUU--U
ACAGAGGAGCUUGUCUCAUAAUUGAUAAUCCUCGAUUUACCUUUCUUGGUUU-UGUA--U
ACAGAGGAGCUUGUCCCAUAAUCGAUAACCCCCGUUUAAUCUUACUUAAUCU-AGUA--U
ACAGAGGAGCUUGCCCUUUAAAUGAUAGUCCCCGUUAGAUCUUUCUUAACCU-UGUU--U
GUAGAGGAGCUUGUCGUAUAAUUGAUAUUCCCCAUUAAAUCUUACUUAAUCU-UGUA--A
ACAGAGGAGCUUGUCACAUAAUUGAUACCCCUCAUUAUAUCUUUCUUGGUCU-AGUU--A
ACAGAGGAGCUUGUCGUGUAAUCGAUAAUCCCCGAUAAAUCUUACUUAGCUU-GGUU--U
ACAGAGGAGCUUGUCGUGUAAUCGAUAAUCCCCGUUAAAUCUUACUUAAUUU-GGUU--A

38 39 40 407
A-ACA------ G-C-UU-AUAUACCGUCGUU-U---AGGGG-AUUAAA-UAAAUA-A
U--CA----—- G-C-UU-AUAUACCGCCGUU-U---AGGGA-ACUAAA-UAAAUA-G
A--CA--—---- G-U-UU-AUAUACCGCCGUCGU---AGGGA-AUUGUU-AAAGCA-C
U--CA---—-—- GGC-UU-AUAUACCGCCGUU-U---AGGGA-ACUAAA-UGAAUA-G
U--CA--—-—--- G-U-UU-AUAUACCGUCGUU-U---AGAGA-GCUUCA-UUAAUA-G
C--CA-—-———-- G-C-UU-AUAUACCGCCGUU-U---AGUGA-AUUAAA-UAAAUA-A
U--CA----—-- G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGU--CAGAUU-AUUUUU-AAAAAA-U
U--CA----——- G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGU-ACAGAUU-AUUUUU-AAAGAA-U
U--CA---——- G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGU--CAGAUU-AUUUUU-AAAAAA-U
U--CA--—-—--- G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGU--CAGAUU-AUUUUU-AGAAAA-U
U--CA-----—- G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGUA-CAGAUU-AUUUUU-AAAAAA-U
U--CA----——- G-U-UU-GUAUACCUCCGUUGU--CAGAAAGGUUUUG-AAAAAU-U
UU-CA---——- G-U-UU-GUAUACCUCCGUUGU--UAGAAAGAUUUUG-AAAAAU-U
U--CA--—--- G-U-AU-GUAUACCUCCGUUGU--AAGAAAGAUUUUU-AAAAAU-U
———--A------ G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGU--CAGAUA-AUUCUA-AAAAGA-U

——————————— G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGC--CAGAUA-AUUUUU-CCAAAA-C
——————————— G-U-UG-GUAUACCGCCGUUGC--CAGAUA-AUUCCC-CCAAAA-U

-————-A--———-- G-G-CUUGUAUACCGCCGUUGC--CAGAUA-AUUUUU-AAAAAA-U
—-——--A------ G-C-CU-GUAUACCGCCGUUGC--CAGAUA-AUUUUC-AAAAAA-C
———-A--—-—--- G-U-UU-GUAUACCUCCGUUGC--CAGAUA-AUUCUC-AAAAGA-A

123



Eulimnadia
ILbirchii
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclesther
Simocephal
Eurycercus
Pseudochyd
Moina
Bosmina
Ilyocryptu
Dpulex
Ceriodaphn
Scapholebe
Sida
Diaphanoso
Leptodora
Polyphemus
Bythotreph
Evadne
Pleuckarti

Artemia
Boccident
Linderiell
Bpinnata
Parartemia
Streptocep
Lapus
Lbilobatus
Taustral
Tcancrif
Tlongicau
Ltatei
ILbiformis
Lbrachyuru
Imnadia
Cestheriel
Cberneyi
Leptesther
Lkawachien
Limnadia
Eulimnadia
Lbirchii
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclesther
Simocephal
Eurycercus
Pseudochyd
Moina
Bosmina
Ilyocryptu
Dpulex
Ceriodaphn
Scapholebe
Sida
Diaphanoso
Leptodora
Polyphemus
Bythotreph
Evadne
Pleuckarti

Artemia
Boccident
Linderiell
Bpinnata
Parartemia
Streptocep
Lapus
Lbilobatus
Taustral
Tcancrif
Tlongicau
Ltatei

————A-—-—---- G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGU--CAGAUG-AUUCUU-AGAAGA-U
——=-A-—----- G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGC--CAGAUG-AUUCUU-AAAAGA-U
——————————— G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGU--CAGAUA-AUUUUU-AGAAAA-C
——————————— A-ACUU-GUAUACCGCCGUUGC--CAGAUA-AUUCUC-ACAAGA-G
--—--A-CA---G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGG-~-CAGAUG-GUCUUA-UAAGAG-U

———-A-—----- G-C-UU-GUAUACCUCCGUUGU--CAGAUU-ACUUCAUAAAGAAAC
———-A--—---- G-C-UU-GUGUACU-CCGUUGU--CAGGUU-GCUUCU-UAAGAG-U
————A-———-—- G-U-UU-GUGUACUGCCGUUGU--CAGAUU-ACUUUU-GAAAAU-A
————A-——---- G-U-UU-GUAUACCUCCGUUGU--CAGAUU-ACUUCA-UUAGAA-U
———-A-—---- G-U-UU-GUAUACCGCCGUUGU--CAGAUU-ACCUUU-AAAGAG-U
———-A-——————- U-UU-GUAUACCUCCGUUGU--CAGAUC-ACUUUU-AAAGGA-U
————A-———-—- G-C-UU-GUAUACCGCCGUUGU--CAGAUU-ACUUUA-AAAGAA-C
————A-——---- G-U-UU-AUAUACCUCCGUUGU--CAGAUU-ACUCUAUAAAGAC--
———-A-—---- G-C-UU-GUAUACCUCCGUUGA--CAGGUU-ACUUCAUAAGAAA--
—----AG---CAG-U-UU-GUAUACCGCCGU-GU--CAGGUU-ACUUUA-AAAGAA-U
—----U----CAG-C-UU-GUAUACCACCGUUGU--CAGGUU-ACUUUA-AAAGAA-U
—----U----CAA-C-UU-GUAUACCUCCGUUGU--CAGACU-ACUCUU-AUAGGA-U

--—-A----CAG-C-UU-AUAUACCGCCGUUGU-~-CAGAUU-ACUCCU-AGAGGA-A
—----A---UUCA-C-CU-AUAUACCGCCGUUGU--CAGAUU-ACUCUA-AAAGGG-U
—----U---UCAG-C-UU-GUAUACCGCCGUUGU--CAGAUU-ACUCCA-AUAGGA-C
—-—---A---UCAG-C-UU-GUAUACCUCCGUUGU--CAGAUU-ACUCCU-AUAGGA-U

397 42 42’ 38’
CUGCUCU-U-A-AUUGCU---UAGGCU-A-AU--AAAUCAGAUCAAGGUGUAGCUUAU
AUUUUCU-A-A-AUUAAC---UAGUUA-A-UU--AAAUCAGGUCAAGGUGUAGUUUAU
CUUUCCU-U-A-AAAGGA---GUAUCU-C-GU--AAGUCAGGUCAAGGUGUAGCUUAU
AUUUCCA-A-G-AUUAAU---UAGUUA-A-UA--AAAUCAGGUCAAGGUGUAGCUUAU
CCUCUCU-C-A-GAGGCC---UAGGCC-C-AC--AAAUCAGAUCAAGGUGUAGCUUAC
UUUCUCU-U-A-AUUAAU---UAGUUG-A-AA--AAAUCUGGUCAAGGUGUAGUUAAU
AUUAUCU-A-A-UUAGUU---UAUUAC-U-AU-GACAUCAGGUCAAGGUGCAGCCAAU
AUUAUCU-A-A-UUAGUU---UAUUAC-U-GG-GACUUCAGGUCAAGGUGCAGCCAAU
AUAAUCU-A-A-UUAGUA---GUUAAU-U-GG-GACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
AUAAUCU-A-G-UUAAUU---UAAAGU-U-UAUGACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
AUAAUCU-A-AAUUAAUA---AUUAAU-U-GG--ACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
CUUUUGA-A-A-GUAAUU---GAUUUA-A-GU--ACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUAAU
CUUUUAU-U-U-UUAAUU---UUAUUA-A-AU--ACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
CUUUUAU-U-A-UUAAGA---UAUUCA-A-AU--ACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
AUUAUCU-A-A-AUUAAC---UAUUUUUA-CU-AACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
AUUAUCA-A-A-CUCAAU---AAUUUU-A-AA-GACUUCAGGUCAAGGUGCAGCCUAU
AUUAUCA-A-A-CCUAAC---AAUUUC-A-AA-GACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUGAU
AUUAUCU-A-A-AAUAAA---AUUUUU-A-AG-GACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
AUUAUCU-A-A-AUUAAG---AUUUUU-A-UG-GACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
AUUAUCU-A-A-AUUAAC---UAUUUU-A-CU-AACUUCAGGUCAAGGUGCAGCCUAU
AUCAUCU-U-A-AUUAAC---UAUUUU-A-CU-GACUUCAGGUCAAGGAGCAGCUUGG
AUCAUCU-A-A-ACUAAU---UAUUUU-A-AC-AACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
AUUAUCU-A-A-UAUAAA---AGAAAC-A-AU-AACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
AUUAUCU-U-U-AUCAAG---AUCCUU-A-CU-AACUUCAGGUCAAGGUGCAGUCAAU
UCUUUCC-A-C-AAAAAG---UGUUUC-U--U--ACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
GUUUUCA-AAU-AAAAAU---AAUUUU-U--U-UACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUAAU
GCGACCU-A-A-AAAAAC---AAUUUU-U--G-CACUUCAGGUCAAUGUGCAGCUUAU
GAAAUCG-G-A-AUAAAG---AGUUUU-A--U-AACUUCAGGUCAAAGUGCAACUUAU
GUUUUCC---U-AAAAAU---AAUUUU-UG-U-GACUUCAGGUCAAGGUGCAGCGGAU
GUUUUCU-A-A-AAAAAU---AAUUUU-U--A-AACUUCAGGUCAAGGUGCAGCUUAU
GUCUUCA-A-U-AAAGAU---AUUGCU-U--U-GACUUCAGGUCAAGGUGCAGUUUAU
GUUUUCA-G-G-AAAAAU---AUUUUU-C--U-UACUUCAGGUCAAGGUGCAGUUUAU
GUUUUCA-A-U-AAAUAU---AAUUUU-U--C-UACUUCAGGUCAAGGUGUAGCUUAU
GUUUCCA-A-U-AAAGAC---AACUCU-A--A-UACUUCAGGUCAAGGUGCAGCCCAU
GUUUCCU-U-C-AUUGAU---AAUUUA-A--A-GACUUCAGGUCAAGGUGCAACUUAU
GUUCCCACU-A-AAUAACCCCAACUUC-A--A-AAAUUCAGGUCACAGUGCAGCUUAU
GUCUUCU-A-G-AAAAAU---AAUUUU-U--U-CACUUCAGGUCAAGGUGCAGUUUAU
GUUUUCG-A-G-UUAGAU---AAUUCU-A--U-UACUUCAGGUAAAGGUGUAGCCUAU
GUUUUCU-C-U-AAAGAU---AGUUCU-U--U-UACUUCAGGUCAAGGUGUAGUCUAU
GUUUUCA-A-U-AAAUAU---AAUUUU-U--U-UACUUCAGGUCAAGGUGCAGUCUAU
GUUUUCA-A-U-AAAGAA---AGGUCU-U--U-UACUUCAGGUCAAGGUGCAGUUUAU

367 347 45 45’
GUCCGGGAG-A-G--GGUGGGUUACAAUAAGA-C-CU-U- --G--GAAU-
GAAUAGGAA-G-A--GAUGGAUUACAAUAAAA-U-UU-UU. --G--GAUG-
GAGAGAGCA-G-U--GAUGGAUUACAAUAAUU-AAUU- --AUUA-

A- -U-
A- -U-
A-A- -U-
GGAUAGGAA-G-A--GAUGGAUUACAAUAAAA-U-UU-U-A- -U-
GGGCAGGUG-G-A--GGUGGAUUACACUGAGC-U-UU-A-C- G -C-
AAAUAGGAA-G-A--GGUGGGUUACAAUGAUA-U-UU-U-A- --GAUU--A-
AAAUGUGGGAG-U--AGUGGGUUACAAUAAUA-U-UA-A-A-UUA-UU-A-CGGAU--U-
AAAUAUGG-AG-U--AGUGGGUUACAAUAAAA-U-UA-A-A-UUA-UU-A-CGGCC--U-
AAGCAUGGGAG-U--AGUGGGUUACAAUAGAU-U-AA-A-A-UUA-U--A-CGGAU--U-
AAAUAUGGGAG-A--AGUGGGUUACAAUAAAU-U-AU-A-A-UUA-U--A-CGGAU--U-
AAACAUGG-AG-U--AGUGGGUUACAAUAAUA-U-AG-A-A-UUA-U--A-CGGAU--U-
AUUAAUGAU-G-A--AAUGGGUUACAAUUAAG-U-CA-A-U-A-A-U--G--GUGU--G-
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Ibiformis
Lbrachyuru
Imnadia
Cestheriel
Cberneyi
Leptesther
Lkawachien
Limnadia
Eulimnadia
Lbirchii
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclesther
Simocephal
Eurycercus
Pseudochyd
Moina
Bosmina
Ilyocryptu
Dpulex
Ceriodaphn
Scapholebe
Sida
Diaphanoso
Leptodora
Polyphemus
Bythotreph
Evadne
Pleuckarti

Artemia
Boccident
Linderiell
Bpinnata
Parartemia
Streptocep
Lapus
Lbilobatus
Taustral
Tcancrif
Tlongicau
Ltatei
Lbiformis
Lbrachyuru
Imnadia
Cestheriel
Cberneyi
Leptesther
Lkawachien
Limnadia
Eulimnadia
Lbirchii
Eocyzicus
Cyzicus
Cyclesther
Simocephal
Eurycercus
Pseudochyd
Moina
Bosmina
Ilyocryptu
Dpulex
Ceriodaphn
Scapholebe
Sida
Diaphanoso
Leptodora
Polyphemus
Bythotreph
Evadne
Pleuckarti

Artemia
Boccident

AUUAAUGAU-G-A--AAUGGGUUACAAUUAUU-U-UA-A-U-A-A-U--G--GAUU--A-G
GUUAAUGUU-G-U--AGUGGGUUACAAUAUAA-U-UA-A-A-U-A-U--G--GGUU--G-U
AAGAAGGUG-G-U--GAUGGGUUACAAUAAUU-A-UA-A-A-UUA-C--A-CGGAA--A-U
GAAAAGGUG-G-A--GGUGGGUUACAAUAAUAUA-UA-A-A-UUA-A--A-CGGAU--A-A
GAAAAGGUG-G-A--GGUGGGUUACAGUAAUUCA-UA-A-A-UUA-U--A-CGGAU--A-A
GAAAAAGAG-G-A--GGUGGGUUACAAUAACU-U-UU-A-A-UUA-U--A-CGGAA--A-G
GAGAAAGAG-G-A--GGUGGGUUACAAUAAUU-U-UU-A-U-UUA-C--A-CGAAA--A-G
AAGAGGGUG-G-U--GAUGGGUUACAUUAAUA-A-UA-A-A-UUA-A--A-CGGAA--A-U
AAAAAGGUG-G-U--GAUGGGUUACAUAAUUA-A-AAGA-G-UUA-A--C-GGGAAA-G-G
AAAAGGGAG-G-A--GAUGGGUUACAUUAACC-A-UA-A-G-UUA-U--A-CGGAA--G-A
AAAAAGGUG-G-U--GGUGAGUUACAAUAACU-A-UA-A-G-UUA-A--A-CGGAC--A-G
GAAAAGGUG-G-U--GGUGGGUUACAAUAGUU-A-UU-A-A-CUA-C--A-CGAAA-GA-A
AAAUAAGUG-A-G--GAUGAGUUACAAUAAUG-A-AA-A-A-UUA-U--UAUGGAU--U-A
AAAAGGGUA-G-U--GGUGAGCUACAAUUUAA-U-UU-A-A-AAA-A--A-CAGAU--A-U
GAAAAGGAG-A-G--GAUGAGCUACAAUAAAU-U-UU-A-U-UUA-A--AACGGAA--A-A
GGAAAAGUU-U-UUUGGUGAGUUACAAUAAUU-U-UU-A-A-UUA-G--A-CGAAU--U-A
AGAGAACGG-G-A--GAUGAGCUACAAUAAAU-U-UA-A-U-UUA-U--A-CGAAG--G-A
ACUAAAGUU-U-G--AAUGAGCUACAAUUAAC-C-AU-A-U-UAA-U-UA-CGGAC--U-A
AGUAAAGAA-U-U--GAUGAGCUACAAUUAGA-U-UU-A-U-UAA-U--A-UGGAU--U-U
AGAAGGGCA-G-U--GAUGAGCUACAAUUUUU-A-AU-A-G-AAA-U--A-CGGAU--U-U
AAAAAGGAG-A-A--AAUUAGCUACAAUUUAA-A-AU-A-A-AAC-U----CGGAU--UGU-

GAGCGAGAG-G-A--GAUGAACUACAAUUCUC-U-AG-A-AGAAA-U--A-CGGAU--GGG-

AACUAAGAG-A-A--GAUGAGCUACAUUUAAU-U-UA-A-U-UAA-U--A-ACGGA--U-
GAUUAAGAG-G-U--GAUGAGCUACAAUUAAA-A-UA-A-U-UAA-A--A-ACGAA--U-
GGUUAAGUG-G-U--GGUGAGCUACAAUUAAA-U-UA-A-U-UAA-U--U-AUGGA--U-
GGUUAAGGA-U-U--GAUGAGCUACAAUUUAU-G-U--A-U-AAA-U--A-CGGAA--A-
GAUUAAGAG-U-A--GAUGAGCUACAAUAAAU-G-UU-A-U-UUA-U--A-CGGAU--A-
AGUUAAGUU-UCA--GAUGAGCUACAAUUAGA-G-UU-A-C-UAA-U--A-CGGAU--U-

AGUUAAGUC-GCA--GAUGAGCUACAAUUAAA-G-UU-A-U-UAA-U--A-CGGAU--U-UU-

337
A-AGGUGGA-UUUAGAAGUAAGGC-C-UAUCAACC-
A-AGGUGGA-UUUAGAAGUAAA---A-UUUGA-G—--

-A-AGGUGGA-CUUAGAAGUAANNNNNNNNNNNNNNN
A
A

A-UUUUAUC-AUGGA-GA-A-G
G
G
G-A-AGGUGGA-UUUAGAAGUAAA---A-AUAAAAG--
A
A

A-
A-AUUUAGA-UUUUA-UU-U-
G-AAAUAAU-UCUUA-UU-U-
A-ACUUACG-UUUGC-CC-A-
U-UUGUAUU-AGACU-GA-U- -AGAUGGA-UUUGAAAGUAAACU-A-UAGAAAAAG
U-CUUUAGG-GAUUG-UA-U-A-A-AGGUGGA-UUUAGAAGUAANNNNNNNNNNNNNNN
A-UUGUA-U-AAUUA-UU-A-UAA-AGGUGGA-UUUAGUAGUAAAAUAG-AAAUAAAA-
A-UUGUAAU-AGUUG-UU-A-UUA-AGGUGGA-UUUAGUAGUAANNNNNNNNNNNNNNN
A-AUGUAAU-GUUGA-UU-A-UGA-AGGUGGA-UUUAGUAGUAAAUUAA-GAAUAAAA-
U-GUGUAA--ACAUA-UU-A-UUA-AGGUGGA-UUUAGUAGUAAAUUUA-GAAUAAAA-
A-GUGUAAU-ACAAA-UU-A-UGA-AGGUGGA-UUUAGUAGUAANNNNNNNNNNNNNNN
U-UUGAAA--AGUGC-CG-U-G-A-AAUUGGA-UUUAUGAGUAAUUCUG-UUUAAGGA-
U-UUGAAAC-AGUAC-UA-U-G-A-AAUUGGA-UUUAUAAGUAAUAAUU-UUUAAGGA-
A-UUGAAAC-AUUAA-UU-U-U-UUAAUUGGA-UUUAUUAGUAAUUUUA-UUUAAGUA-
U-AUGAAAA-AACAA-UU-U---A-AGGUGGA-UUUGGAAGUAAAAUUA-UUUUAGAA-
U-AUGAAA--AAGAA-UU-U-G-A-AGGUGGA-UUUGGUAGUAAAUCCC-UCUUAGCA-
U-AUGCAA--AAGAA-UU-U-G-A-AGGUGGA-UUUGAUAGUAAACCCC-UCUUAGCA-
A-AUGUAAA-AA-AA-CU-A-G-A-AGGUGGA-UUUGGCAGUAAGUGUC-GUUUAGCA-
U-AUGAAAA-CA-AA-CU-G-G-A-AGGUGGA-UUUGGUAGUAAAUAUA-GUUUAGCA-
A-AUGAAAA-AAUGA-UU-U---A-AGGUGGA-UUUGGAAGUAAACUUA-CUUUAGUA-
A-AUGAAAA-ANUAA-CU-AU--A-AGGUGGA-UUUGAAAGUAANNNNNNNNNNNNNNN
A-AUGAAAA-AUUAA-CU-A---A-AGGUGGA-UUUGAAAGUAAAUUUA-UUUCAUCU-
U-AUGAAAU-AAUGG-CU-A-G-A-AGGUGGA-UUUGAAAGUAAAAUCA-AUUUAGUA-
C-AUGAAA--AAGAA-UUAU-G-A-AGGUGGA-UUUGACAGUAANNNNNNNNNNNNNNN
GCUUGAAAG-AGUUU-UA-U-G-A-AGGUGGA-UUUGGUAGUAAGGUUA-UUUUAUGA-
G-UUUUAAU-ACUUU-UG---G-A-AGGUGGA-UUUGCUAGUAAAAUUG-UUUAAGUA-
A-UUGAAAA-AUUCU-UC-A---A-AGGUGGAAUUUGCCAGUAANNNNNNNNNNNNNNN
A-UUGAAAC-UAUUU-UA-G-G-A-AGGUGGA-UUUGUUAGUAAGUUUA-CUUAAUGA-
U-UUGAAAA-AAAGA-UA-G-G-A-AGGUGGA-UUUACUAGUAANNNNNNNNNNNNNNN
U-UUGUAAA-AGAAA-UA-C-G-A-AGGAGGA-UUUGUAAGUAAAUUAA-UUUAAUGA-
G-UUGAAAU-ACUGA-GU-U-G-A-AGGUGGA-CUUGCAAGUAAUAGUUAAUAGAGUG-
G-GCUUAAA-ACUCA-GG-U-G-A-AGGUGGA-UUUAUUAGUAAAUUUA-CUUAAGUA-
G-UUAAACC-AAUAA-UG---—-- A-AGAUGGA-UUUNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
G-CUAAAAU-AACCC-UG----- A-AGGUGGA-UUUGUCAGUAAUAGUGCUUUAAGAA-
G-UAUGAAA-AAUCA-UA-U-G-A-AGGCGGA-UUUGUGAGUAAAUUUU-UUUAAUUA-
U-GGUGAAA-CCCAU-UA-A-G-A-AGGUGGA-UUUGUAAGUAAGUGUA-UUUAAGAA-
U-UUUUAAA-CAUGGCUA-U-G-A-AAGUGGA-UUUGUCAGUAAAAUAA-AAUUAGAA-
A-GUGUAAU-CUUU--AU-U-G-A-AGGUGGA-UUUACUAGUAAAAUAC-UUUAAGAA-
A-GUGUAAU-CUUU--UA-G-G-A-AGGUGGA-UUUGUUAGUAAAUAUA-UUUUAGAA-
G-GUGUAAU-CCUU--CU-U-G-A-AGGUGGA-UUUGUCAGUAAAUUAU-UUUAAGAA-
G-GUGUAAUUCCUU--UA-U-G-A-AGGUGGA-UUUGUUAGUAAGUUAA-UUUAAGAA-

327
---U--GAAG----GAG-GCUC-UGAGAAAUGUACACAUCGC-C-CG
—---UU-UUUGAAA-UGA-GCUC-UUGAAAAUGUACACAUCGC-C-CG
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Linderiell NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

Bpinnata —---UU-UGGGAAA-UGA-GCUC-UUGAAAAUGUACACAUCGC-C-CN
Parartemia —---UU-GAAGAAA-GAG-GCCC-UG-GAAAUGUACACAUCGC-C-CN
Streptocep NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Lapus GGUUUAUAUGAAU-UGA-GCUC-UGAAGUGUGUACACAUCGC-C-CG
Lbilobatus NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Taustral UUCUUUUUUGAAA-UGA-GCUC-UGAAGUGUGUACACAUCGC-C-CG
Tcancrif UUCUUUAUUGAAG-UUG-GCUC-UGAGGUGUGUACACAUCGC-C-CG
Tlongicau NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Ltatei AAACAAGAUGAAU-UUU-GCUC-UGGGAUGUGCACACAUCGC-C-CG
Lbiformis AAAAUUUUUGAAA-UUA-GCUCCUAAAAUGUGCCCACGCCGCGCCCN
Lbrachyuru AAAUAAAUUGAAU-UUU-GCCC-UAAGAUGUGCACACAUCGC-C-CG
Imnadia AGAUAAUUUGAAA-AAA-GCUC-UGAGAUGUGUACACAUCGC-C-CG
Cestheriel AAAGGGGUUGAAA-UGA-GCUC-UGAAAUGUGCACACAUCGC-C-CG
Cberneyi AAAGGGGUUGAAA-UGA-GCUC-UGAAAUGUGCACACAUCGC-C-CG
Leptesther AAGAACACUGAAA-AAA-GCUC-UGGGGUGUGUACACAUCGC-C-CG
Lkawachien AACCAUAUUGAAA-AGA-GCCC-UGAGAUGUGUNNNNNNNNNNNNNN
Limnadia AAGUAACUUGAAA-AAA-GCUC-UGAGAUGUGUACACAUCGC-C-CG
Eulimnadia NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Lbirchii AAAUAAAUUGAAA-AAA-GCUC-UGAGAUGUGUACACAUCGC-C-CG
Eocyzicus AAUUGAUUUGAAA-AAA-GCUC-UGAGAUGUGUACACAUCGC-C-CG
Cyzicus NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Cyclesther AAAUUUCCUGAAA-CUG-UUUC-UAAAGUGUGCACAUAUCGC-C-CG
Simocephal UAACUUUUUGAAG-AAG-GUAA-AAGAAUGUGUACAUAUCGC-C-CN
Eurycercus NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Pseudochyd AAGUGAAUUGAAG-CAU-CCUC-UAAAAUAUGCACACAUCGC-C-CG
Moina NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Bosmina UAAUUACUUGAAGCAAG-GCAA-UAGAAUAUGUACAUAUCGC-C-CG
Ilyocryptu UAAUUA--UGAAUUU-G-GCUA-UAGAAUGUGUACACAUCGC-C-CG
Dpulex CAGUAAGUUGAAU-AAG-GCAA-UAGGAUGUGCACAUAUCGC-C-CN
Ceriodaphn NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
Scapholebe UAACACUAUGAAC-UAG-GCAA-UAAAACGUGUACAUAUCGC-C-CG
Sida UAAAGAAUUGAAA-UUUAGCAA-UAGAAUAUGUACAUAUCGC-C-CG
Diaphanoso AGAUUCACUGAAG-GUU-GCAA-UGAAAUAUGCACAUAUCGC-C-CG
Leptodora UAUUUAUUUGAAU-AAG-GCUA-UGAGGUAUGUACAUAUCGC-C-CG
Polyphemus UAAUUAUUUUAAG-UUG-GCUC-UGAGGCGUGUACAUAUCGC-C-CG
Bythotreph UCGUAUAUUGAAU-UUG-GCUC-UGGGAUGUGCACAUAUCGC-C-CG
Evadne AAGAUAAUUGAAG-UUG-GCUC-UGAGAUGUGUACAUAUCGC-C-CG
Pleuckarti AGGUUAGCUGAAU-UUG-GCUC-UGAGAUGUGUACAUAUCGC-C-CG

Ein durch POY generiertes Alignment der 12S rRNA der Branchiopoda (ohne Berilicksichtigung der

Sekundarstruktur). Die blau markierten Nukleotide entsprechen denen in Abb. 22 definierten ““stem”’- Bereichen.
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Parastacodes
Afranklini
Paranephros
partCF
Pfallax
Pclarkii
Olimosus
Aastacus
Atorrentium
Cdauricus
Cschrenckii
Csimilis
Cjaponicus
Apallipes
Aleptodactylus
Pleniusculus
Engaeus
Geocharax
Euastacus
Cherax

Parastacodes
Afranklini
Paranephros
partCF
Pfallax
Pclarkii
Olimosus
Aastacus
Atorrentium
Cdauricus
Cschrenckii
Csimilis
Cjaponicus
Apallipes
Aleptodactylus
Pleniusculus
Engaeus 12s
Geocharax 12s
Euastacus 12s
Cherax 12s

Parastacodes
Afranklini
Paranephros
partCF
Pfallax
Pclarkii
Olimosus
Aastacus
Atorrentium
Cdauricus
Cschrenckii
Csimilis
Cjaponicus
Apallipes
Aleptodactylus
Pleniusculus
Engaeus 12s
Geocharax 12s
Euastacus 12s
Cherax 12s
Parastacodes
Afranklini

12S rRNA Alignment (Astacida)

AAAUUUAAAGAA-UUUGGCGG-AUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUAUAAACGAU
AAAUUCAAAGAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUUGUUAGAGGAACCUGUUCUGUAAACGAU
AAAUUCAAAGAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUAUAAAUGAU
AAAUUUAAGAAACUUUGGCGGUGUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUUUAAACGAU
AAAUUUAAGAAA-UUUGGCGGUGUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUUUAAACGAU
AAAUUUAAGAAA-UUUGGCGGUGUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUAUAAACGAU
AAAUUUAAAAAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUAUAAUCGAU
AAAUUUAAAAAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUUUAAACGAU
AAAUUUAAAGAA-UUUGGCGGUACUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUCUCCUAAACGAU
AAAUUUAAAAAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUAUAAACGAU
AAAUUUAAAAAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUAUAAACGAU
AAAUUUAAAAAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUAUAAACGAU
AAAUUUAAAGAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUAUAAACGAC
AAAUUUAAAGGA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUAGUUAGAGGAAUCUGUCUCUUAAACGAU
AAAUUUAAAAAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUUUUAAACGAC
AAAUUUAAAAAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUUGUUAGAGGAACCUGUUUUAUAAAUGAU
AAAUUCAAGGGA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUAGUUAGAGGAACCUGUUUCGUAAAUGAU
AAAUUUAAAGAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUGGUUAGAGGAACCUGUUUCAUAAAUGAU
AAAUUCAGAGAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUUGUUAGAGGAACCUGUUUUAUAAGUGAU
AAAUUCAGAGAA-UUUGGCGGUAUUUUAGUCUUGUUAGAGGAACCUGUUCUGUAAGCGAU

Kk kkk K *  kkkkkkkk kkhkkkhkkhkkhkkhkk Kkhkkhkkhkkkhkhkkhkkik kkhkkk * Kk * * %

GCGACACGAAAUAUCUUGCUUAUUUUUGUUCCGCAGCUUGUAUACCGUCAUUAUUAGAUA
ACUACACGAAGAAUCUUACUUACUUUUGUUU-UCAGUUUGUAUACCGUCAUUAUUAGAUA
ACAACACGUAAAAUCUUACUAGUUUUUGUAAAACAGCUUGUAUACCGUCAUUAUUAGAUA
ACAACACGCAUUAUUUUACUUAUUUUAGUUCAUCCGCUUGUAUACCGUCAUUAUAAGAUA
ACAACACGCAUUAUUUUACUUAUUUUAGUUAAUCAGCUUGUAUACCGUCAUUAUAAGAUA
ACAACACGCAUUAUUUUACUUAUUUUAGUUAAUCAGCUUGUAUACCGUCAUUAUAAGAUA
AUACCACGCAUUAUUUUACUUGCCUUAGUGAGUCAGUUUGUAUACCGUCAUUAUAAGAUA
AAAACACGCAUUAUCUUACUUAUUUUAGUAAAUCAGCUUGUAUACCGUCAUUAUAAGAUA
AAUACACGCAUUAUCUUACUUAUUUUAGUAGAUCAGCCUGUAUACCGUCAUUAUAAGAUA
ACUACACGCAUUAUCUUACUUCUUUUUGUAU-UCAGUUUGUAUACCGUCAUUAUUAGAUA
ACUACACGCAUUAUCUUACUUCUUUUUGUAU-UCAGUUUGUAUACCGUCAUUAUUAGAUA
ACUACACGCAUUAUCUUACUUUUUUUUGUAU-UCAGUUUGUAUACCGUCAUUGUCAGAUA
AUUACACGCAUUAUCUUACUUUUUUUUGUAU-UCAGUUUGUAUACCGUCAUUAUCAGAUA
AGUACACGCAUUAUCUUGCUUAUUUUAGUGAAUCAGUUUGUAUACCGUCAUUAUAAGAUA
AAUACACGCAUUAUCUUACUUGUUCUAGUAA-UCAGUUUGUAUACCGUCAUUAUAAGAUA
ACUACACGCAAUAUCUUGCUUGUCUUAGUAAUUCAGUUUGUAUACCGUCAUUAUAAGAUA
GCUGCACGUAAUAUCUUACUAACUUUUGUUUGAAAGUUUGUAUACCUCCAUUAUUAGAUA
ACUACACGUAAUAUCUUACUAAUUUUUGU---AUAGUUUGUAUACCGUCAUUAUUAGAUA
ACUACACGUAAUAUCUUGCUAAUUUUUGUUUAACAGUUUGUAUACCGUCAUUAUUAGAUA
ACUACACGUAGAAUCUUACUUACUUUUGUUUUUCAGCUUGUAUACCAUCAUUAUUAGAUA

*kk Kk K *k*k kk k% * kK * *kkkkkkk*k *kkkk Kk Kkkkk*k
ACUUUUAUUGAUUGAGUUAUUAAAAUCA-AAGGUC-UGAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
ACCUUUAUUGAGGGAGUUAUUGUAAUAUGUGGAGU-CAGAUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
ACUUUUAUAGAAAGAGUUAUUGAGAGUAUA-AAUU-UAAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-AUGAGAAAAUAUUAUUGAGAUCAUAUUAU--UGAAUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-AUGAGAAAAUAUUAUUGAGAUCAUAUUAU--UGAAUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-AGGAGAAAAUAUUAUUGAAAUCAUAUUAU--UGAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-AUGAGAAAAUAUUAUUGAAAUCAUAUUAU--UGAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-AAGAGAGAAUAUUAUUAGAAUCAUGUUAUA-UGAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-AAGAGAGAAUAUUAUUAAAAUCAUAUUAUA-UGAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-GAGAAAUAACAUUAUUAGGAUCA-AUAUUU-UGAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-GAGAGAUAAUAUUAUUAGGAUCA-AAAGGU-UGAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-AAGAGAUAACAUUAUUAGGACCA-GUAUUU-UGAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-GAGAAAUAACAUUAUUGGAAUCA--UAGUU-UGAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-AAGAGAGAAUAUUAUUGAGAUUAUAUUAUA-UGAAUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-AAGAGAGAAUAUUAUUAAAAUCAUAUUAUG-UGAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
AUUU-AAGAAAGAAUAUUAUUAAAAUCAAAUUUUU-UGAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
ACUUUUAUAGAAAUAGUUAUUGAGAAUA-AAAUUUUUAAAUAUAUUAGGUCAAGGUGCAG
AUUUUUAUAGAAUAAAUUGUUGAGAUUAGAAAUUUUUAAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
ACUUUUAUAGAAUUAGUUAUUGUAAUUAAGGAUU--UAAGUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
ACCCUUAUUGGGUUAGUUAUUGA-ACUAUAAAAAAUUAAAUAUAUUAGAUCAAGGUGCAG
CUUAUAAAU-AAGUAAAAAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAUA-ACGGAGUAAGAGAUU
CUUAUAGGU-AAGAAGAAAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAA--AUGUAUUAGUGGUUG
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Paranephros

partCF
Pfallax
Pclarkii
Olimosus
Aastacus
Atorrentium
Cdauricus
Cschrenckii
Csimilis
Cjaponicus
Apallipes
Aleptodactylus
Pleniusculus
Engaeus 12s
Geocharax 12s
Euastacus_12s
Cherax 12s

Parastacodes
Afranklini
Paranephros
partCF
Pfallax
Pclarkii
Olimosus
Aastacus
Atorrentium
Cdauricus
Cschrenckii
Csimilis
Cjaponicus
Apallipes
Aleptodactylus
Pleniusculus
Engaeus_12s
Geocharax 12s
Euastacus 12s
Cherax 12s

12S rRNA Alignment der Astacida generiert mit dem Alignmentprogramm Clustal X unter ““default”’- Optionen.

CUAAUGAAU-UAGUAAAAAUGGGUUACAAUAAAAUUAAUUAUU--ACGAAUUAGAAUUUG

CUUAUAAGU-AAGUAAAUAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAAU-AUGAAUUAAGUAUUU
CUUAUAAGU-AAGUAAAUAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAAU-AUGAAUUAAGUAUUU
CUUAUAAAU-AAGUAAAUAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAAU-AUGAAUUAAGUAUUU
CUUAUGGGU-AAGUAAACAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAAU-AUCGAUUAAGUGUUU
CUUAUGAGU-AAGUAAAAAUGGGUUACAAUAAAUUUUAUUUAU--ACGGAUUUAAUAUUU
CUAAUGAAU-AAGAAGAGGUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAC--ACGGAUUUAAUAUUU
CUUAUAAAU-AAGAAAAAAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAUUAACGGAGUUAAAAUUU
CUUAUAAAU-AAGGCAAAAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAUUAACGGAGUUAAGGUUU
CUUAUAAAA-AAGAAAAAAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAUUA-CGGAGUUAAAAUUU
CUUAUAAAU-AAGAAAAAAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAU-AACGGAGUUAUAAUUU
CUAAUAAAU-AAGAAAAGAUGGAUUACAAUAAAACUUAUUUAU--ACGGAUUUAAUAUUU
CUAAUGAAU-AAGAAAAAAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAU--AUGGAUUUAAUAUUU
CUUAUGGAC-AAGUAAAAAUGGGUUACAAUAAAAUAUAUUUAU--AUGAAUUAGGUGUUU
CUUAUAAGGAUAGGGAGAAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUA--AAUGGAUUGAUGAAGG
CUUAUGAAU-UAGCGAGAAUGGGUUACAAUGAAAUUUAUUUA--UACGAAUUGAUUUUAG
CUUAUAAGU-UAGAAGAAAUGGGUUACAAUAAAAUUUAUUUAG-AAUGGAUCAGUGUUAA
UUAAUGGGU-AAGAAGAAAUGGGUUACAUUGAAAUUUAUUUA--GACGAAUUAGUAGUUG

* kK * % kkk kxkkAkK K kK * ok *
UAAAU----UGAUNNNNNNNNNNN
AAUGA----UUGUUNNNNNNNNNN
AAUAA----AUUUUAUGNNNNNNN
AAAUA----UAUUUAUGAAGGAGG
AAAUA----UAUUUAUGACGGGGG
AAAUA----UAUUUAUGAAGGAGG
AAAUA----UAUUUAUGAAGGAGG
AAAUA----UUUUAAUGAAGGAGG
AAAUA----UAUUAGUGAAGGGGG

AAAAA----UUUUAAUGAAGGAGG
AAAAA----UUU-AAUGAAGGAGG
AAAAA----UUUUAAUGAAGGAGG
AAAGA----UUUUAAUGAANNNNN
AAACA----UGUUAAUGAAGGAGG
AAAUA----UAUUNNNNNNNNNNN
AAAUA----UAGCUAUGNNNNNNN
AAGAGGUAGUUAUCAUGAAGGAGG

AAAA-———— UAAUUAUGAAGGAGG
AAUUAG----UAUUGUGAAGGUGG
AAAGG----UUUCUAUGAAGGGGG

*
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Abkurzungsverzeichnis

e BA ="bootstrap””

e CML = Prozentuale Unterstiitzung der Splits in ,n“ Topologien. CML wird fir Consensus

Stammbaume angewendet, die auf der Basis von Maximum Likelihood berechnet wurden.
e DI ="decay  Index
e |UPAC Code fiir Nukleotide ("ambiguities™"):

e M=AoderC, W=AoderT, D= AGoder T, V=A,C oder G

e K=GoderT,S=GoderC,H=A, CoderT,N=A,C, Goder T

e R=AoderG,Y=ToderC,B=C,GoderT
e ML = Maximum Likelihood

¢ MP = Maximum Parsimonie

“"One letter code™” fUr hier angemerkte Aminosauren:

e A = Alanin, D = Asparaginsaure, E = Glutaminsaure, F = Phenylalanin, G = Glycin, | =
Isoleucin, K = Lysin, N = Asparagin, P = Prolin, Q = Glutamin, S = Serin, T = Threonin, V =

Valin
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