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1 Einleitung

1.1 Evolution von Photorezeptorzellen

Die Fahigkeit zur Wahrnehmung von Licht hat eine herausragende Bedeutung fiir Tiere (Fernald
2000). Etwa 95 % von ihnen besitzen Augen oder andere, z. T. nichtpigmentierte lichtsensitive
Organe was vermuten lisst, dass dieser Sinn fiir sie in vielen Umgebungen von Vorteil ist und
Einfluss aufihr Verhalten und physiologische Prozesse hat (Lamb ef al. 2009; Nilsson 2009). Die
zugehorigen Strukturen sind dabei von unterschiedlicher Komplexitit und ihr optisches
Auflosungsvermdgen variiert. Nilsson (2009) unterscheidet u. a. zwischen nicht-direktionaler
Photorezeption und rdumlichem Sehen mit hoher Auflosung und fiihrt als entscheidende
Neuerungen in der Evolution von Augen z. B. abschirmende Pigmente oder die
OberflichenvergroBerung der Photorezeptorzellen an. Grundsétzlich werden bei den
Photorezeptorzellen der Metazoa in Abhidngigkeit von ihrem Aufbau ein cilidrer und ein
rhabdomerischer Typ unterschieden (Shubin et al. 2009; Diaz & Sprecher 2011). Deren
Oberfliche wird vergroBert, um vermehrt Photopigmente, die Opsine, einlagern zu kénnen. Bei
den cilidren Photorezeptorzellen geschieht das durch die Ausbildung vieler Cilien, durch die
Verzweigung von Cilien, durch Ausstiilpung der Cilienmembran oder durch die Bildung von
Membranvesikeln. Bei rhabdomerischen Photorezeptorzellen hingegen erfolgt die
MembranvergroBerung durch die Ausbildung von Mikrovilli an der apikalen Zellmembran
(Arendt & Wittbrodt 2001; Land 2005; Fain et al. 2010). Die Entstehung dieser morphologisch
unterschiedlichen Rezeptortypen wurde in langjéhrigen Disputen verschieden gedeutet. So betont
Eakin (1963, 1968, 1972, 1982) die unterschiedlichen Formen der Oberflachenvergréferung der
Photorezeptorzellen und schloss auf zwei divergierende Linien in ihrer Evolution. Danach
herrschen die cilidren Photorezeptorzellen bei den Deuterostomia und die rhabdomerischen
Photorezeptorzellen bei den Protostomia vor. Von Salvini-Plawen & Mayr (1977) und von
Salvini-Plawen (1982) hingegen erkldren die strukturellen Unterschiede durch {iber 40-fache
unabhingige Entwicklung von Augen im Tierreich. Durch die Kombination vorhandener
ultrastruktureller Daten mit molekularen Befunden kam erneut Bewegung in diese Diskussionen
(Lacalli 2004). Zunéchst insbesondere durch den Umstand, dass Gene wie Pax6 sehr hdufig eine
wichtige und iiber Taxa hinweg konservierte Rolle bei der Entwicklung von Augen spielen und
auf einen gemeinsamen evolutiven Ursprung der Organe hindeuten (Gehring & lkeo 1999;

Callaerts et al. 1999; Marquardt et al. 2001; Arendt et al. 2002). Es zeichneten sich allerdings
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auch wichtige Unterschiede auf zelluldrer Ebene ab. So lassen sich die zentralen Komponenten,
die Photorezeptorzellen, nicht nur anhand ihrer Ultrastruktur charakterisieren, sondern auch
durch einen molekularen Fingerabdruck, also anhand der Expression von Genen die
zelltypspezifisch exprimiert werden. Darunter sind Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige
Rolle in der Entwicklung der Zellen spielen, aber auch Gene, deren Transkripte spéiter von
funktioneller Bedeutung sind (Arendt 2003; Plachetzki et al. 2005). So exprimieren z. B. cilidre
und rhabdomerische Photorezeptorzellen verschiedene Typen von Opsinen (c-Opsin bzw. 1-
Opsin), die schon sehr friith in der Evolution der Metazoa, spétestens in der Stammlinie der
Bilateria divergierten (Arendt et al. 2004; Nilsson 2004). Es hat sich gezeigt, dass im Gegensatz
zu den langjdhrigen Annahmen cilidre und rhabdomerische Photorezeptorzellen nicht auf eine
bestimmte Gruppe von Tieren beschréinkt sind, sondern fast in jeder Tiergruppe vertreten sind
und héufig auch nebeneinander in einer Art vorkommen konnen (Arendt et al. 2004). Dabei
ermoglichen molekulare Daten den Vergleich von Photorezeptorzellen aus sehr entfernt
stehenden Organismen. So gibt es molekulare Evidenzen die dafiir sprechen, dass es sich bei den
cilidren Photorezeptorzellen median im Gehirn des Polychaeten Platynereis dumerilii und den
ebenfalls cilifiren Stdbchen und Zapfen der Vertebratenretina um homologe Zelltypen handelt
(Arendtetal. 2004). Ebenso sprechen molekulare Daten fiir eine Homologie der rhabdomerischen
Photorezeptorzellen in den Augen von Protostomia mit lichtsensitiven Photorezeptorzellen
in der Ganglienzellschicht der Vertebratenretina, die hier keine visuelle Funktion besitzen,
sondern der Regulation der circadianen Rhythmik dienen (Arendt et al. 2002; Fain et al.
2010; Passamaneck et al. 2011). Zusidtzlich ermoglichen es molekulare Methoden, sehr
effizient bisher unbekannte, morphologisch unauffillige Photorezeptorzellen iiberhaupt
aufzuspiiren und als solche zu charakterisieren, wie am Beispiel des Seeigels Strongylocentrotus

purpuratus gezeigt wurde (Ullrich-Liiter ef al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit werden molekulare und strukturelle Verfahren zur Analyse der
Evolution von Photorezeptorzellen und Augen innerhalb der Annelida, einer Teilgruppe des
groflen Invertebratentaxons Lophotrochozoa genutzt. Bei Anneliden sind viele verschiedene
Typen von Photorezeptorzellen und Augen beschrieben und es liegen umfangreiche molekulare

Daten bei einem Vertreter vor, P dumerilii.
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1.2 Evolutive Herkunft von Larval- und Adultaugen bei Anneliden

Anneliden besitzen eine Vielzahl von sensorischen Strukturen wie z. B. Antennen, Palpen, Cirri,
Nuchalorgane oder Augen und reagieren auf verschiedenste taktile, chemische oder optische
Stimuli. Die Funktion vieler bei den Anneliden vorhandener sensorischer Strukturen istallerdings
bis zum heutigen Tage unsicher oder vollig unbekannt (Purschke 2005). Besser untersucht
hingegen sind die vielfdltigen Photorezeptorzellen, vor allem auf ultrastrukturellem Niveau.
Eakin & Hermans (1988) und Purschke et al. (2006) fiihren zahlreiche Beispiele fiir
rhabdomerische, cilidre und die selteneren, durch Einstiilpung der apikalen Zellmembran
enstehenden phaosomalen Photorezeptorzellen an. Unter den lichtsensitiven Organen sind die in
der Néhe eines Gehirns lokalisierten (Richter et al. 2010) und bei den Lophotrochozoen
tiberwiegend rhabdomerische Photorezeptorzellen aufweisenden cerebralen Augen weit
verbreitet (Arendt & Wittbrodt 2001), was sie zu geeigneten Kandidaten fiir einen Vergleich

mit denen anderer Organismen macht.

Da viele Anneliden im Unterschied zu anderen Vertretern der Lophotrochozoa distinkte Larval-
und Adultaugen besitzen, ergibt sich eine besondere Relevanz fiir evolutive Fragestellungen.
Bei den Mollusken z. B. dhneln die friih in der Entwicklung angelegten und zu den Adultaugen
werdenden cerebralen Augen bedingt durch ihren eversen Aufbau héufig den Adultaugen
erranter Anneliden (Bartolomaeus 1992; Messenger 1981; Land 1984; Rosen et al. 1978; Rosen
et al. 1979). Die Augen vieler Plathelminthen hingegen zeigen durch ihren einfachen inversen
Aufbau (Sopott-Ehlers 1991; Sopott-Ehlers e al. 2001) morphologische Ahnlichkeiten zu den
Larvalaugen der Anneliden, obwohl sich die meisten Plathelminthen, mit Ausnahme z. B. der
Polycladen direkt entwickeln und keine unabhéngigen Larvalaugen angelegt werden. Es ist also
unklar, ob es innerhalb der Lophotrochozoa evolutiv unabhingige Formen der Adultaugen gibt,
wann die bei den Annelida vorliegende Dichotomie von Larval- und Adultaugen entstanden sein
konnte und in welchem evolutiondren Kontext die verschiedenen Augentypen der Annelida zu

den Augen anderer Lophotrochozoa stehen.

Bei dem erranten Polychaeten P. dumerilii lassen sich Larval- und Adultaugen auf mehreren
Ebenen unterscheiden. Larval- und Adultaugen entstehen unabhingig voneinander und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung. Die Larvalaugen sind sehr einfach aufgebaut,
bestehen aus nur einer inversen, also dem Licht abgewandten Photorezeptorzelle und einer

becherformigen Pigmentzelle (Rhode 1992). Diese Augen sind direkt an der Phototaxis der
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Larven beteiligt (Jékely et al. 2008). Die Adultaugen sind dagegen multizelluldr organisiert und
besitzen sogar Linsen (Rhode 1992). Sie dienen aller Wahrscheinlichkeit nach dem Sehen. Die
Photorezeptorzellen sind evers ausgerichtet und projizieren direkt in das Gehirn (Rhode 1992;
Arendt ef al. 2002). Larval- und Adultaugen kdnnen anhand ihres jeweiligen molekularen
Fingerabdrucks klar voneinander differenziert werden (Arendt et al. 2002; Arendt et al. 2004;
Guy 2008). Ahnliche Larvalaugen wie bei P. dumerilii finden sich bei vielen anderen
Polychaeten (Purschke et al. 2006). Die von P. dumerilii beschriebene Organisation des
Adultauges ist aber auf errante Polychaeten, also die Taxa Phyllodocida, Eunicida und
Amphinomida begrenzt, wobei hier auch einfachere Formen vorkommen (Purschke ez al. 2006;
Suschenko & Purschke 2009). Bei anderen Polychaeten konnen Larval- und Adultaugen zwar
ebenfalls aus verschiedenen Anlagen entstehen und eine unterschiedliche Morphologie besitzen,
die Larvalaugen konnen aber auch persistieren und dann zu Adultaugen werden wie im Falle
mancher sedentérer Polychaeten (Brandenburger & Eakin 1981; Suschenko & Purschke 2009;
Wilson 1932, 1936a, 1936b, 1948).

Um Aussagen liber die Existenz von Larval- und Adultaugen in der Stammlinie der Annelida
treffen zu konnen, bietet sich ein direkter, molekularer und struktureller Vergleich der Augen
eines sedentdren Polychaeten mit denen des erranten Polychaeten P. dumerilii an. Dafiir eignet
sich aus mehreren Griinden besonders die Untersuchung von Capitella teleta. Bei dieser Art
unterscheiden sich die Larval- und Adultaugen ebenfalls deutlich in ihrer Struktur und die
Adultaugen weisen eine everse Orientierung wie die erranter Polychaeten auf (Rhode 1993).
Zudem ist C. teleta zuverldssig im Labor kultivierbar und zu Beginn der Arbeit lief die
vollstindige Sequenzierung des Genoms an, wodurch ein Vergleich der Augen auch auf breiter

molekularer Basis anhand ausgewihlter Gene moglich ist.

1.3 Ciliére Photorezeptorzellen bei Anneliden

Die von Arendt et al. (2004) vorgelegten Daten fiir P. dumerilii ergaben erstmals Hinweise
darauf, dass die cilidren Photorezeptorzellen eines Anneliden homolog zu den cilidren
Photorezeptorzellen der Vertebraten sind. Erstere bestehen jeweils aus zwei unpigmentierten
Photorezeptorzellen, die ihre sich verzweigende Cilien in eine Stiitzzelle entsenden. Zusitzlich
liegen sie in einer Region des Gehirns, in der auch an der circadianen Rhythmik beteiligte Gene

exprimiert werden, was eine Rolle in der Photoperiodizitidt nahelegt (Arendt et al. 2004).
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Aber auch bei anderen Anneliden kommen cilidire Photorezeptorzellen vor, die sich z. B. im
Verzweigungsmuster der Cilien oder der Anzahl der Zellen z. T. deutlich von denen bei P,
dumerilii unterscheiden und deren Homologie unklar ist (Purschke & Miiller 1996; Purschke &
Hessling 2002; Purschke et al. 2006; Hausen 2007). Zusétzlich gibt es sowohl fiir einen Vertreter
der Sedentaria, ndmlich C. teleta durch Miiller (1999), als auch fiir einen Vertreter der Errantia,
nidmlich Scoloplos armiger durch Wilkens & Purschke (2009) Hinweise auf potentiell photo-
sensitive, cilidre Strukturen im Prostomium. In beiden Fillen sind keine molekularen Daten
vorhanden und nur fiir S. armiger ist die Ultrastruktur dieser Strukturen bekannt. Wie sieht die
Ultrastruktur dieser potentiellen Photorezeptoren bei C. feleta aus, exprimieren sie ein Opsin,

wenn ja welches und konnen Homologiehypothesen formuliert werden?

Cilidre Photorezeptorzellen mit gidnzlich anderer Ultrastruktur finden sich in den ektopischen
Augen entlang oder am distalen Ende der Radioli der Branchialkrone einiger Serpuliden und
Sabelliden wie z. B. Megalomma vesiculosum. Hierbei handelt es sich um Komplexaugen
bestehend aus zahlreichen Photorezeptorzellen, die ihrerseits Stapel paralleler und modifizierter
Cilien besitzen, die voneinander durch Pigmentzellen getrennt sind, sogar Linsen aufweisen
konnen und deren Stimulierung einen Riickzug des Tieres in die Rohre auslost (Nicol
1950; Krasne & Lawrence 1966; Kerneis 1975; Smith 1984; Nilsson 1994). Sind alle diese
Photorezeptorzellen also homolog zueinander, in welchem evolutiven Zusammenhang stehen

die cilidren Photorezeptorzellen von M. vesiculosum mit denen von P. dumerilii?

1.4 Phylogenie der Annelida

Fiir die Beantwortung solcher Fragen und die gezielte Auswahl zu untersuchender Taxa ist eine
gut unterstiitzte Phylogenie der Annelida von groBer Bedeutung, die aber Gegenstand
zahlreicher und oft kontroverser Diskussionen ist. Hiufig wird dabei das von Rouse & Fauchald
(1997) vorgeschlagene System herangezogen. Diese Sichtweise wird allerdings durch molekulare
Daten nicht bestétigt (Bleidorn et al. 2006; Struck et al. 2007; Bleidorn et al. 2007; Zrzavy et al.
2009; Bleidorn ef al. 2009). Der umfangreichste molekulare Datensatz der phylogenomischen
Analyse von 34 Taxa durch Struck ef al. (2011) unterstiitzt nun wieder die traditionellere
Sichtweise, nach der die Polychaeten bedingt durch ihre Lebensweise und ihre Morphologie
in Sedentaria und Errantia eingeteilt werden. Dieses ist insofern von besonderer Bedeutung, da

durch die oben zitierten Arbeiten an P. dumerilii umfangreiche Daten fiir einen Vertreter der
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Errantia vorliegen. Mit der vergleichenden Bearbeitung von C. feleta, einem Vertreter der
Sedentaria, wiren dementsprechend Riickschliisse auf die Evolution von Photorezeptorzellen

vor der basalen Aufspaltung in Errantia und Sedentaria moglich.

1.5 Molekulare Marker von Photorezeptorzellen und assoziierten Zellen

Bei der molekularen Charakterisierung von Photorezeptorzellen und assoziierten Zellen spielt die
Auswahl der zum Einsatz kommenden Marker eine wichtige Rolle. Fiir die vorliegende Arbeit
fiel die Wahl auf einen Satz von Genen fiir den Vergleichsdaten von P. dumerilii vorliegen,
malgeblich durch Guy (2008) und die in unterschiedlicher Form in Larval- und Adultauge
exprimiert sind. Zu diesen Genen gehdren u. a. die Mitglieder des RDGN-Netzwerkes (retinal
determination genes network) Pax6, Eyes absent, Six und Dachshund, solche die bei der
Spezifizierung von Neuronen eine Rolle spielen wie Lhx und Single-minded, an der
Signaltransduktion in den Photorezeptoren beteiligte Gene wie Gg-a oder der vesikuldre
Acetylcholin-Transporter und die Opsine. Die Interaktion der Mitglieder des konservierten
RDGN-Netzwerks z. B. spielt liber Taxongrenzen hinweg und trotz morphologischer
Unterschiede der Augen eine bedeutende Rolle bei der Einwicklung der Augen (Silver & Rebay
2005), was sie zu guten Kandidaten fiir Markergene macht. Die Mitglieder zeichnen sich nach
Jemc & Rebay (2007) dadurch aus, dass ein Verlust der Genfunktion in defekten oder vollig
fehlenden Augen resultiert und das eine Fehlexpression die Entwicklung ektopischer Augen
induziert. Lhx und Single-minded gehoren zu Genfamilien, deren Mitglieder u. a. an der
Spezifizierung neuronalen Gewebes, an der Entwicklung von Augen oder an Prozessen der
circadianen Rhythmik beteiligt sind und die in den Augen verschiedener Organismen exprimiert
werden (Crews 1998; Wen et al. 2002; Farfan et al. 2009; Srivasta et al. 2010), weshalb sie
ebenfalls von Interesse fiir diese Arbeit sind. Ein weiterer Kandidat ist der als spezifischer
Marker fiir cholinerge Neuronen angesehene vesikuldre Acetylcholin-Transporter (Arvidsson et
al. 1997), welcher z. B. bei P. dumerilii nur in den Larvalaugen, jedoch nicht in den Adultaugen
exprimiert wird (Jékely et al. 2008). Die Gg-alpha-Untereinheiten sind von gro3er Bedeutung,
stellen sie doch als Teil der Signaltransduktionskaskade konservative Marker fiir

Photorezeptorzellen dar (Yau & Hardie 2009).

Die das Licht perzipierenden Bestandteile der Transduktionskaskade selbst, die Opsine, sind ein

zentraler Marker zur Rekonstruktion der moglichen Evolution von Photorezeptorzellen (Arendt
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2003). Opsine gehoren zu der Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), der
groften Gruppe von Membranproteinen, die auf eine Vielzahl von Signalen reagieren (Choe et al.
2011). Die Opsine besitzen eine helikale Struktur mit sieben Transmembrandoménen, einem
extrazelluldiren N-Terminus und einem intrazelluldren C-Terminus und bestehen aus dem
Apoprotein Opsin und der prosthetischen Gruppe Chromophor, meistens ein Vitamin A-Derivat,
wobei das Opsin iiber eine Schiff-Base-Verbindung an einer Lysin-Position mit dem
Chromophor verbunden ist. Das Chromophor dndert, durch ein Photon angeregt, seine
Konformation von 11-cis zu all-trans und je nach Photorzeptor- und Opsintyp folgt eine
intrazelluldre Signalkaskade, die unterschiedliche G-Proteine und second-messenger involviert
(Arendt 2003; Terakita 2005; Shichida & Matsuyama 2009; Tsukamoto & Terakita 2010). Bis
zum heutigen Tage wurden liber 1000 Opsine sequenziert, die in sieben Gruppen eingeteilt
werden konnen, u. a. hochkonservierte, als Interaktionsstellen fiir unterschiedliche G-Proteine
dienende Tripeptide aufweisen, und sich in verschiedenen Taxa als spezifische Marker fiir
Photorezeptorzellen erwiesen haben (Arendt et al. 2004; Terakita 2005; Ullrich-Liiter et al.
2011). Hinsichtlich ihrer Evolution wird derzeit ein Ur-Opsin hypothetisiert, welches noch in der
gemeinsamen Stammlinie von Cnidaria und Bilateria dupliziert wurde, was die Bildung der
Gruppen der c-Opsine und aller anderen Opsine zur Folge hatte (Suga et al. 2008; Nilsson 2009;
Vopalensky & Kozmik 2009).

1.6 Ziel der Untersuchungen

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die integrative Charakterisierung von Zelltypen verschiedener
lichtsensitiver Organe bei C. teleta und M. vesiculosum, um Aussagen iliber deren Homologie
und Evolution formulieren zu kénnen. Dafiir werden vergleichende Daten zur Expression
ausgewahlter Gene erhoben, welche fiir die Funktionalitdt von Photorezeptorzellen und Augen
von Bedeutung sind, aber auch ultrastrukturelle Daten. Der daraus resultierende Datensatz soll
auf mehreren Organisationsebenen detaillierte Vergleiche der Zelltypen von Lichtsinnesorganen

innerhalb der Annelida erlauben.



2 Material und Methoden

2.1 Tiermaterial

Capitella teleta

Ausgehend von Griindungsindividuen aus einer intakten Kultur im Labor von Judith P.
Grassle (Rutgers University, New Jersey/USA) wurde im Institut fiir Biologie/Zoologie der
Freien Universitit Berlin und im Institut fiir Evolutionsbiologie und Okologie der
Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn eine Capitella teleta-Kultur etabliert. In
Anlehnung an die von Grassle & Grassle (1976) entwickelten und von Seaver et al. (2005)
beschriebenen Kulturbedingungen wurden die Tiere bei 18°C und einem, den natiirlichen
Mondphasen angepassten Lichtregime in Plastikboxen (10 cm x 10 cm x 6 cm, B x T x H) in
natiirlichem Seewasser (Biologische Anstalt Helgoland) mit kiinstlicher Beliiftung gehalten.
Als Substrat und zur Fiitterung diente gesiebtes Sediment mit der Korngroe < 500 um aus
dem Schlickwatt von List/Sylt, das bei -20°C gelagert wurde. Vor jedem Sedimentwechsel
wurde eine addquate Menge aufgetaut und zwei Tage in einem geschlossenem Gefdl3 stehen
gelassen um Bakterien im Sediment anzureichern. Zusétzlich wurde eine Spatelspitze
Fischfutter (Tetramin) zugegeben. Alle zwei Wochen wurde der Inhalt der Boxen mit Sieben
der Maschenweiten 500 pm und 250 pm gesiebt (Nylon-Siebgewebe NITEX, Gebr.
Stallmann/Rellingen) und das alte Sediment entfernt. Auf diese Weise gewonnene Brutrohren
wurden mit dem Binokular auf Larven hin untersucht und vorsichtig mit Federstahlpinzetten
gedffnet. Die Larven wurden nach Seaver et al. (2005) verschiedenen Entwicklungsstadien
zugeordnet, um sie im Anschluss entweder fiir weitere Untersuchungen zu fixieren oder bis

zum gewiinschten Stadium in Glasschélchen mit natiirlichem Seewasser zu héltern.

Megalomma vesiculosum

Adultmaterial von Megalomma vesiculosum wurde im Watt vor der Station Biologique in
Roscoff/Frankreich gesammelt. Die Krone der Tiere wurde entweder direkt vor Ort fiir
nachfolgende Untersuchungen entsprechend fixiert oder die Tiere wurden lebend nach Berlin
verbracht und dort in einem Aquariensystem bei 12°C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von

12 h gehiltert.
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2.2 Kits

BD SMART™ RACE cDNA Amplification-Kit (Clontech #634914)

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare #28-9034-70)
NucleoSpin® Extract 11-Kit (Macherey-Nagel #740609.50)

pGEM®-T Easy Vector System (Promega #A1360)

Plasmid Miniprep DNA Purification-Kit (Roboklon #E3500-01)

QIAFilter Plasmid Midi-Kit (Qiagen #12243)

QIAquick PCR Purification-Kit (Qiagen #28104)

RadPrime DNA Labeling System (Invitrogen #18428-011)

RNeasy Mini-Kit (Qiagen #74104)

TOPO® TA Cloning Dual Promoter-Kit (Invitrogen #K4600-01)

TSA™ Plus Cyanine 3 & Cyanine 5 System (Perkin Elmer #NEL752001KT)

2.3 Antikorper

Primére Antikorper

Anti-acetyliertes a-Tubulin Antikorper (Sigma #T7451)
Anti-Serotonin Antikorper (Sigma #S5545)
Anti-Digoxygenin-AP-gekoppelter Antikorper (Roche #11093274910)

Anti-Fluorescein-POD-gekoppelter Antikorper (Roche #11426346910)

Sekundare Antikorper

Alexa Fluor® 488 goat-anti-rabbit Antikérper (Invitrogen #A-11008)

Alexa Fluor® 633 goat-anti-mouse Antikorper (Invitrogen #A-21050)
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2.4 Vektoren und Bakterienstaimme

Fragmente aus PCRs (Polymerase-Kettenreaktion) wurden entweder in den pCR®*II-TOPO®
Vektor mittels des TOPO® TA Cloning Dual Promoter-Kits oder in den pGEM®-T
Easy Vektor mittels des pGEM®-T Easy Vector System kloniert. Fiir die Amplifikation der
Plasmide wurden die Bakterienstimme E. coli TOP10 und E. coli IM109 sowie LB-Medium
und LB-Agar genutzt. Eine finale Konzentration von 100 pg/ml Ampicillin diente dabei der

Selektion von Ampicillin-resistenten Klonen.

2.5 Chemikalien und Losungen

Fliissige Selektionsmedien und Agarplatten wurden entsprechend den Standardprotokollen von

Sambrook et al. (1989) hergestellt.

Es folgt eine Ubersicht iiber Standardldsungen. Sofern besondere Lésungen oder Chemikalien

zum Einsatz kamen werden diese im Zusammenhang mit der entsprechenden Methode erwéhnt.

AP-Firbel6sung AP-Puffer + 6,6 ml/ml NBT und 3,3 ml/ml BCIP
AP-Puffer 100 mM NaCl
50 mM MgCl,

100 mM Tris (pH 9,5)
0,5 % Tween 20

Denhardt’s (50 x konzentriert) 1 % BSA
1 % Ficoll 400
1 % Polyvinylpyrrolidon

Hybridisierungspufter 50 % Formamid
5x SSC (pH 4.5)
50 pg/ml Heparin
0,1 % Tween-20
1 % SDS
100 pg /ml SS DNA



Material und Methoden

Hybridisierungspuffer (Southern Blots) 35 % Formamid
5 x Denhardt’s
100 pg/ml Kalbsthymus-DNA
50 mM Tris/HCI (pH 7,5)
1 % SDS
5xSSC

Ladepufter (10 x konzentriert) 50 % Glycerin
100 mM EDTA (pH 7,5)
1,5 mM Bromphenolblau
1,9 mM Xylencyanol

PBS (10 x konzentriert) pH 7,4 18.6 mM NaH,PO,
84.1 mM Na,HPO,
1,750 mM NaCl

PBT PT + 0.1 % BSA
PT 1 x PBS + 0.2 % Triton
PTW 1 x PBS + 0.1% Tween-20
SSC (20 x konzentriert) pH 7 0.3 M Natriumcitrat

3 M NaCl
TAE (50 x konzentriert, 11) pH 8,5 242 mg Tris-Base

57,1 ml Essigsdure

100 ml1 0,5 M EDTA

TNT 0,1 M Tris-Cl, pH 7,5
0,15 M NacCl
0,1 % Tween 20
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2.6 Whole mount in situ-Hybridisierung

Die Whole mount in situ-Hybridisierung (WMISH) wird hier genutzt, um die rdumliche und
zeitliche Expression verschiedener Gene bei C. feleta und M. vesiculosum zu untersuchen. Die
dabei angewandten Protokolle sind Variationen der angegebenen Verfahren von Arendt et al.

(2001), Tessmar-Raible ef al. (2005) und Elaine C. Seaver (pers. Kommunikation).

2.6.1 Whole mount in situ-Hybridisierung — einfarbiger Nachweis

2.6.1.1 Fixierung

Nach vorangegangener Relaxierung fiir 3 min in 7 % MgCl /Seewasser wurde Tiermaterial
von C. teleta bzw. von M. vesiculosum in 4 %-Paraformaldehyd/2 x PTW fiir 2 h bei
Raumtemperatur (RT) auf einem Schiittler bei etwa 300 rpm in Zellkultur-Testplatten (Orange
Scientific #5530500) fixiert. Im Anschluss folgten vier Waschschritte zu je 5 min, drei mit 2 x
PTW und der Vierte mit 100 % Methanol. Bis zur weiteren Priparation wurde das Material in

100 % Methanol bei -20°C aufbewahrt.

2.6.1.2 Sondengenerierung

Fiir die WMISH wurden entweder mit Digoxygenin-Uridintriphosphat (Dig-UTP-Sonde) oder
Fluorescein-Uridintriphosphat (Fluo-UTP-Sonde) markierte Sonden verwendet. Die Vorgehens-

weise bei der Generierung der jeweiligen Sonden war dabei identisch.
e Linearisierung von etwa 10 pg des jeweiligen Templates mit passendem
Restriktionsenzym

e Aufreinigung des Templates von Restriktionsenzym und -puffer mit dem GFX

PCR DNA and Gel Band Purification-Kit

o Uberpriifung eines 2 pl Aliquots auf kompletten Verdau mittels Agarose-Gel (1,5
% TAE)

e Pipettierung der Transkriptionsreaktion bis zu einem Endvolumen von 20 pl pro

Ansatz:
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linearisiertes Template 10 pl
100 mM DTT 2l
NTP-Mix: ATP, CTP, GTP (je 15,4 mM), UTP (10 mM) 1,3 ul
Digoxygenin-UTP oder Fluorescein-UTP (10 mM) 0,7 ul
RNAse Inhibitor 0,5 ul
10 x Transkriptionspuffer 2ul
H,O ad 19 ul
RNA-Polymerase (SP6 oder T7) 1wl

e Inkubierung des Ansatzes fiir 4 h bei 37°C
e Zugabe von 1,5 pul DNasel und Inkubierung fiir weitere 15 min bei 37°C

e Aufreinigung des Ansatzes mit dem RNeasy Mini-Kit und Eluierung in 50 pl
H,0

o Uberpriifung eines 2 pl Aliquots in formamidhaltigem Ladepuffer im Agarose-
Gel (1,5 % TAE)

e Verdiinnung des restlichen Eluats mit 75 pl Hybridisierungspuffer und Lagerung
als Sonde bei -20°C

2.6.1.3 Rehydrierung und Verdau

Sofern nicht anders angegeben, fanden die einzelnen Schritte bei RT, fiir 5 min, auf einem
Schiittler bei 300 rpm und in 3 ml Losung pro Reaktionsgefd3 (Well) der Zellkultur-Testplatten
statt.
e Transfer des fixierten Tiermaterials in Zellkultur-Testplatten
e Rehydrierung durch Waschen mit:
- frischem 100 % Methanol
- 60 % Methanol/40 % PTW
- 30 % Methanol/70 % PTW
e 4 x Waschen in PTW

e Verdau mit 0.01 mg/ml Proteinase-K/PTW (Merck #1.24568.0100) fiir zwei bis

fiinf Minuten, abhidngig vom Alter der Stadien ohne Schiitteln
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2 x Waschen mit frisch angesetztem Glycin/PTW (2 mg/ml) zum Stopp des

Verdaus

Waschen in 1 % Triethanolamin in PTW unter Zugabe von 1,5 pl Eisessig
nach 5 min Zugabe von weiteren 1,5 pl Eisessig

2 x Waschen in PTW

Nachfixieren in 4% Paraformaldehyd in PTW fiir 30 — 60 min

5 x Waschen in PTW

Transfer des Tiermaterials in 2 ml-Eppendorf-Gefil3e

Erhitzen des Tiermaterials auf 80°C fiir 10 min im Heizblock ohne Schitteln

2.6.1.4 Priahybridisierung

Entfernung der Fliissigkeit, Zugabe von 500 pl Hybridisierungspuffer und
Inkubierung fiir 10 min bei RT

Entfernung der Fliissigkeit, Zugabe von 500 ul — zuvor auf 65°C erwiarmten —

Hybridisierungspuffer

Inkubierung fiir 4 h oder iiber Nacht bei 65°C

2.6.1.5 Hybridisierung

Sofern nicht anders angegeben, fanden die nun folgenden Schritte bei 65°C fiir 5 min im

Wasserbad und in 1 ml Losung pro Reaktionsgefdal (Eppendorfgefil3) statt. Das Wechseln der

vorgewarmten Fliissigkeiten wurde dabei moglichst schnell durchgefiihrt, um ein Auskiihlen

sowohl des Tiermaterials als auch der Fliissigkeiten zu vermeiden.

Verdiinnung der Sonde in Hybridisierungspuffer (20 bis maximal 30 pl
Digoxygenin-UTP markierte Sonde in 200 pl Gesamtvolumen)

Denaturierung der Sonde bei 80 — 90°C fiir 10 min im Heizblock
Entfernung der Priahybridisierungslosung und Zugabe der denaturierten Sonde
Hybridisierung fiir 48 — 72 h bei 65°C im Wasserbad

Entfernung der Sonde
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Waschen mit Hybridisierungspuffer

Waschen mit Hybridisierungspuffer fiir 20 min

Waschen in 75 % Hybridisierungspuffer/25 % 2 x SSC fiir 10 min
Waschen in 50 % Hybridisierungspuffer/50 % 2 x SSC fiir 10 min
Waschen in 25 % Hybridisierungspuffer/75 % 2 x SSC fiir 10 min
Waschen in 100 % 2 x SSC fiir 10 min

Waschen in 0,05 x SSC fiir 2 x 30 min

Waschen in 75 % 0,05 x SSC/25 % PTW bei RT

Waschen in 50 % 0,05 x SSC/50 % PTW bei RT

Waschen in 25 % 0.05X SSC/75 % PTW bei RT

Waschen in 100 % PTW bei RT

2.6.1.6 Visualisierung

5 x Waschen mit PBT fiir 5 min bei RT
Blocken in Block-Puffer (Roche #11096176001) fiir 1 h bei RT

Inkubierung in Anti-Digoxygenin-AP-gekoppeltem Antikoérper/Block-Puftfer 1 :
5000 bei 4°C iiber Nacht

Transfer des Tiermaterials in Zellkultur-Testplatten

Sofern nicht anders angegeben, fanden die einzelnen Schritte bei RT, auf einem Schiittler bei

300 rpm und in 3 ml Lésung pro Reaktionsgefall (Well) statt.

7 — 8 x Waschen fiir 10 min in PBT
3 x Waschen fiir 5 min in AP-Puffer

Féarbung in AP-Férbelosung mit 6,6 ul NBT/ml (Roche #11383213001) und 3,3 pl
BCIP/ml (Roche #11383221001) in AP-Puffer bei RT im Dunklen ohne Bewegung

bis zu vier Tagen

Stoppen der Firbereaktion durch 5 x Waschen mit PTW und Uberfiihrung in 80%
Glycerin/PTW

Die Préparate wurden bis zur mikroskopischen Untersuchung im Dunkeln bei +4°C gelagert.
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2.6.2 Whole mount in situ-Hybridisierung — zweifarbiger Nachweis

Fiir die Kolokalisation von zwei Genen wurde jeweils die Sonde fiir ein Gen mit Fluorescein-
UTP markiert, die Sonde fiir das zweite Gen mit Digoxygenin-UTP. Dabei fand eine —
beginnend mit der Hybridisierung — abgewandelte Form des Protokolls von 2.6.1 und
zusitzlich das TSA™ Plus Cyanine 3 & Cyanine 5 System Verwendung. Die Hybridisierung
erfolgte mit beiden Sonden gleichzeitig, wobei 20 bis maximal 30 pl Digoxygenin-UTP
markierte Sonde mit 10 pl Fluorescein-UTP markierter Sonde in 200 pl Gesamtvolumen
Hybridisierungspuffer verwendet wurden. Hinsichtlich des zeitlichen Ablaufes wurde zuerst
die Digoxygenin-UTP markierte Sonde nachgewiesen, danach die Fluorescein-UTP markierte
Sonde. Nachdem das mit einer Digoxygenin-Sonde markierte Gen nachgewiesen wurde,
fanden noch gemifl dem Protokoll 2.6.1.6 fiinf Waschschritte mit PTW zu je fiinf Minuten
statt.

Direkt danach wurde einmalig fiir fiinf Minuten mit TNT gewaschen. Die Larven wurden
dann mindestens fiir 1 — 2 h bei RT auf einem Schiittler in TNB (1 % Perkin Elmer Blocking
Reagent #FP1012/TNT) geblockt. AnschlieBend wurde das TNB gegen eine 1 : 200
Verdiinnung des Anti-Fluorescein-POD-gekoppelten Antikorpers in 1 % TNB ausgetauscht
und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde 6 x 10 min mit TNT gewaschen
und die Larven in 100 pul TSA Plus Amplification Diluent equilibriert. Die Farbereaktion fand
dann in 25 pl einer 1 : 25 Verdiinnung des Cyanin 3-Tyramides in TSA Plus Amplification
Diluent statt. Die Reaktion selber erfolgte im Dunkeln bei RT und ohne Bewegung fiir
maximal 4 h. Zum Stoppen der Reaktion wurde 3 x 10 min in TNT bei RT gewaschen und
dann tber Nacht bei 4°C in TNT. Fiir die Auswertung am konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop (cLSM) wurden die Larven in 80 % Glycerin/PTW mit 2,5 mg/ml DABCO (Roth
#0718) tberfiihrt.

2.6.3 Whole mount in situ-Hybridisierung — mit Antikorperfirbung

Fiir die Kolokalisation eines Gens und eines Antikorpers fand nach der Hybridisierung mit der
Digoxygenin-UTP markierten Sonde und dem Auswaschen derselben eine abgewandelte

Form des Protokolls von 2.6.1 Verwendung.

Nach den Waschschritten (2.6.1.5) wurde fiir ein bis zwei Stunden in 5 % Schafserum/PTW
bei RT geblockt und anschlieBend die Larven mit einer 1 : 5000 Verdiinnung des Anti-
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Digoxygenin-AP-gekoppelten Antikorpers und mit einer 1 : 100 Verdiinnung des priméren
Antikorpers (Anti-acetyliertes o-Tubulin Antikdrper) in PTW {iber Nacht bei 4°C inkubiert.
Es folgten fiinf bis sechs Waschschritte zu je 10 min in PTW, drei Waschschritte zu je 5 min
in AP-Puffer und die Fiarbung in der AP-Férbelosung bei RT im Dunklen ohne Bewegung.
Die Férbereaktion wurde durch flinfmaliges Waschen mit PTW gestoppt. Im Anschluss
erfolgte ein erneutes Blocken der Ansétze fiir ein bis zwei Stunden in 5 % Schafserum/PTW.
Danach wurde iiber Nacht bei 4°C mit dem sekundiren Antikorper (Alexa Fluor® 633 goat-
anti-mouse Antikorper) 1 : 400/PTW inkubiert. Der Antikorper wurde mit PTW 5 x fiir 20
min ausgewaschen und die Larven in 80 % Glycerin/PTW mit 2,5 mg/ml DABCO

eingedeckelt.

2.7 Immunohistochemie

2.7.1 Immunmarkierungen gegen acetyliertes o.—Tubulin und Serotonin

Zunéchst wurden die Larven von C. feleta fir 3 min in 7 % MgCl /Seewasser relaxiert. Die
Fixierung erfolgte fiir 1 h bei 4°C in 4 % PFA/PBS. AnschlieBend wurde mit drei direkt
aufeinander folgenden Waschschritten mit PBT und drei weiteren PBT-Waschschritten im
Abstand von je 5 min das Fixativ ausgewaschen. Zur Lagerung bei -20°C wurden die Larven
in 100 % Methanol tberfiihrt. Die Rehydrierung geschah in Schritten von jeweils 5 min bei
RT in 75 % Methanol/25 % PBT, 50 % Methanol/50 % PBT und 25 % Methanol/75 % PBT.
Auf drei Waschschritte zu je 5 min mit PBT folgte ein Blocken der Larven fiir 2 h in 0,25 %
BSA/PBT + 0,01 % NaN, bei RT auf einem Schiittler. Die Inkubation mit den priméren
Antikorpern (Anti-acetyliertes o-Tubulin Antikérper 1 : 100/PBT und Anti-Serotonin
Antikorper 1 : 500/PBT) fand iiber Nacht bei RT statt. Danach wurde dreimal direkt
nacheinander und dann viermal im Abstand von je 60 min mit PBT gewaschen. Die
Inkubation mit den sekunddren Antikérpern (Alexa Fluor® 633 goat-anti-mouse Antikorper
1 : 500/PBT und Alexa Fluor® 488 goat-anti-rabbit Antikorper 1 : 500/PBT) erfolgte ebenfalls
iiber Nacht bei RT. Analog fanden dann drei direkt aufeinander folgende Waschschritte und
vier weitere im 60 min Abstand mit PBT statt. Préparate, die nicht direkt untersucht wurden,
wurden in PBT mit 0,01 % NaN, bei 4°C gelagert. Fiir die Untersuchung am ¢cLSM wurden
die Larven in 90 % Glycerin/10 % PBT + 0,01 % NaN,/0,25 % DABCO iiberfihrt.
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2.7.2 Phalloidinfirbung

Fiir die Farbungen mit Phalloidin (Alexa Fluor® 568 Phalloidin, Invitrogen #A12380) wurden
die Larven zuniéchst fiir 3 min in 7 % MgCl,/Seewasser relaxiert und dann fiir 30 min in 4 %
PFA/PBS fixiert. Es folgten drei zligige Waschschritte mit gekiihltem PBT und drei weitere
Waschschritte mit gekiihltem PBT zu je 10 min. Die Férbereaktion erfolgte bei 9°C fiir 2 h
auf einem Schiittler in 5 pl Phalloidin/200 pl PBT. Hierauf folgten erneut drei ziigige
Waschschritte mit gekiihltem PBT und drei weitere Waschschritte mit gekiihltem PBT zu je
10 min. Zum Schlul wurden die Larven in 90 % Glycerin/10% PBT + 0,01 % NaN./0,25 %
DABCO tiberfiihrt und am cLSM untersucht.

2.8 Mikroskopie

Die Untersuchung von Praparaten mit einfarbigem Nachweis erfolgte an einem Zeiss Axiophot
Mikroskop mit einer ProgResCF Kamera unter Nutzung der ProgrRes Capture Pro v2.7.7-
Software und den Objektiven 10 x, 20 x, 40 x Plan Neofluar im Differentialinterferenzkontrast
(DIK). Die Untersuchung ungefarbter Pridparate fand ebenfalls mit diesem Mikroskop im
Hellfeld statt.

Die Untersuchung von Priparaten mit zweifarbigem Nachweis erfolgte zusétzlich an einem
Leica cLSM TCS SPE unter Nutzung der LAS AF 1.6.1-Software und den Objektiven 10 x
HCX Fluotar, 20 x HC PL APO, 40 x HCX PL Fluotar, 63w x HCX PL APO und 630il x
HCX PL APO im Transmissions- und Fluoreszenzkanal. In einzelnen Fillen wurde zur
Visualisierung zusdtzlich mit dem von Jékely & Arendt (2007) beschriebenen
Reflektionsmodus gearbeitet. Fiir die Kombination verschiedener Aufnahmekanidle und zur
Erstellung von z-Maximalprojektionen wurde die Software Image] v1.44i genutzt.
Kolokalisationsanalysen wurden jeweils tlber den gesamten Bilderstapel mit dem

Colocalization Highlighter-Plugin von ImagelJ generiert.

2.9 RNA-Extraktion

Fiir die Gewinnung von Total RNA wurde das RNeasy Mini-Kit verwendet. Im Fall von
C. teleta wurden dafiir zunichst einige Adulti und Larven der Kultur entnommen und

separat in kleinen Glasschilchen fiir wenige Tage gehéltert. Sobald ihr Darm sichtbar
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entleert war und sich keine groben Schmutzpartikel oder Algen mehr an ihnen befanden, wurden

die Tiere gemif3 den Herstellerangaben des oben genannten Kits aufbereitet.

Im Fall von M. vesiculosum wurde den Tieren mit einem Skalpell die Krone bis kurz oberhalb
ihrer Basis entfernt und diese entsprechend den Herstellerangaben des oben genannten Kits

aufbereitet.

Die Qualitédt der gewonnenen Total RNA wurde jeweils unverziiglich mit der Gelelektrophorese
eines 2 ul Aliquotes auf Ethidiumbromid-gefarbten 1,5 % Agarose/TAE-Gelen
(1,5 % Agarose/TAE-EtBr-Gele) iiberpriift und die Quantitdt photometrisch mit einem

mit einem NanoDrop (Peqlab) bestimmt.

2.10 ¢cDNA-Synthese

Die c¢DNA Erststrang-Synthese wurde mit Hilfe des BD SMART™ RACE cDNA
Amplification-Kits gemil3 den Herstellerangaben vollzogen. So gewonnene cDNA wurde als

Ausgangsmaterial fiir die Amplifikation verschiedener Gene genutzt.

2.11 Klonierung

Die in dieser Arbeit untersuchten Gene von C. feleta und M. vesiculosum wurden anhand der
nachfolgend beschriebenen Prozeduren kloniert. Die Vorgehensweisen unterschieden sich dabei

in Abhéngigkeit von vorab verfligbaren Daten.

2.11.1 Klonierung neuer Fragmente durch PCR mit degenerierten Primern

Zu Beginn der Arbeit fand zunéchst ein Satz degenerierter Primer aus dem Labor von Detlev
Arendt (EMBL/Heidelberg) Verwendung, welcher erfolgreich zur Klonierung von Opsinen bei
P dumerilii eingesetzt worden war (Arendt et al. 2004). 8 nul entsprechender PCR-Ansétze
(2.11.5.1) wurden auf 1,5 % Agarose/TAE-EtBr-Gelen iiberpriift. Sofern Banden der erwarteten
GroBenordnung sichtbar waren, wurden erneut Aliquots der korrespondierenden PCR-Ansétze
aufein 1,5 % Agarose/TAE-EtBr-Gel aufgetragen und ein Southern Blot durchgefiihrt. Die Nylon-
membran (Amersham Hybond™-N+ Nylon, GE Healthcare) wurde im Anschluss unter nieder-

stringenten Bedingungen mit einem 32P-markierten Fragment des Kandidatengens von
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P dumerilii hybridisiert. Sofern nach der Exposition auf dem Rontgenfilm ein positives
Signal fiir die betreffende Bande auftrat, wurde wiederum ein Aliquot des zugehorigen PCR-
Ansatzes auf ein 1,5 % Agarose/TAE-EtBr-Gel aufgetragen. Unter UV-Licht (A = 366 nm)
wurde dann die Bande mit einer Skalpellklinge ausgeschnitten, mit dem QIAquick PCR
Purification-Kit oder dem NucleoSpin® Extract II-Kit aufgereinigt und in einen der Vektoren
(2.4) nach Herstellerangaben kloniert und amplifiziert. Entstandene Kolonien wurden einem
Colony lift unterzogen, welcher wiederum unter niederstringenten Bedingungen mit der
32P-markierten Sonde von P. dumerilii hybridisiert wurde. Nach der Exposition konnten so
positive Klone identifiziert werden. Die zugehorige Kolonie wurde gepickt und mit ihr eine 5 ml
LB/Ampicillin-Fliissigkultur angeimpft. Es folgte eine Praparation mit dem Plasmid Miniprep
DNA Purification-Kit und die Ubergabe ausgewihlter Plasmide an einen Sequenzierservice
(2.12). In Zweifelsfillen wurden die Plasmide aus den Mini-Priparationen noch einem EcoRI-
und einem Hinfl-Restriktionsverdau unterzogen. Der EcoRI-Verdau diente dabei der
Abschitzung der Insertgrofe, der Verdau mit dem Polycutter Hinfl gab Hinweise darauf,
welche Klone wahrscheinlich identisch waren. Im Fall von positiven Sequenzierergebnissen
erfolgte eine Maxipriparation des entsprechenden Ansatzes mit dem QIAFilter Plasmid Midi-

Kit geméf den Herstellerangaben.

2.11.2 Klonierung neuer Fragmente durch PCR mit spezifischen Primern

Als unassemblierte Rohdaten der fortschreitenden Genomsequenzierung von C. teleta
verfligbar waren, wurden diese auf verschiedene Kandidatengene hin untersucht. Dafiir
wurden zunichst die Trace-Dateien im Verzeichnis des National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/trace.cgi?) und zu einem spéteren Zeitpunkt
die Maske des DOE Joint Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org/Capcal/Capcal.home.
html) benutzt. Mit der bioinformatischen Unterstiitzung von Florian Raible (MFPL/Wien) wurde
zusitzlich fiir Opsinkandidaten an den Rohdaten wiederholt genomic walking durchgefiihrt,
wodurch Contigs generiert werden konnten. Aus diesen wurden dann mittels einer Analyse
durch GenomeScan (http://genes.mit.edu/genomescan.html) Genmodelle erzeugt. Grundsétzlich
wurden Genmodelle mit den Sequenzen der Kandidatengene anderer Taxa mit ClustalX v2.0.11
(Thompson et al. 1997; Larkin et al. 2007) und Serial Cloner v1.3 aligniert und verglichen und
von Hand spezifische Primer fiir konservierte Regionen erstellt. Es folgten PCRs mit den unter
2.11.5.2 aufgefiihrten Programmen und Primern. Die auf die PCRs folgenden Schritte gleichen

weitgehend denen bei einer PCR mit degenerierten Primern. Zunéchst wurde von jedem PCR-
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Ansatz ein 3 pl Aliquot auf einem 1,5 % Agarose/TAE-EtBr-Gel iiberpriift. Sofern eine Bande
die erwartete GroBe aufwies, wurden 20 pl des entsprechenden Ansatzes aufein 1,5 % Agarose/
TAE-EtBr-Gel aufgetragen und die betreffende Bande unter UV-Licht ausgeschnitten. Die Bande
wurde entweder mit dem QIAquick PCR Purification-Kit oder dem NucleoSpin® Extract I11-Kit
aufgereinigt und in einen der Vektoren (2.4) nach Herstellerangaben kloniert und amplifiziert.
Je nach Situation wurden bis {iber 100 Kolonien gepickt, einer Colony-PCR unterzogen und
ausgewdhlte davon iiber Nacht in einer 5 ml LB/Ampicillin-Flissigkultur amplifiziert. Es
folgte ein Priparation mit dem Plasmid Miniprep DNA Purification-Kit und die Ubergabe
ausgewdhlter Klone an einen Sequenzierservice (2.12). In Zweifelsfillen wurden die DNA
aus den Mini-Priparationen noch einem EcoRI- und einem Hinfl-Verdau unterzogen. Sofern
die Sequenzierergebnisse den Erwartungen entsprachen, erfolgte eine Maxiprédparation des
entsprechenden Ansatzes mit dem QIAFilter Plasmid Midi-Kit gemiB den Herstellerangaben.

Die Herstellung der Primer erfolgte durch

¢ Eurofins MWG Synthesis GmbH (Ebersberg/Deutschland)
e Sigma-Aldrich Handels GmbH (Wien/Osterreich)

e Invitrogen GmbH (Karlsruhe/Deutschland)

2.11.3 RACE-PCR

Fiir die Verlingerung von Fragmenten, die aus einer PCR mit degenerierten Primern
stammten, wurden spezifische Primer innerhalb der bekannten Sequenz dieser Fragmente
entworfen. Eine RACE-PCR (rapid amplification of cDNA-ends) wurde mit diesen
Primern und dem UPM-Primer aus dem BD SMART™ RACE cDNA Amplification-
Kit durchgefiihrt. 8 pl der Ansdtze wurden auf einem 1,5 % Agarose/TAE-EtBr-Gel iiberpriift,
durch einen Southern Blot auf eine Membran {ibertragen und mit einem 32°-
markierten Fragment des Gens hochstringent hybridisiert. Fiir den Fall positiver Signale auf
dem Rontgenfilm wurde die entsprechende Bande aus einem préparativen Gel ausgeschnitten,
mit Hilfe des QIAquick PCR Purification-Kits oder des NucleoSpin® Extract 1I-Kits eluiert
und mittels eines der Klonierungskits kloniert. Es folgten analog zu 2.11.2 die Schritte der

Amplifizierung, Praparation und Sequenzierung.
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2.11.4 Radioaktive Hybridisierung

2.11.4.1 Sondenerstellung

Fir die Erstellung radioaktiv markierter Sonden fanden Genfragmente von P. dumerilii,
C. teleta und M. vesiculosum Verwendung. Die Fragmente wurden iiber einen Verdau des
Plasmids mit Restriktionsenzymen erhalten und aus entsprechenden prédparativen Gelen mit
dem QIAquick PCR Purification-Kit eluiert. Fiir die radioaktive Markierung selbst kamen das
RadPrime DNA Labeling System und das radioaktive Nukleotid P**dCTP entsprechend den

Herstellerangaben zum Einsatz.

2.11.4.2 Hochstringente Hybridisierung

Wie in Sambrock et al. (1989) beschrieben, wurde die DNA zunichst auf eine Nylonmembran
transferiert. Letztere wurde dann einmal kurz mit 1 x SSC gewaschen und fiir 20 — 30 min
bei 65°C in RapidHyb-Puffer (Amersham Bioscience #RPN1636) prahybridisiert. Nach 5
min Denaturierung von 20 pl der radioaktiven Probe bei 95°C wurde diese zu der Membran
hinzugegeben und fiir 2 h bei 65°C hybridisiert. Es folgte unmittelbar ein Waschschritt und zwei
weitere nach je 20 min mit 0,1 x SSC/0,1 % SDS bei 65°C. Im Anschluss wurde die Membran

zusammen mit einer Verstirkerfolie bei -80°C exponiert.

2.11.4.3 Niederstringente Hybridisierung

Auch hier wurde die Nylonmembran zundchst einmal kurz mit 1 x SSC gewaschen, dann
allerdings fiir 2 h bei 42°C in formamidhaltigem Hybridisierungspuffer prahybridisiert. Nach
5 min Denaturierung von 20 pl der radioaktiven Probe bei 95°C wurde diese zu der Membran
hinzugegeben und iiber Nacht bei 42°C hybridisiert. Es folgten zwei ziigige Waschschritte und
zwel weitere zu je 20 min mit 5 x SSC/0,1 % SDS bei 42°C. Im Anschluss wurde die Membran

zusammen mit einer Verstirkerfolie bei -80°C exponiert.

2.11.5 PCR-Ansitze

2.11.5.1 PCR mit degenerierten Primern

Eine PCR mit degenerierten Primern wurde fiir Cte-ops7 und Mve-c-ops anhand des

aufgefiihrten Programms und Pipettierschemas durchgefiihrt.
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01) 94°C I min Primer P1 (5uM) 1,5 pl
02) 43°C 2 min Primer P2 (5uM) 1,5 ul
03) 72°C 4 min dNTPs (5 mM) 2 ul
04) Goto 01 5x 10 x Puffer 5ul
05) 94°C I min Tag-Polymerase 0,2 ul
06) 48°C 2 min cDNA 2 ul
07) 72°C 4 min H,0 37,8 ul
08) Goto 05 35x

09) 72°C 10 min

10) 10°C 0

2.11.5.2 PCR mit spezifischen Primern

Eine PCR mit spezifischen Primern wurde fiir Cte-chx10, Cte-dac, Cte-eya, Cte-FVRI, Cte-
Gqa, Cte-lhx2/9, Cte-pax6, Cte-sim, Cte-six1/2, Cte-spr, Cte-tdo2 und Cte-VAChT anhand des

aufgefiihrten Programms und Pipettierschemas durchgefiihrt. Im Fall der Fusions-PCR von

Cte-dac wurde die Elongationszeit auf zwei Minuten verldngert. Fiir Cte-ops7 wurde erst nach

vorangegangenen PCRs mit degenerierten Primern (2.11.5.1) und einer RACE-PCR (2.11.5.3)

eine PCR mit spezifischen Primern zur Reklonierung durchgefiihrt.

01) 95°C 15 min
02) 95°C 30 sec
03) 60°C 45 sec
04) 72°C 1,5 min
05) Goto 02 34 x
06) 72°C 10 min
07) 4°C 0

Primer P1 (5uM)
Primer P2 (5uM)
dNTPs (5SmM)
10 x Puffer

Hotstar-Tag-Polymerase

cDNA
H,0

Sul
Sul
2,5 ul
Sul
0,2 pl
2 ul
30,3 pul

Eine PCR mit spezifischen Primern und einem abgewandelten Programm wurde fiir Cte-r-ops,

Cte-ops2, Cte-ops3, Cte-ops5, Cte-ops6 und Cte-ops8 anhand des aufgefiihrten Programms und

Pipettierschemas durchgefiihrt.
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01) 95°C 15 min Primer P1 (5uM) 1,5 ul
02) 94°C I min Primer P2 (5uM) 1,5 ul
03) 54-56°C 2 min dNTPs (5 mM) 2 ul
04) 72°C 4 min 10 x Puffer 5ul
05) Goto 02 5x Hotstar-Tag-Polymerase 0,25 ul
06) 94°C I min cDNA 2 ul
07) 59-61°C 2 min H,0 37,75 ul
08) 72°C 4 min
09) Goto 06 35x
10) 72°C 10 min
11) 10°C ©

2.11.5.3 RACE-PCR

Eine RACE-PCR wurde fiir Cte-ops7 und Mve-c-ops anhand des aufgefiihrten Programms und

Pipettierschemas durchgefiihrt.

01) 94°C I min Primer P1 (5uM) 2,5 ul
02) 52-56°C 2 min UPM-Primer-Mix 5ul
03) 72°C 4 min dNTPs (5§ mM) 2,5 ul
04) Goto 01 5x 10 x Puffer 4 ul
05) 94°C 1 min Taqg-Polymerase 0,2 ul
06) 57-61 °C 2 min cDNA 2 ul
07) 72°C 4 min H,0 23,8 ul
08) Goto 05 35x

09) 72°C 10 min

10) 10°C o0

2.11.5.4 Colony-PCR

Als Ausgangsmaterial fiir die PCR-Reaktion dienten hier mit Zahnstochern oder Pipettenspitzen
gepickte Kolonien. Mit diesen wurde zunéchst jeweils ein PCR-Ansatz beimpft und direkt
danach die korrespondierende Position einer Sicherungskopie in LB-Fliissigmedium.

Fir den pGEM®-T Easy-Vektor wurden die Primer TGTAAAACGACGGCCAGT (M13f)
und CAGGAAACAGCTATGACC (M13r) und fiir den pCR®II-TOPO®-Vektor die Primer
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TAACGGCCGCCAGTGTGCTG (PCRII_up) und GCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCA

(PCRII_lo) verwendet. Das benutzte Programm und Pipettierschema war dabei:

01) 94°C 2 min
02) 94°C 30 sec
03) 72°C 1,15 min
04) Goto 02 34 x
05) 72°C 10 min
06) 10°C w0

2.11.5.5 Primer

Primer (5uM)
Primer (5uM)
dNTPs (5 mM)
10 x Puffer
Tag-Polymerase

H,0

0,8 ul
0,8 ul
0,2 ul

1 ul
0,1 pul
7,1 ul

Nachstehende Tabelle 1 listet die Primer auf, die zur Klonierung verschiedener Gene verwendet

wurden. Die Angabe der Nukleinsduren erfolgt dabei geméfl der [UPAC-Nomenklatur.

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Primer zur Klonierung verschiedener Gene.

Gen Primer P1 Primer P2
Cte-chx10 ATGAGTAAACGAAAGAAGAAGAAAAG | TCAGTTGGTTAGATCCAGTGATTCA
Cte-dac CAGGACGTCCCCCGAAGCGGAG ACGCATGCGGTTCAGTTTCGGAG

ATGACCACTGTTTTGGAAGGATCTG
ATGACCACTGTTTTGGAAGGATCTG

TGTAATTTGGGAAATAACTAACGGTC
ACGCATGCGGTTCAGTTTCGGAG

Cte-eya ATGGCGGGTACAGGGGCCGCTG TTAGAGATACTCTTCGAGCAGCGC
Cte-FVRI CGTGCACTTGTCCCTTCTGCTGG GCTACTTCTCTTTCCAATGCGCAC
Cte-Ggo. ATGGCGTGCTGCCTGAGCGAGG TATTCCTTCAGATTCAGCTGCAGG
Cte-1hx2/9 GCCATGATCCCTGAGCCCGGGT TCCGTCAGCGTCCTGTTTCAGTAG
Cte-ops2 CCAGCTCCGTCCAATGTCACTGG TCCGCTGCGTATGGTAACCTTGG
Cte-ops3 ATGTATGGATTCCTGGGGGGTTTG GATGAGTCTGTGTGCTTATCCTGG
Cte-ops5 AATCTCATGGTCATCACTGCGTTTC CGCCAACAAACTGCTGAGCCAGG
Cte-ops6 CATTTATCGATTTCAGCTTGTTCGT TGAACACAAAAAGCGCATCTTCGC
Cte-ops7 TTYATGGTAGCSTGGCASCCSTAYGC NGCNGC5CKRAAYTGSKTRTTCAT

TTTGCAGCCGTGGCTGCGGTGC

GTAGATGCAAGGATTATAACAGG
CCTGAACTCTTTCTCAATCAGCTTG

Cte-ops8 GCTCCTCTGCTTGGATGGGGTCG GGAAATTTTGGATTTTCATACACGG
Cte-pax6 TCAGGGCACAGCGGAGTGAACCA TTGAATCCTGGGCCAGTACTGTGA
Cte-r-ops ATGGCGTCCTTTGAAACTAGCGAT TCGAGGGCAGCTCGGAACTTAGG
Cte-spr ATGGCTGCCTCCGATGGACGTGA GATGTCATAGTAATCAAGATGAGCAC
Cte-sim ATGAAAGAAAAGTCGAAAAATGCCG | GGGGTACGGAGATCGACGCTGC
Cte-six1/? ATGCTGCACGAGCAGATGCCCAC GTAATCGGACAACAGACCATTCATG
Cte-tdo? GAGGCGCTGCATTTGTTGAGATGG CTCTGTTTCATGTGCGGTGTCAGG
Cte-VAChT ATGGGTTGGCTCATCCCGATCATC TTATCGGAAGGACTGGAAGTCGGA
Mve-c-ops TTYATGGTAGC5TGGCASCCSTAYGC TTCATNMMS5ACRTADATDATSGGRTTRTA

ACTGCTCTTTGCAAATAAAGCAGG



Material und Methoden 26

2.12 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von der EMBL Genomics Core Facility (Heidelberg/Deutschland)
und der Agowa GmbH (Berlin/Deutschland) durchgefiihrt.

2.13 Sequenzanalyse

Um auszuschlieen, dass neu klonierte Gene von anderen als den verwendeten Organismen
stammten und um mdogliche Orthologe zu finden, wurden die erhaltenen Sequenzen mit
BLASTN und BLASTX (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) tiiberpriift und mit, aus
der NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) oder auch aus der Uniprot-
Datenbank (http://www.uniprot.org) bezogenen Sequenzen anderer Taxa mittels ClustalX
aligniert. Entsprechende Alignments inklusive der Zugangsnummern fiir die Sequenzen anderer
Taxa befinden sich im Appendix. Dort sind auch die jeweils zugehdrigen Modelle des JGI
aufgefiihrt. Fiir die Berechnung phylogenetischer Stammbédume und zugehoriger Alignments

fanden RaxML 7.04, Phylobayes 3.3b und MAFFT Verwendung.

2.14 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Fixierung der Larven erfolgte in 2,5 % Glutaraldehyd/0,05 M PB/0,3 M NaCl (pH 7,2)
bei 4°C fiir 1 h. AnschlieBend wurde das Fixativ in mehreren Waschschritten mit kaltem
Phosphatpuffer ausgewaschen und der Puffer erneut nach 10 min, 60 min, 4 h und 24 h ersetzt.
Ebenfalls bei 4°C fand die Nachfixierung der Larven fiir 40 min in 1 % Os0O,/0,01 M PB statt.
Mit einer aufsteigenden Acetonreihe (30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %) wurden die Proben
in 100 % Aceton und anschlieBend 100 % Propylenoxid iiberfiihrt. Die Einbettung der Priparate
erfolgte in Araldit M (Fluka #10951)), die Polymerisation dann bei 60°C fiir mindestens 48 h.
Mit einem Reichert Ultracut S-Mikrotom wurden Ultradiinnschnittserien (Schnittdicke ca. 60 —
70 nm) angefertigt. Diese wurden auf mit Formvar befilmten Single Slot Grids aufgenommen
und mit einem TEM-Stainer (Nanofilm) 30 min mit 2% Uranylacetat und 20 min mit Bleicitrat
(nach Reynolds 1963) bei RT kontrastiert. Die Schnittserien wurden an einem Philips CM 120
Biotwin Elektronenmikroskop untersucht, wobei fotografische Aufnahmen auf Ditabis Imaging

Plates erfolgten, die mit einem Ditabis Micron IP Scanner ausgelesen wurden.
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2.15 Einfluss von Acetylcholin-Antagonisten auf die Phototaxis von C. teleta

Mit einem einfachen Versuchsaufbau wurden die Reaktionen friiher, gerade phototaktisch
aktiver Larvenstadien auf eine einzelne Lichtquelle in Gegenwart und Abwesenheit eines
Acetylcholin-Antagonisten untersucht. Daflir wurden jeweils etwa 100 Larven in einer
Glasschale mit natiirlichem Seewasser in einem ansonsten vollig dunklen Raum in der
Waagerechten von einer Seite mit einer Kaltlichtlampe beleuchtet und ihr Schwimmverhalten
wurde beobachtet und das Licht danach geldscht. Etwa 20 min spéter wurde der Versuch unter
der Zugabe des Acetylcholin-Antagonisten a-Bungarotoxin (Biozol #11032-79-4) zu dem
natiirlichen Seewasser bis zu einer maximalen Konzentration von 500 nM wiederholt und das
Schwimmverhalten erneut beobachtet. Dabei wurde das Verhalten als positiv phototaktisch und
normal bezeichnet, wenn die Larven direkt auf die Lichtquelle zu schwammen und dabei um

die eigene Lingsachse rotierten.
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3 Ergebnisse

3.1 Opsine

Aufgrund ihrer universellen Rolle als Photorezeptormolekiil der visuellen Systeme im
Tierreich (Shichida & Matsuyama 2009) und ihrer fundamentalen Bedeutung im Prozess der
Phototransduktion (Plachetzki et al. 2010) sind Opsine als molekulare Marker fiir die

Identifizierung und Charakterisierung von Photorezeptorzellen priadestiniert.

Aus diesem Grunde stellte die Klonierung von Opsinen bei Capitella teleta und Megalomma
vesiculosum die Basis fiir alle weiteren Untersuchungen dieser Arbeit dar. Uberraschenderweise
konnten bei dem im Sediment lebenden Polychaeten C. teleta Daten fiir acht verschiedene Opsine
(Cte-r-ops, Cte-ops2 — Cte-ops8) gewonnen werden. Davon konnten sieben Opsine erfolgreich
aus cDNA von larvalen und adulten Stadien kloniert werden, wodurch nachgewiesen ist, dass
alle diese sieben Opsine von den Organismen auch tatsdchlich transkribiert werden. Das achte
Opsin (Cte-ops4) existiert nur als auf genomischen Daten basierendes Vorhersagemodell in der
Datenbank des DOE Joint Genome Institute (JGI) und wurde nicht kloniert. Fiir M. vesiculosum,
bei dem keine genomischen Daten vorliegen, konnte ein Opsin (Mve-c-ops) aus cDNA kloniert
werden, die ausschlieBlich aus Gewebe der, die cilidren Augen enthaltenden, Branchialkrone

generiert wurde.

Zu Beginn der Arbeit standen noch keine genomischen Daten von C. feleta zur Verfiigung und
bei M. vesiculosum wurden solche Daten nicht erhoben. Deshalb erfolgte zuerst die
Amplifizierung von Opsinen mit degenerierten Primern aus einem Satz, welcher erfolgreich zur
Klonierung von Opsinen bei Platynereis dumerilii eingesetzt worden war (Arendt et al. 2004)
und freundlicherweise von Detlev Arendt (EMBL/Heidelberg) zur Verfiigung gestellt wurde. So
konnten iiber PCRs mit degenerierten Primern, Southern Blots, radioaktive Hybridisierungen,
RACE-PCRs und Reklonierungen jeweils ein Opsin von C. teleta (Cte-ops7) und M. vesiculosum

(Mve-c-ops) kloniert werden.

Als unassemblierte Rohdaten der fortschreitenden Genomsequenzierung von C. teleta zur
Verfiigung standen wurde bei diesem Organismus die Strategie gewechselt. Die Trace-Dateien
im Verzeichnis des National Center for Biotechnology (NCBI) wurden auf Kandidaten fiir

Opsine hin untersucht und mit der bioinformatischen Unterstiitzung von Florian Raible
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(MFPL/Wien) konnten Contigs generiert werden. Diese wiederum fanden Eingang in eine
Analyse durch GenomeScan, deren Resultat Opsinmodelle waren, fiir die jeweils ein Satz an
spezifischen Primern erstellt wurde. Ausgehend von zahlreichen PCRs konnten so die Opsine

Cte-r-ops, Cte-ops2, Cte-ops3, Cte-ops5, Cte-ops6 und Cte-ops8 kloniert werden.

Nach der Veroftentlichung zumindest zum Teil assemblierter und annotierter genomischer Daten
von C. teleta durch das JGI wurden die Sequenzen meiner Klone mit denen der vom JGI
bioinformatisch generierten Genmodelle mit Hilfe der Software ClustalX und Serial Cloner
verglichen. Durch den hohen Grad an Sequenziibereinstimmung zwischen den Sequenzen
konnten sieben der acht existierenden Genmodelle des JGI validiert werden. Das bedeutet auch,
dass die Annotierung nur den Hinweis auf ein einzelnes weiteres Opsin gibt, welches nicht
kloniert wurde (Cte-ops4). Zusitzlich offenbarte der Abgleich der Klonsequenzen mit den
genomischen Rohdaten bei einigen Genen einen geringfiigigen Sequenzpolymorphismus.
Hinweise auf die Existenz weiterer, grundsdtzlich anderer Opsingene ergaben sich aber auch hier
nicht. Bei M. vesiculosum ist hingegen zu erwarten, dass die Organismen noch andere als das

eine klonierte Opsin besitzen.

Opsine sind friih in der Evolution der Metazoa als eine besondere Form G-Protein gekoppelter
Rezeptoren entstanden und haben sich im Laufe der Evolution stark diversifiziert (Fain et al.
2010; Plachetzki et al. 2010; Suga et al. 2008). Zur Charakterisierung von Opsinen eignen sich
daher typspezifische Sequenzabschnitte und die Position in molekularen Stammbaumen (Arendt
et al. 2004; Terrakita 2005). Zu diesem Zweck wurde eine Bayes'sche Analyse zur
Opsinevolution durchgefiihrt. Dafiir wurden neben den eigenen Sequenzen ein breites Spektrum
valider Opsinsequenzen verschiedener Metazoa verwendet. In die Berechnungen gingen
102 Opsinsequenzen von Deuterostomia, Protostomia und Cnidaria und 8 Sequenzen opsin-
dhnlicher GPCRs von Mus musculus und Drosophila melanogaster als Aussengruppe ein.
Die meisten Opsinsequenzen sind valide cDNA Sequenzen aus den Datenbanken von Uniprot
(http://www.uniprot.org) und Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Die Sequenz
von Eurythoe complanata entstammt einer eigenen cDNA-Bibliothek und eine Sequenz von P,
dumerilii (Pdu-r-ops3) wurde freundlicherweise von Géspar Jékely (MPI/Tiibingen) zur
Verfiigung gestellt. Zur Erh6hung des Datensamplings wurden zusétzlich drei Genmodelle von
Nematostella  vectensis  (http://genome.jgi-psf.org/Nemvel/Nemvel.home.html),  von
Strongylocentrotus purpuratus (7 Sequenzen) und innerhalb der Lophotrochozoa 14 JGI-Modelle

von Lottia gigantea (http://genome.jgi-psf.org/Lotgil/Lotgil.home.html), vier JGI-Modelle



30

Ergebnisse

von Hellobdella robusta (http://genome.jgi-psf.org/Helrol/Helrol.home.html) und Schmidtea
mediterranea (1 Sequenz, Augustus prediction basierend auf assemblierten Shotgun Sequenzen)
verwendet. Die Sequenzen wurden mit MAFFT unter der E-INS-i Option aligniert. Positionen
mit vielen Gaps wurden manuell aus dem Alignment entfernt. Die Wahl des besten
Substitutionsmodells und die Maximum-Likelihood Analyse (CAT Modell fiir rapid
bootstraping, automatischer Abbruch nach 200 replicates, WAG Modell fiir ML Suche) erfolgte
mit RaXML 7.04. und die Bayes sche Analyse mit Phylobayes 3.3b (WAG als Modell, 4 Ketten
mit Lingen von 13320 bis 13450, burn-in 2000, 50% majority consensus tree basierend auf
jedem 10. Baum). Alle Opsine von C. teleta und M. vesiculosum lassen sich durch diese Analyse
gut gestiitzten Untergruppen der Opsine zuordnen. Das dem berechneten Baum (Abb. 1) zugrunde
liegende Alignment und die Zugangsnummern der verwendeten Gene anderer Organismen in

entsprechenden Datenbanken befinden sich im Appendix (8.1).
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Abbildung 1: Bayes’sche Analyse zur Opsinevolution, basierend auf eigenen Sequenzen, 6ffentlich zuganglichen
Sequenzen und Genmodellen.
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Bei dem Opsin Cte-r-ops von C. teleta handelt es sich eindeutig um ein r-Opsin, welches mit
einem Unterstiitzungswert von 1 mit den Genmodellen von H. robusta clustert und der Topologie
entsprechend nah verwandt mit dem r-Opsin von P. dumerilii (Pdu-r-ops3) ist. In seiner 354
Aminoséduren (AS) langen Sequenz findet sich die fiir die Funktion des Opsins kritische AS
Lysin ebenso wie das hoch konservierte, nach Arendt et al. (2004) fiir r-Opsine typische Motiv
,,HPK* nahe des C-Terminus (Abb. 2). Fiir die Berechnung wurde die Sequenz meines Klones

genutzt, da dieser nur in einer AS-Position von dem Modell abweicht.

Danre-melan ASZ PKYRLAIAKYIP
Homsa-melan AS?E P:IRVAIAQHLP
Schma-rhod ; PKFRMEIEKRFP
Eurco-rops ASAR PRFRIEINKHFP
Lolfo-rhod ASA PKFRERIASNFP
Sepof-rhod ASZE PKFREAIAENFP
Todpa-rhod ASA PKFREAISQTFP
Octdo-rhod ASA PKFREAIQTTFP
Cte-r-ops ASAMWNPILYALSHPKFRAAL -----

Pdu-r-ops3 ASRA PRFRAVLDDKMP
Helro-132379 PVMLAKASGA PRYRDAL-----

Abbildung 2: Ausschnitt aus dem Opsin-Alignment mit Cte-r-ops.

Markierung der kritischen Aminosaure Lysin (*) und des bei r-
Opsinen konservierten Sequenzmotivs HPK (-).

Die beiden Opsine Cte-ops2 und Cte-ops3 fallen in der Analyse mit der groBen Gruppe der
r-Opsine zusammen. Dabei sind sie stidrker miteinander verwandt als mit anderen r-Opsinen.
In ihren Sequenzen (Cte-ops2 383 AS, Cte-ops3 247 AS) findet sich zwar jeweils die kritische
AS Lysin, die Signatur der beiden Opsine weist jedoch nicht das konservierte Motiv ,,HPK*
der r-Opsine auf, sondern stattdessen ,,LPR* (Abb. 3). Fiir die Berechnung des Baumes fanden
jeweils die Sequenzen meiner Klone Eingang, wobei im Fall von Cte-ops3 davon ausgegangen
wird, dass hier ein zweites Allel kloniert wurde, welches von den Genmodellen bei JGI in
den Voraussagen gar nicht erfasst wurde, wie der Abgleich mit den Rohdaten der Shotgun-

Sequenzierung zeigte.

Danre-melan PKYRLAIAKYIP
Homsa-melan PKYRVAIAQHLP
Musmu-melan PKYRVAIAQHLP
Schma-rhod PKFRMEIEKRFP
Dugja-rhod

Eurco-rops PRFRIEINKHFP
Schja-op4 PRFRAIFQSRFG

Lotgi-candl3

PKFQSKLRASCP

Lotgi-candl2 PVVRNKLFLRLR
Cte-ops2 CLPRFRRRVQYLFQ
Cte-ops3 CLPRLRQYVKYLLQ
Brabe-op6 LSIPNFRKALFAQER

Abbildung 3: Ausschnitt aus dem Opsin-Alignment mit Cte-ops2
und Cte-ops3. Markierung der kritischen Aminosaure Lysin (*) und
des bei r-Opsinen konservierten Sequenzmotivs HPK (-).
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Die Opsine Cte-ops4, Cte-ops5, Cte-ops6, Cte-ops7 und Cte-ops8 clustern alle mit
Unterstiitzungswerten von 0,98 bis 1 innerhalb der opn5-Opsine zusammen und bilden eine
eigenstindige Gruppe. Allen Sequenzen eigen ist erneut die kritische AS Lysin, was sie als
echte Opsine auszeichnet (Abb. 4). Fiir die Berechnung des Baumes wurden im Fall von Cte-
ops4 (348 AS), Cte-ops5 (288 AS) und Cte-ops8 (303 AS) die Sequenzen der Genmodelle
verwendet, im Fall von Cte-ops6 (218 AS) und Cte-ops7 (269 AS) die Sequenz meiner Klone.

Strpu-new CIFNKSFRODLSSLIC
Cte-ops7 FIMNRKFRKLIEKEFR
Cte-ops5 FFMNDRFKRICID.LP
Cte-ops4 FLAMKOFROETMOLML
Cte-ops8 FLGMKOFRQEAAKLMP
Cte-ops6 FLAVKRFREDALFVF -
Homsa-opn5 QVIDYKFACCQEGGLK
Musmu-opn5 OVIDYRFACCQAGGLR

Danre-opn5 OVIDCKKKCVKSCCFOQ
Lotgi-cand03 PALCA FVMNKKLRSKIPLCCR
Lotgi-cand04 PHLVA FFMNNK-RYWGMVR

Abbildung 4: Ausschnitt aus dem Opsin-Alignment mit Cte-ops4 -
Cte-ops8. Markierung der kritischen Aminoséaure Lysin (*) und des bei
r- Opsinen konservierten Sequenzmotivs HPK (-).

Bei dem Opsin von M. vesiculosum (Mve-c-ops) handelt es sich eindeutig um ein Ortholog des
c-Opsins von P. dumerilii (Pdu-c-ops). Beide finden sich mit einem Unterstiitzungswert von
1 in der Gruppe der c-Opsine wieder (Abb. 5). Die 364 AS lange Sequenz weist die fiir die
Funktion des Opsins kritische Aminosdure Lysin ebenso auf wie das hochkonservierte Motiv
»NKQ“, welches Arendt et al. (2004) als wichtig fiir die Interaktion mit dem heterotrimeren

GTP-bindenden Protein bezeichnen.

Strpu-new CIFNKSFRQDLSSLIC
Strpu-opl FKDALIQLFC
Cioin-opl : FRDCVVRMIF
Xentr-parapin PMYLT FOECVIPFLF

Petma-pineal : FRDCFVQVLP
2 FRKCLVQLLS
FRDCAVEFII

Danre-val

Utast-pariet

Petma-rhod
Xenla-rhod
Danre-green

FRNCMITTLC
FRNCLITTLC
FRNCMLTTLF

Danre-swave FNACIMETVF
Fugru-tmt FYRCFLALLC
Danre-tmt FYRCFRALLN
Pdu-c-ops FRRSLKVLLG

Mve-c-ops

FRKAFVDKFF

Abbildung 5: Ausschnitt aus dem Opsin-Alignment mit Mve-c-
ops. Markierung der kritischen Aminosaure Lysin (*) und des bei c-
Opsinen konservierten Sequenzmotivs NKQ (-).
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3.2 Ontogenese von C. teleta

Um die Genexpressionsdaten spdterer Versuche interpretieren zu konnen, ist zundchst die
Untersuchung einzelner Aspekte der Ontogenese von C. teleta mit dem Lichtmikroskop und

dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (cLSM) notwendig.

3.2.1 Lichtmikroskopische Aufnahmen

Im Normalfall befindet sich wihrend der embryonalen und larvalen Entwicklung von C. teleta
ein weiblicher Adultus mit den Gelegen in der Brutrohre. Allerdings kann die Entwicklung auch
aullerhalb der Brutrohre und ohne Anwesenheit eines Adultus verlaufen. Dieses macht eine
eingehende lichtmikroskopische Untersuchung von freipréparierten Stadien moglich. Der
Entwicklungsstand und die GroB3e der Larven aus einer einzelnen Brutréhre und die Zahl der
Larven verschiedener Brutrohren kann dabei stark variieren. Die Zuordnung der untersuchten
Larven zu einzelnen Stadien erfolgte nach Seaver et al. (2005) anhand rein morphologischer

Kriterien.

Etwa im Stadium 4 durchdringen Proto- und Telotroch die Eimembran und sind ein wichtiges
Merkmal um lichtmikroskopisch den Korper der Larven in Epi- und Hyposphére unterteilen zu
konnen. Den grofiten Teil der Larve nimmt hier noch die homogene Dottermasse ein. In einigen
Féllensind zu diesem Zeitpunkt bereits andeutungsweise Pigmentflecken anterior des Prototrochs
zu erkennen und vereinzelt kdnnen phototaktische Reaktionen auf Lichtquellen beobachtet

werden (Abb. 6 A, B).

Im Stadium 5 sind die beiden Cilienringe prominent und die Larve elongierter. Anterior des
Prototrochs und lateral gelegen tritt nun ein Paar Augen in Erscheinung, erkennbar an dem
dunkelroten bis braunlichen Pigment. In dessen unmittelbarer Nidhe entwickelt sich das Gehirn.
Posterior des Prototrochs tritt median auf der Ventralseite eine Vertiefung auf. Hier hebt sich

das Stomodaeum von den Resten der dunkleren Dottermasse ab (Abb. 6 C, D).

Spétestens zum Ende des Stadiums 5 und zu Beginn des Stadiums 6 werden &uferlich
Segmentgrenzen und der ventrale Neurotroch sichtbar. Das ventrale Nervensystem zeichnet sich
klar ab. Die Larve ist in die Linge gewachsen, hat eine weniger ellipsoide Form und reagiert
vermehrt positiv phototaktisch auf Lichtquellen. AuBerlich ist anterior des Prototrochs

unverdndert ein Paar Augen erkennbar (Abb. 6 E, F).
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Im Stadium 8 ist der Verdauungstakt durchgéingig, aber immer noch mit Dotterzellen gefiillt.

Borsten sind jetzt zwar vorhanden, allerdings nur mit einer hohen Vergrof3erung zu sehen.

Positiv phototaktische Reaktionen erfolgen jetzt fast ausnahmslos und die Larven schwimmen
dabei im Vergleich zu jiingeren Stadien sehr schnell. Auch in diesem Stadium ist nur ein Paar

Augen sichtbar (Abb. 6 G, H).

Im darauffolgenden Stadium 9 ist besitzt die Larve ein Paar Augen, ist deutlich langgestreckt,
weist meistens 13 Segmente auf und frequentiert hdufiger den Boden der Hélterungsgefdfe. Der

Darm ist gewunden und liegt dorsal des méchtigen ventralen Nervensystems (Abb. 6 I, J).

Durch Zugabe von ein wenig Sediment in das Hélterungsgefal kann die Metamorphose der
Larven induziert werden. Innerhalb von wenigen Minuten suchen die Larven das Sediment auf
und bohren sich ein. Die Metamorphose verlduft sehr schnell, denn bereits nach 30 bis 60 min im
Sediment werden die Cilienkrinze resorbiert und sind nicht mehr nachweisbar. Die Larve erfahrt
ein grofes Lingenwachstum und beginnt erste durchsichtige Schleimrohren anzulegen sowie
Sedimentpartikel aufzunehmen. Im Prostomium sind das Gehirn und ein Paar Augen die

prominentesten Strukturen (Abb. 6 K-N).

Im Anschluss wurde die weitere Entwicklung der Tiere iiber einen Zeitraum von 24 h jeweils
im Abstand von einer halben Stunde mittels Lichtmikroskop und Binokular verfolgt (nicht

abgebildet). Auch in diesem Zeitfenster war immer nur ein Paar Augen zu sehen.

Die Ultrastruktur der Augen von Larven und Adulti unterscheidet sich nach Rhode (1993)
deutlich. Dabei geht die Autorin von einer vollstdndigen Resorption des Larvalauges und einer
Neuentwicklung des Adultauges wéhrend der Metamorphose der Tiere aus. Unter dieser
Annahme wire zu erwarten, dass man zu einem bestimmten Zeitpunkt der Entwicklung eine
Uberschneidung dieser Vorginge, d. h. entweder keine oder aber zwei Paar Augen beobachten
kann. Das war allerdings nicht der Fall. Vielmehr war immer nur ein Paar Pigmentflecke zu
sehen. In der Konsequenz ergibt sich die Frage, wann und in welcher Form sich der Ubergang

vom Larval- zum Adultauge vollzieht und in welchen Stadien welcher Augentypus vorliegt?
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3.2.2 Antikorperfiarbungen gegen acetyliertes o-Tubulin und Serotonin

Die Kombination von immunohistochemischen Methoden mit der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie hat neuroanatomische Studien vereinfacht, setzt aber die Verfiigbarkeit
entsprechender Antikorper voraus (Miiller 2006). Fiir den Nachweis stabilisierter Mikrotubuli
in Cilien und Neurotubuli von Nervenzellen eignet sich der Antikdrper gegen acetyliertes o.-
Tubulin, welcher mit der stabilisierten Form von a-Tubulin reagiert (Lodish ef al. 1995). Der
evolutiv alte und in seiner Expression bei den Larven der Bilateria stark konservierte
Neurotransmitters Serotonin eignet sich, um serotonerge Anteile des Nervensystems zu
untersuchen (Hay-Schmidt 2000). Die Immunmarkierungen mit den Antikorpern gegen
acetyliertes a-Tubulin und Serotonin ermdglichen so einerseits eine Beurteilung der relativen
Lage von Expressionssignalen aus spiteren Untersuchungen zum Nervensystem. Andererseits
soll die Lage der von Miiller (1999) beschriebenen, potentiell photosensitiven cilidren

Sinnesorgane liberpriift und dokumentiert werden.

Mit dem Antikorper gegen acetyliertes o-Tubulin werden im Stadium 4 von C. feleta vor allem
die dichte Bewimperung des anterioren Proto- und des posterioren Telotrochs sowie des
ventralen Neurotrochs markiert. Zusitzlich dazu werden Cilienbiischel am Pygidium markiert.
Ventral, direkt posterior des Prototrochs befindet sich die Munddffnung. Schwicher geférbt sind
die beiden lateralen Nephridien im vorderen Drittel der Larve bei denen es sich um larvale Head
Kidneys handelt (pers. Kommunikation Chiharu Kato). Sie liegen dorso-lateral der Mund6ffnung
und verlaufen bis etwa zur Hilfte der Korperlinge des Larvenkorpers. Median vor dem
Prototroch liegen sechs scheibchenférmige, cilidre Organe (Abb. 7 A). Markierungen von
Nervenstrangen mit dem Antikorper gegen acetyliertes a-Tubulin sind noch undeutlich. Mit
dem Antikorper gegen Serotonin werden in diesem Stadium deutlich die beiden ventralen
Hauptlédngsnervenstrange markiert, die auf der Hohe des Proto- und des Telotrochs jeweils in die
entsprechenden Ringnerven miinden und dort auch durch eine Kommissur verbunden sind.
Ein dritter Ringnerv bildet sich im Pygidium. Perikaryen finden sich anterior des protrochalen
Ringnervs. Dorsolateral der Mundoffnung weisen beide Léangsnervenstrange jeweils ein Paar

Perikaryen auf. (Abb. 7 A).

Im Stadium 6 von C. teleta nehmen die pygidialen Cilienbiischel mehr Raum ein und haben sich
zum Telotroch hin vergroBert. Die Orientierung der mittlerweile leicht elliptischen sechs cilidren
Organe ist gegeniiber dem fritheren Stadium leicht verdandert. Sie liegen anterior des Prototrochs,

aber weiter dorsal und weisen posterioventrad. Dorsolateral tritt ein Ldngsnervenstrang etwas
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Abbildung 7: Antikérperfarbungen gegen acetyliertes a-Tubulin und Serotonin in verschiedenen Stadien von C.
teleta. A-D: Lateralansicht. Anterior links, dorsal oben. E+F: Ventralansicht. Anterior links. A: Stadium 4. B: Stadium
6. C: Stadium 7. D: Stadium 9. E: Metamorphosestadium. 1h im Sediment. F: Juvenilstadium. 48h im Sediment. clo
- ciliare Organe. ga - Ganglion. hin - Hauptlangsnervenstrang. km - Kommissur. kn - Konnektiv. mu - Mundéffnung.
nep - Nephridien. no - Nuchalorgan. nt - Neurotroch. pb - Pharyngealbulbus. pk — Perikaryen. pt - Prototroch. sk -
Schlundkonnektiv. sn - Seitennerven. tt - Telotroch. wclo - weitere cilidre Organe. Malstab: 100 uym. Die Cilienbander
des Proto- und Telotrochs werden komplett mit dem Antikorper gegen acetyliertes o-Tubulin angefarbt, sind aber
in den Abbildungen A-D als nicht geschlossen wiedergegeben, um den Blick auf dahinter befindliche serotonerge
Strukturen zu erméglichen.

deutlicher als im Stadium 4 in Erscheinung, welcher direkt zum Gehirn abzuzweigen scheint
(Abb. 7 B). Die Perikaryen des Letzteren werden erneut deutlich durch den Antikorper gegen
Serotonin markiert und liegen anterior des Prototrochs, nun niher beieinander. Dorsolateral ist
ein weiterer serotonerger Langsnervenstrang auszumachen und der serotonerge Ringnerv im

Pygidium scheint vollstindig ausgebildet (Abb. 7 B).
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Im Stadium 7 von C. teleta ist die Larve ist im Vergleich zu fritheren Stadien deutlich elongierter.
Die cilidren Organe sind weiter von einander entfernt, weisen stérker ventrad und sind nach
dorsal verlagert. In jedem Segment ziehen von den Léangsnervenstringen jeweils zwei
Seitennerven dorsad (Abb. 7 C). Die beiden serotonergen Ringnerven sind deutlich zu erkennen.
Das Gehirn ist differenzierter und die Perikaryen liegen jetzt sowohl anterior als auch posterior
des Prototrochs und sind leicht nach dorsal verlagert. Ventral ist ein Neuritenband ausgebildet,

dessen Perikaryen fast bis zum Telotroch reichen (Abb. 7 C).

Im Stadium 9 sind die tubulinergen cilidren Organe fast vollstindig posterior des Prototrochs
und auf die Dorsalseite der Larve verlagert. Zusitzlich haben sich die Seitennerven auf der
Dorsalseite verbunden und bilden mit den Lingsnerven eine netzartige Struktur, die den
Larvenkdrper unterhalb der Epidermis umspannt (Abb. 7 D). Die serotonergen Perikayen des
Gehirns liegen in diesem Stadium posterior des Prototrochs und sind dorsad gerichtet. Hier hat
eine posterio-dorsale Verlagerung stattgefunden. Das ventrale Neuritenband ist deutlich
vergrofert und die Perikayen erreichen den Telotroch (Abb. 7 D). In den Segmenten sieben und
acht tritt jeweils ein Paar Nephridien auf, bei denen es sich um segmentale Nephridien handelt

(pers. Kommunikation Chiharu Kato).

In dem metamorphosierten Stadium, nach einer Stunde im Sediment, sind die sechs tubulinergen
cilidren Organe nicht mehr auszumachen. Dafiir treten die Schlundkonnektive massiv in
Erscheinung, ebenso die Seitennerven und die Konnektive der ventralen Langsstrange. Letztere
sind in den hinteren Segmenten vereinzelt beachtlich verléngert, so das zwischen den segmental
angeordneten Ganglien Distanzen bis zu etwa 35 um auftreten (Abb. 7 E). Ventral dominiert das
serotonerge Neuritenband, in dem sich keine einzelnen Langsnervenstrange mehr unterscheiden
lassen, dafiir aber zwei deutlich aufgeteilte dicke Stringe. Anterior bilden die Neurite des Gehirns
eine Fasermasse zwischen den Schlundkonnektiven. Posterior wird noch schwach der

telochtrochale Nervenring markiert (Abb. 7 E).

Nach 48 h im Sediment ist die Markierung der tubulinergen Seitennerven schwicher. Dagegen
treten Strukturen wie der Pharyngealbulbus hervor. Anterior der Schlundkonnektive werden
jeweils dorsolateral auf dem Prostomium die Nuchalorgane markiert. In der Prostomiumsspitze
treten weitere, scheibchenformige cilidre Organe auf (Abb. 7 F). Auf der Ventralseite des
Juvenilstadiums werden die Léngsstringe weiterhin durch die Antikdrper gegen acetyliertes
o-Tubulin und Serotonin markiert. Der Rumpf ist in jedem Segment von zwei Paaren

Lateralnerven umgeben, die lateral und dorsolateral durch die bereits erwdhnten Lingsnerven
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verbunden sind. Durch die Immunmarkierungen ist es gelungen, wichtige morphologische
Landmarken fiir die Beurteilung von Genexpressionsdaten zu gewinnen. Die von Miiller
(1999) beschriebenen cilidren Organe konnten nachgewiesen werden. Zusétzlich konnte
eine Verlagerung dieser Strukturen nach dorsal und eine Riickverlagerung des Gehirns im
Laufe der Ontogenese beobachtet werden. In dem metamorphosierten Stadium von C. teleta
konnte auflerdem das Auftreten weiterer, bis dato nicht beschriebener cilidrer Organe in der
Prostomiumsspitze beobachtet werden. Um die potentielle Lichtsensitivitét der von Miiller (1999)
beschriebenen Organe weiter zu untersuchen, wurden im Verlaufe der Arbeit ultrastrukturelle

Daten und Genexpressiondaten erhoben.

3.2.3 Expression des r-Opsins Cte-r-ops bei C. teleta

Den Angaben von Rhode (1993) zufolge sind sowohl das Larval- als auch das Adultauge von C.

teleta thabdomerisch aufgebaut weshalb zu erwarten ist, dass beide ein r-Opsin exprimieren.

Um die Photorezeptorzellen der beiden Augentypen lokalisieren zu kénnen, wurde daher
zunichst die Expression des in 3.1 vorgestellten r-Opsins Cte-r-ops untersucht. In initialen
Versuchen mit Larven des Stadiums 6 wurden dabei erstaunlicherweise zwei Paar Cte-r-ops-
positive Zellen gefunden. Aus den lichtmikroskopischen Untersuchungen zur Ontogenese (3.2.1)
war jedoch bekannt, dass wahrend der Entwicklung von C. teleta nur ein Paar Pigmentflecken
auftritt. Deshalb wurde die Expression von Cte-r-ops tiber mehrere Enwicklungsstadien hinweg

verfolgt.

Der friitheste Zeitpunkt, zu dem in C. teleta eine Expression von Cte-r-ops nachgewiesen werden
kann, ist das Stadium 4. Hier finden sich in der Episphére zwei distinkte, aber schwach geférbte
Zellen anterior des Prototrochs, weit lateral und in der Horizontalebene liegend (Abb. 8 A, B).
Bereits in diesem Stadium konnen vereinzelt Pigmentflecken in dhnlicher Position ausgemacht
und positiv phototaktische Reaktionen der Larven beobachtet werden. Im darauf folgenden
Stadium 5 wird Cte-r-ops zusitzlich in zwei weiteren Zellen exprimiert. Diese befinden sich

jeweils anterio-dorsal des ersten Paares (Abb. 8 C, D).

In den Stadien 6 bis 9 verringert sich in der anterior-posterior-Achse die Distanz zwischen dem
ersten und dem zweiten Paar Cte-r-ops exprimierender Zellen und im spiten Stadium 9 liegen

sie in der dorsal-ventral-Achse in einer Ebene (Abb. 8 E-J).
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Sobald die Larven im Sediment die Metamorphose durchlaufen haben ist die Cte-r-ops-
Expression iiberraschenderweise wieder nur in zwei Zellen nachweisbar. Diese beiden
Expressionsdoménen liegen weit anterior im Prostomium auf der Dorsalseite des Tieres (Abb.

8 K-N).

Diese Befunde decken sich nur zum Teil mit den Aussagen von Rhode (1993) zur
Augenentwicklung von C. teleta. Es liegt nahe anzunehmen, dass das erste Paar Cte-r-ops-
positiver Zellen die Photorezeptorzellen der Larvalaugen sind. Dafiir sprechen deren Lage und
die im selben Stadium auftretende Pigmentierung und phototaktische Reaktion. Erstaunlich
ist das Auftreten eines zweiten Paares von Photorezeptorzellen schon im Stadium 6 der
Ontogenese. Offensichtlich handelt es sich dabei zuerst um unpigmentierte Photorezeptoren, da
weder an fixierten noch an lebenden Tieren an dieser Position eine Pigmentierung erkennbar ist.
Die Beschreibungen von Rhode (1993) liefern keine Anhaltspunkte, um welche Zellen es sich
hierbei handelt. Bei metamorphosierten Stadien liegt nur ein Paar Cte-r-ops-positiver Zellen
vor. Da dieses Muster erhalten bleibt liegt es nahe, dass es sich dabei um die Photorezeptorzellen
der pigmentierten Adultaugen handelt. Es bleibt dabei sehr erstaunlich, dass wihrend der
Metamorphose kein weiteres, neues Paar von Photorezeptorzellen (das der Adultaugen) zu
entstehen scheint, sondern vielmehr die Cte-r-ops-Expression in einem Paar Zellen sehr rasch
aufhort. Zum weiteren Verstindnis der Genese der Photorezeptorzellen ist daher ein Abgleich mit
ultrastrukturellen Daten unabdingbar. Davon unabhingig stellen die Befunde entscheidende
Landmarken fiir spitere Kolokalisationsuntersuchungen mit verschiedenen augenrelevanten

Genen dar.

3.3 Larval- und Adultauge

3.3.1 Ultrastruktur des Larvalauges im Stadium 9

Der prinzipielle Aufbau des Larvalauges von C. teleta (frither C. capitata sp. I) wurde bereits
von Rhode (1993) untersucht. Danach weist dieses Auge eine einfache Organisation auf und ist
den Larvalaugen vieler anderer Annelida sehr dhnlich. Um zu iiberpriifen, ob die existierende
Beschreibung auch fiir Individuen der eigenen Laborkultur zutrifft und um als Grundlage fiir die
Interpretation der Genexpressionsmuster die rdumliche Lagebeziehungen der Zellen zueinander

zu kldren, wurde das Larvalauge des Entwicklungsstadiums 9 ultrastrukturell untersucht.
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Abbildung 9: Ultrastruktur des Larvalauges von C. teleta im Stadium 9. A: Ubersicht. Die Photorezeptorzelle
(prc) entsendet einen Auslaufer in eine becherformige Einsenkung der Pigmentzelle (pc). B: Von dem Auslaufer
der Photorezeptorzelle entspringen viele Mikrovilli (mv). Submikrovillare Zisternen (smc) unterlagern die Mikrovilli
und ziehen auch in diese hinein. C: Mit elektronendunklen Plattchen (pl) besetzte mikrovillare Auslaufer (ma) der
Pigmentzelle. D: Eine Stitzzelle (suc), die vereinzelte Pigmentvesikel (pv) enthalt, sendet diinne Auslaufer zum
Rand des Pigmentbechers. E: Die Photorezeptorzelle entsendet einen Zellauslaufer zu den Basen der Zellen des
Prototrochs (ptc). Ma3stab: A: 2 ym. B: 500 nm. C: 200 nm. D+E: 1 pm.

In vielen Punkten decken sich die Daten gut mit der Beschreibung von Rhode (1993). Wie auch das
Larvalaugen von P. dumerilii (Rhode 1992) ist das Larvalauge von C. feleta ein einfach

aufgebautes, rhabdomerisches, inverses Pigmentbecherauge.

Kurz vor dem Prototroch, in der Ndhe des Nuchalorgans, also in der Region, in der
lichtmikroskopisch die paarigen Pigmentflecken der Larvalaugen zu erkennen sind, befindet sich
aufjeder Korperseite des Tieres genau eine Zelle, die einen dichten Besatz an elektronendunklen
Pigmentgranula aufweist. Dabei handelt es sich eindeutig um die Pigmentzelle des Larvalauges.
Das Larvalauge liegt in der Region, in der die frontalen Ausldufer des biloben Gehirns in Kontakt
mit der Epidermis stehen. Die Pigmentzelle ist eingesenkt und hat keinen direkten Kontakt zur

Kutikula. Die Zelle formt einen Pigmentbecher, der sich nach ventrolateral und leicht posterior



Ergebnisse 43

offnet (Abb. 9 A). Der Zellkdrper mit dem Nukleus liegt dorsamedian auf der Riickseite der
becherférmigen Einstiilpung. Neben Pigmentgranula ist die Pigmentzelle reich an Golgi-Stapeln,
Mitochondrien, endoplasmatischem Retikulum und Lipidgranula. Wie auch von Rhode (1993)
beschrieben und abweichend von den Larvalaugen anderer Annelida entsendet die Pigmentzelle
am Rand des Bechers mivrovilldre Fortsétze, die aullen mit diinnen elektronendunklen Plittchen
belegt sind (Abb. 9 C, D). Diese Zellfortsitze formen insgesamt eine Ring entlang des inneren
Randes der becherformigen Einsenkung der Pigmentzelle. Die Basis der Pigmentzelle verzweigt

sich zu vielen dinnen Zellauslaufern.

Der Zellkorper der Photorezeptorzelle mit dem Nukleus liegt direkt vor, also ventrolateral und
posterior der Offnung des Pigmentbechers. Die Zelle ist eindeutig mikrovillir aufgebaut. Sie
entsendet einen breiten Ausldufer in den Pigmentbecher. Zonula adhaerentes zwischen dem Rand
des Pigmentbechers und dem Ausldufer der Rezeptorzelle stabilisieren den Kontakt und weisen
diese Zellareale als die apikalen Oberfldchen aus. Von dem Zellausldufer entspringen eine hohe
Zahl an Mikrovilli, die den Pigmentbecher vollstindig ausfiillen (Abb. 9 A, B, D). Es gibt
keinerlei Hinweise auf cilidre Strukturen. Licht muss erst den Zellkorper passieren, bevor es auf
die Mikrovilli trifft. Das Auge ist also invers aufgebaut. Wie auch von Rhode (1993) beschrieben,
sind die Mikrovilli von auffilligen submikrovilldren Zisternen unterlagert (Abb. 9 B, D). Diese
sind sehr lang, mit elektronendunklem Material gefiillt und ziehen hiufig in die einzelnen
Mikrovilli hinein. Die Rezeptorzelle ist reich an Mitochondrien und enthilt sehr viele freie
Polyribosomen. Diinne Zellausldufer ziehen proximad in das Innere des Korpers, aber ein

Ausléufer zieht auch in Richtung Prototroch (Abb. 9 E).

Wie von Rhode (1993) beschrieben entsendet eine dritte Zelle diinne Ausldufer zum Rand des
Pigmentbechers (Abb. 9 D). Deren Oberfliche ist insgesamt gering, weshalb eine rezeptive
Funktion unwahrscheinlich ist. Diese Zelle besitzt vereinzelte Pigmentvesikel. Aufgrund der
geringen Anzahl von Vesikeln schirmt diese Zelle Licht nicht effektiv von der rezeptiven

Membranen der Photorezeptorzelle ab.

3.3.2 Ultrastruktur der medialen Cte-r-ops-positiven Zellen im Stadium 9

Um das zweite Paar von Zellen, das neben den Photorezeptorzellen des Larvalauges Cte-r-ops
exprimiert, ultrastrukturell zu charakterisieren, wurde im Stadium 9 die Region anterior und
medial des Larvalauges nach Sinneszellen durchsucht, die eine fiir lichtsensitive Zellen typische

starke VergroBerung der apikalen Oberfliche aufweisen.
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Abbildung 10: Ultrastruktur der mikrovilldaren Sinneszelle frontal und medial des Larvalauges von C. teleta
im Stadium 9. A-C: Die apikale Membran der Zelle (prc) weist eine tiefe Einsenkung auf, die in direktem
offenen Kontakt zur Kutikula steht (cu). D: Das Lumen der Einstilpung enthalt zahlreiche, zum Teil stark
erweiterte Mikrovilli. E-G: Die Mikrovilli des Lumens entspringen (Pfeilspitzen) der Sinneszelle. H: An Basis der
Einsenkung entsendet die Zelle auch einige Cilien (ci) in die Einsenkung. bb — Basalkdrper.* markiert Mikrovillus.
MaRstab: A-C: 2 ym. D, H: 500 nm. E-G: 100 nm.

In dieser Region gibt es nur ein Paar von Zellen, das eine solche Organisation aufweist.
Die Zellen sind mit einem Durchmesser von 3-5 um relativ diinn, dafiir aber sehr lang. Sie
beginnen 7 um frontal des Larvalauges und ihr Verlauf konnte iiber 18 pm verfolgt werden.
Von der Kutikula ziehen die Zellen nach posterior medial am Larvalauge vorbei. Auf Hohe

des Larvalauges biegen die Zellen erst nach dorsal um, um dann weiter posterior direkt in
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das Gehirn zu ziehen. Die Zellkerne befinden sich im dorsamedial des Larvalauges gelegenen
Abschnitt der Zellen. Von Threr Lage und ihrem Verlauf her korrespondieren die Zellen sehr
gut mit den medialen Cte-r-ops-Expressionssignalen. Umliegende Zellen weisen nur einen sehr

geringen Anteil an Pigmentvesikeln auf.

Apikal besitzen die Sinneszellen eine mindestens 8 um tiefe und 4 um breite Einsenkung, die in
direktem Kontakt mit der Kutikula steht (Abb. 10 A-C). Der oberste Abschnitt der Einsenkung
wird dabei nicht von der Sinneszelle selbst, sondern von benachbarten Zellen begrenzt. Das
Lumen der Einsenkung wird von einer lockeren Anordnung von Mikrovilli ausgefiillt
(Abb. 10 D), die sich stark verzweigen und z. T. stark erweitern. Diese Mikrovilli entspringen
der von der Sinneszelle gebildeten Wandung des Lumens (Abb. 10 E-G). An der Basis der
Einsenkung entsendet die Sinneszelle zusitzlich einige Cilien in das Lumen hinein (Abb. 10
H). Diese Cilien verjiingen sich schnell. Verzweigungen der Cilien konnten nicht beobachtet
werden. Die Membranoberflache der Cilien ist gering im Vergleich zur Oberflache der Mikrovilli
der Sinneszelle. Die Lage der Zelle und die fiir rhabdomerische Photorezeptorzellen typische
MembranvergréBerung durch Mikrovilli legen nahe, dass das beobachtete mediale und frontale

Expressionssignal von Cte-r-ops auf diese Zelle zurlickzufiihren ist.

Die hier beobachteten Zellen sind von Rhode (1993) nicht beschrieben. Ursache mag das Fehlen
assoziierter, ausgepragter Pigmentzellen sein. Die Morphologie der Zelle ist allerdings sehr
dhnlich zu den von Rhode in bereits metamorphosierten Stadien beschriebenen
Photorezeptorzellen des Adultauges. In diesen Stadien besitzen die Adultaugen nur eine
Photorezeptorzelle, erst spater kommen weitere hinzu. Die Photorezeptorzellen der Adultaugen
sind ebenfalls sehr lang und senden viele Mikrovilli und einige Cilien in eine apikale

Einsenkung.

3.3.3 Larval- und Adultauge wihrend der Metamorphose

Um weiter abzusichern, dass es sich bei den unpigmentierten, ultrastrukturell charakterisierten
Zellen des Larvalstadiums um die Photorezeptorzelle des spiteren Adultauges handelt, wurde

die Entwicklung der Augen wéhrend der Metamorphose untersucht.

Phalloidin-Farbungen haben sich im Rahmen von Untersuchungen vergangener Jahre als
probates Mittel fiir den Nachweis von rhabdomerischen Photorezeptorzellen durch die Bindung

von Phalloidin an Actin in den Mikrovilli erwiesen (Hafner et al. 1992). Eine zeitlich eng
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gestaffelte Serie von Phalloidinfarbungen wurde genutzt, um das Schicksal des Larvalauges

und die Ausbildung des Adultauges wéhrend der Metamorphose zu untersuchen.

Zu Beginn der Untersuchung im Stadium 8 liegt das Rhabdom des Larvalauges in dem nach
lateral gedffneten Pigmentbecher. Ein weiter anterior und lateral gelegenes Phalloidinsignal
entspricht von der Lage her der mikrovillibesetzten Einsenkung, also dem Rhabdom der ultra-
strukturell charakterisierten unpigmentierten Photorezeptorzelle. Die folgenden Daten zeigen
klar, dass diese Zelle zur Photorezeptorzelle des Adultauges wird, daher wird sie im Folgenden
als solche bezeichnet. In diesem Stadium liegen beide Rhabdome liegen anterior des Prototrochs
(Abb. 11 A, G, M). Nach einigen Minuten im Sediment und im Zuge der Metamorphose der
Larve hat sich die Distanz zwischen dem Rhabdom der Photorezeptorzelle des Adultauges und
dem Pigmentbecher jedoch verringert und das Rhabdom des Larvalauges liegt nun posterior des
Pigmentbechers (Abb. 11 B, H, N). Mit ldngerer Verweildauer der juvenilen Tiere im Sediment
und mit Fortschreiten der Metamorphose beginnt sich das Erscheinungsbild des Pigmentbechers
stark zu dndern. Dieser ist nicht mehr rund sondern nimmt eine fast rechteckige Form an und liegt
quer zur Langsachse des Korpers. Zusétzlich hat sich die Entferung zwischen dem Rhabdom der
Photorezeptorzelle des Adultauges und dem Pigment immer weiter verringert, bis das Rhabdom
direkt anterior an das Pigment grenzt und fiir einen gewissen Zeitraum beide Rhabdome dem
Pigment direkt anterior bzw. posterior anliegen (Abb. 11 C-E, I-K, O-Q). Bei den Juvenilstadien
die etwa 3,5 h im Sediment verbrachten kann mit Phalloidin schlieBlich nur noch das Rhabdom
des Adultauges nachgewiesen werden, welches in dem nun nach anterior geodffneten

Pigmentbecher liegt. (Abb. 11 F, L, R).

Die Phalloidin-Signale der Rhabdome konnen auf Grund ihrer raumlichen Anordnung sehr gut
mit den zuvor gewonnenen Daten fiir die zwei Paar Cte-r-ops-exprimierenden Zellen (3.2.3) und
den ultrastrukturellen Befunden (3.3.1 und 3.3.2) in Einklang gebracht werden. Mit diesen
Befunden wird die Grundlage geschaffen, um die Entwicklung der Augen von C. feleta verstehen
zu konnen. Anders als von Rhode (1993) vermutet entsteht die eine Photorezeptorzelle des
postmetamorphen Adultauges also nicht wihrend der Metamorphose, sondern ist in Form eines
unpigmentierten Cte-r-ops exprimierenden Photorezeptors schon im Larvenstadium vorhanden.
Im Laufe der Ontogenese veridndern sich die Lagebeziehungen der Rhabdome von Larval- und
Adultaugen zueinander und zum sich morphologisch gravierend verdndernden Pigmentbecher.
Es wird ersichtlich, dass in spidten Metamorphosestadien das Rhabdom der Photorezeptorzelle

des Larvalauges reduziert wird. Zusétzlich zeigte sich, dass im Laufe der Ontogenese zunichst



47

Ergebnisse

‘wn gz :geisge ‘sebnejeale] sap wopgeyy — a|d ‘sabnejnpy sap wopgeyy

— 9Bl "JuBWIPaS Wl Y G‘¢ "wnipejsasoydiowels|y iy 7 ‘4 ‘JuswWIpas wi Yy ¢ ‘wnipeisasoydiowels|y (D ‘Y ‘J uswipas wi Yy | ‘wnipejsasoydiowed d ‘r ‘Q juswipas
Wi Yy G°0 ‘wnipejsasoydiowels|y (0 ‘1 ‘9 "JuswiIpas wi Yy Gz "wnipeysasoydioweisy N ‘H ‘d '8 WNIpeIS (N ‘O ‘Y "Z+1 [euBy| iY-|N "uoIssiwsuel] g [euey 17-9 ‘Bungleq
-uIpIojleyd :| [euey :4-V ‘Uago JouLluY ‘Jydisuelesioq iy-Y "Bjojd] "D UOA ualpels uaipeisasoydiowels|y uaynly pun -jease] uajeds ul uabungle4-uipiojeyd L1 Bunpjiqqy

~ o :
: e —a| , &
X ; : —oj 3
! / n’ 4. 4
/el — 3 e 4
ael s : MR
oE\ e rMM ..
uswbid wswbid juswbid ; Juswbid 10 Jualbig B J
(uipiojleyd O ulpiojeyd d ulplojieyd O upoojedd N uipiojieyd < N
Juawbiyg i r juswbid _

ulpiojieyd uip! d j uipiojjeyd




Ergebnisse 48

kein weiterer separater Pigmentbecher entsteht, was die eigenen lichtmikroskopischen
Beobachtungen (3.2.1) bestitigt. Die Daten geben keinen Hinweis darauf, dass anders als von
Rhode (1993) vermutet, auch die Pigmentzelle des Larvalauges wihrend der Metamorphose
reduziert wird. Vielmehr ist anzunehmen, dass die Pigmentzelle des Larvalauges direkt in das

Adultauge mit eingeht.

Auf Basis dieser Daten und den daraus resultierenden Lagebeziehungen der Zellen der Augen
zueinander wird die Bewertung von Genexpressionsmustern im weiteren Verlauf der Arbeit

ermoglicht.

3.4 Expression einzelner Effektorgene in C. teleta

3.4.1 Tryptophan 2,3-dioxygenase

Pigmente im Tierreich sind Produkte des Melanin-, Pteridin-, Ommochrom- und
Papiliochromesynthesewegs (Takeuchi et al. 2005). So nutzen z. B. die Vertebraten Melanin
exklusiv als dunkles Pigment und Melanin ist das abschirmende Pigment in den Augen von
Tripedalia cystophora. Die Augen- und Korperfarbe von Dugesia ryukyuensis beruht auf
Ommochrom und Pterine und Ommochrome finden sich in den Augen von Drosophila (Kozmik
et al. 2008). Innerhalb der Protostomia und Arthropoda sind Ommochrome weit verbreitet
(Sawada ef al. 2000) und durch ihre charakteristischen Eigenschaften wie Absorption von UV-
und sichtbarem Licht und schwerer Loslichkeit als funktionale Pigmente fiir die Augen

pradestiniert (Théry & Casas 2009).

Bei der Tryptophan 2,3-dioxygenase handelt es sich nun um ein Enzym, welches bei der
Ommochrom-Biosynthese den Abbau der Aminosdure Tryphtophan zu Formylkynurenin
katalysiert (Linzen 1967; Han et al. 2003; Forouhar et al. 2007) und fiir das eine Expression in
den Photorzeptorzellen der Adultaugen und in den Pigmentzellen der Larvalaugen von P.
dumerilii beschrieben ist (Guy 2008). Vor diesem Hintergrund war eine Untersuchung dieses

Gens bei C. teleta sehr interessant, ldsst sie doch Riickschliisse auf das Pigment der Augen zu.

Bei C. teleta konnte ein 1156 bp langes, putatives Tryptophan 2,3-dioxygenase-Fragment
(Cte-tdo2) gewonnen werden, welches in ein 384 AS langes Protein translatiert werden

kann. Blast-Suchen in der Datenbank des NCBI und ein beispielhaftes Alignment zeigen
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hohe Sequenziibereinstimmungen von Cte-tdo2 mit der Tryptophan 2,3-dioxygenase anderer
Organismen (8.2). Im Vergleich mit dem Genmodell des JGI weicht die Klonsequenz an zwei
Wobblepositionen ab und zusétzlich in einer AS, die allerdings auch durch weitere Klone
bestitigt wird. Insofern kann hier auf einen geringfiigigen Polymorphismus des Gens in der

Population von C. teleta gegeniiber dem Modell geschlossen werden.

A Cte-tdo2 B Cte tdo2 Abbildung 12: Expression von Cte-tdo2 (Dig-UTP-Sonde)

; und Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 4 von C. feleta
bei zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-
Kanalen (C-G). A, C-H: Dorsalansicht. Anterior oben.
B: Lateralansicht. Anterior oben, dorsal links, ventral rechts. A+B:
Einzelbilder Cte-tdo2. C-G: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz
Cte-r-ops. D: Kanal 2: Transmission Cte-tdo2. E: Kanal 1+2.
F: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf Cte-r-ops. G:
Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf Cte-tdo2. H:
Kolokalisationsanalyse Uber gesamten Bilderstapel.
Insert Apikalansicht. Ip — Photorezeptorzelle Larvalauge.
Mafstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 pm.

Cte-tdo2 E

Cte-r-ops F Cte-r-ops [g
g -fdo2

C
Ip

In dem frithen Stadium von C. teleta ist die Expression von Cte-tdo2 auf zwei sehr deutlich

umrissene, anteriore Zellen beschrinkt (Abb, 12, A, B, D, G). Diese liegen jeweils sehr weit
lateral, aber in der Horizontalebene. Mit Cte-r-ops werden beide Photorezeptorzellen der
Larvalaugen markiert (Abb. 12 C, E). Die Kolokalisationsanalyse verdeutlicht, dass Cte-tdo?2
und Cte-r-ops nicht koexprimiert werden (Abb. 12 H). Allerdings grenzen die Expressions-
doménen beider Gene direkt aneinander, wobei Cte-r-ops anterio-lateral von Cte-tdo2 liegt

(Abb. 12 E, F, H).

Im metamorphosierten Stadium von C. feleta finden sich zwei anteriore, weit lateral und auf
der Dorsalseite gelegene Zellen, die Cte-tdo2 exprimieren (Abb. 13 A-D, F, I). Die Intensitit
ist deutlich schwicher als die der anterioren Expressionsdoménen im fritheren Stadium. Der
restliche Korper ist bedingt durch die lange Féarbezeit einheitlich gefdrbt (Abb. 13 A-D). Beide
Photorezeptorzellen der Adultaugen werden durch die Cte-r-ops-Expression markiert (Abb. 13
E, G). Die Kolokalisationsanalyse ergibt eine Koexpression von Cte-tdo2 und Cte-r-ops in der

Photorezeptorzelle des Adultauges (Abb. 13 J, auch H). Es gibt demnach keine Koexpression
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der Gene in frithen Stadien, wohl aber im metamorphosierten Stadium von C. teleta in der
Photorezeptorzelle des Adultauges. Im Stadium 9 konnte keine Expression von Cte-tdo?2
nachgewiesen werden. Die Lagebeziehungen der Expressionen lassen in Verbindung mit den
ultrastrukturellen Daten und den Phalloidin-Férbungen auf eine Expression von Cte-tdo?2 in der

Pigmentzelle schliessen.

ACte-tdo2 BCtestdo?2 C Cte-tdo2 Abbildung 13: Expression von Cte-tdo2 (Dig-UTP-Sonde) und Cte-

. s r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im metamorphosierten Stadium von C.
teleta bei zweifarbiger WMISH im DIK (A-D) und in cLSM-Kanélen
(E-I). A, C, E-J: Dorsalansicht. Anterior oben. B+D: Lateralansicht.
Anterior oben, dorsal links, ventral rechts. A-D: Einzelbilder Cte-
tdo2. C: Ausschnitt aus A. D: Ausschnitt aus B. E-I: Einzelschnitte. E:
Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. F: Kanal 2: Transmission Cte-tdo2.
G: Kanal 1+2. H: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-r-ops.
I: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-tdo2. J: Kolokalisa-
tionsanalyse Uber gesamten Bilderstapel. ap — Photorezeptorzelle
Adultauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-tdo2-Expression an.
MaRstab: A+B: 100 ym. C-G: 50 ym. H-J: 25 pm.

3.4.2 Sepiapterinreduktase

Mitglieder der Familie der Pterine fungieren neben Melaninen und Ommochromen als
abschirmende Pigmente vieler Taxa, insbesondere bei Insekten (Fuzeau-Braesch 1972;
Vopalensky & Kozmik 2009). Im Stoffwechselweg, der zur Umwandlung von
Guanosintriphosphat (GTP) zu verschiedenen Pterinen fiihrt, spielt das Enzym
Sepiapterinreduktase als Katalysator eine Schliisselrolle (Takeuchi et al. 2005). Das Pigment in
den Augen des Polychaeten P. dumerilii wurde von Viscontini & Hummel (1970) als Gemisch
dreier Pterine identifiziert und die Expression der Sepiapterinreduktase in den Pigment- und
Photorezeptorzellen der Adultaugen, aber nicht in denen der Larvalaugen durch Guy (2008)

nachgewiesen.

Bei C. teleta konnte ein 977 bp langes, putatives Sepiapterinreduktase-Fragment (Cte-
spr) gewonnen werden, welches in ein 271 AS langes Protein translatiert werden kann.
Blast-Suchen in der Datenbank des NCBI und ein beispielhaftes Alignment zeigen hohe

Sequenziibereinstimmungen von Cte-spr mit der Sepiapterinreduktase anderer Organismen
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(8.3). Im Vergleich mit dem Genmodell des JGI zeigen sich keine Abweichungen.

A Cte-spr B Cte-spr Abbildung 14: Expression von Cte-spr (Dig-UTP-Sonde) und Cte-

i r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 9 von C. teleta bei zweifarbiger
WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen (C-G). A, C-H: Dor-
salansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior oben, dorsal
links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-spr. C-G: Einzelschnitte.
C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert: z-Maximalprojektion tUber
gesamten Bilderstapel. D: Kanal 2: Transmission Cte-spr. E: Kanal
1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf ap. G: Ausschnitt aus
E-Stapel mit Fokus auf Ip. H: Kolokalisationsanalyse Gber gesamten
Bilderstapel. ap — Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptor-
zelle Larvalauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-spr-Expression
an. Malstab: A-E: 50 uym. F-H: 25 ym.

Cte-spr E Cte-r-ops
& 1 3 Cte-spr

Der friiheste Zeitpunkt, zu dem eine Expression von Cfe-spr in C. teleta nachgewiesen
werden kann, ist das Stadium 9. Anterior des Prototrochs finden sich jeweils lateral und nah
der Epidermis gelegene Expressiondoménen auf der Dorsalseite der Larve (Abb. 14 A, B, D).
Cte-r-ops markiert in diesem Stadium sowohl die Photorezeptorzelle der Larval- als auch der
Adultaugen (Abb. 14 C, E) und mit der Kolokalisationsanalyse kann gezeigt werden, dass in
den Rezeptorzellen der Larval- und Adultaugen eine Koexpression von Cte-r-ops und Cte-spr

vorliegt (Abb. 14 H, auch F, G).

A Cte-spr B Cte-spr C Cte-spr Abbildung 15: Expression von Cte-spr (Dig-UTP-Sonde) und Cte-r-

» ops (Fluo-UTP-Sonde) im metamorphosierten Stadium von C. teleta

.~ Dbei zweifarbiger WMISH im DIK (A-D) und in cLSM-Kanéalen (E-I).

. A, C, E-J: Dorsalansicht. Anterior oben. B+D: Lateralansicht. Ante-

~rior oben, dorsal links, ventral rechts. A-D: Einzelbilder Cte-spr. C:

A _ Ausschnitt aus A. D: Ausschnitt aus B. E-I: Einzelschnitte. E: Kanal

1: Fluoreszenz Cte-r-ops. F: Kanal 2: Transmission Cte-spr. G: Kanal

D 1+2. H: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-r-ops. I: Ausschnitt

aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-spr. J: Kolokalisationsanalyse tber
gesamten Bilderstapel. ap—Photorezeptorzelle Adultauge. Ip—Photo-
rezeptorzelle Larvalauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-spr-
Expression an. Maf3stab: A+B: 100 uym. C-G: 50 ym. H-J: 25 ym.
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Im metamorphosierten Stadium konnen im Prostomium zwei Zellen mit deutlicher Cte-spr-
Expression ausgemacht werden, die sich wie bereits im vorangegangenen Stadium weit lateral
und nahe der Epidermis auf der Dorsalseite des Tieres befinden (Abb. 15 A-D, F, I). Die Cte-r-
ops-Expression markiert die Photorezeptorzellen der Adultaugen (Abb. 15 E, G) und die
Kolokalisationsanalyse ergibt eine Koexpression von Cfe-r-ops und Cte-spr in der

Photorezeptorzelle des Adultauges (Abb. 15 J, auch H).

Cte-spr wird mit Cte-r-ops im Stadium 9 in den Photorezeptorzellen von Larval- und Adultauge

koexprimiert, im metamorphosierten Stadium in der Photorezeptorzelle des Adultauges.

3.4.3 Ggq-alpha

Heterotrimere G-Proteine spielen eine zentrale Rolle in der intrazelluldren Weiterleitung von
Signalen, die von einer groBen Gruppe von Transmembranrezeptoren wahrgenommen werden.
Verschiedene Rezeptoren aktivieren dabei unterschiedliche Typen der alpha-Untereinheiten der
G-Proteine, die wiederum spezifische intrazelluldre second messenger Kaskaden ausldsen
(Milligan & Kostenis 2006; Oka & Korsching 2009). Auch Opsine stellen derart G-Protein
gekoppelte Rezeptoren dar. Alle existierenden Daten sprechen dafiir, dass die verschiedenen,
evolutiv alten Gruppen von Opsinen jeweils spezifische G-Protein alpha-Untereinheiten
ansprechen: c-Opsine Gi/t-alpha, Go-Opsine Go-alpha und r-Opsine Gg-alpha (Terakita 2005;
Scheerer et al. 2008; Yau & Hardie 2009; Rogan & Roth 2011). Die Analyse der Expression
von G-Protein alpha-Untereinheiten ermdglicht daher zum einen Riickschliisse auf die
Phototransduktionskaskade und Physiologie von Photorezeptorzellen. Zum anderen
stellen die G-Proteine einen weiteren konservativen Marker fiir die Charakterisierung von
Photorezeptorzellen dar. Bei P. dumerilii (pers. Kommunikation Detlev Arendt) und bei
Perinereis brevicirris (Miyako-Shimazaki ef al. 1999) wird konform zur Situation in anderen

Organismen Gg-alpha im r-Opsin positiven Adultauge exprimiert.

Bei C. teleta konnte ein 1113 bp langes, putatives Gg-alpha-Fragment (Cte-Gqa) gewonnen
werden, welches in ein 350 AS langes Protein translatiert werden kann. Blast-Suchen in der
Datenbank des NCBI und ein beispielhaftes Alignment zeigen hohe Sequenziibereinstimmungen
von Cte-Ggo mit Gq-alpha anderer Organismen (8.4). Im Vergleich mit dem Genmodell des
JGI weicht die Klonsequenz an zwei Wobblepositionen ab und zusitzlich in einer AS, die
allerdings auch durch weitere Klone bestdtigt wird. Insofern kann hier auf einen geringfiigigen

Polymorphismus des Gg-alpha-Gens in der Population von C. teleta geschlossen werden.
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A Cte-Gqga B Cte -Gqa Abbildung 16: Expression von Cte-Gqa (Dig-UTP-Sonde) und

s Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 4 von C. teleta bei zwei-
' farbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanélen (C-G). A, C-H:
Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior oben, dorsal
links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-Gqa. C-G: Einzelschnitte.
C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. D: Kanal 2: Transmission
Cte-Gga. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel mit
Fokus auf ap. G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf Ip.
H: Kolokalisationsanalyse Uber gesamten Bilderstapel. ap -
Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptorzelle Larvalauge.
Mafistab: A-E: 50 um. F-H: 25 um.

Cte-Ggo wird im frithen Stadium von C. feleta in vier groBflachige Doménen exprimiert. Zwei

davon liegen anterior des Prototrochs, lateral und in der Horizontalebene. Zwei weitere beginnen
posterior des Prototrochs, erstrecken sich fast bis zum Telotroch und schlieen das ventrale
Nervensystem und Teile des Stomodaeums ein (Abb. 16 A, B, D). Cte-r-ops markiert die Photo-
rezeptorzellen des Larval- und Adultauges (Abb. 16 C, E). Die Kolokalisationsanalyse ergibt
eine Lage der Photorezeptorzelle des Adultauges direkt in einer Cte-Gga-Expressionsdoméne
und der Photorezeptorzelle des Larvalauges anterio-lateral davon und eine Koexpression von

Cte-r-ops und Cte-Gga nur in der Photorezeptorzelle des Adultauges (Abb. 16 H, auch F, G).

A Cte-Gga B Cte -Gga Abbildung 17: Expression von Cte-Gga (Dig-UTP-Sonde) und
Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 9 von C. teleta bei

o - zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen (C-G).

. » A, C-H: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior

oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-Gqa.
C-G: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert:
z-Maximalprojektion Uber gesamten Bilderstapel. D: Kanal 2:
h o Transmission Cte-Gqa. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel
7. s mit Fokus auf ap. G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf Ip.
7 & : H: Kolokalisationsanalyse Uber gesamten Bilderstapel. ap -
Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptorzelle Larvalauge.
Mafstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 pym.

Blo.Gha
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Im Stadium 9 von C. teleta ist die Expression von Cte-Gqa auf den anterioren Teil der Larve vor
dem Prototroch beschrénkt. Die Markierung des ventralen Nervensystems und des Stomodaeums
aus dem frithen Stadium ist nicht mehr vorhanden. Insgesamt gibt es vier Expressionsdoménen.
Zwei davon sind sehr kréftig und liegen jeweils lateral in der Horizontalebene im Bereich
des sich entwickelnden Gehirns. Zwei weitere liegen posterio-dorsal davon, sind aber deutlich
schwécher in ihrer Intensitit (Abb. 17 A, B, D). Wie bereits auch in dem fritheren Stadium werden
hier mit Cte-r-ops die Photorezeptorzellen der Larval- und Adultaugen markiert (Abb. 17 C, E).
Die Kolokalisationsanalyse ergibt, dass die Photorezeptorzelle des Adultauges randstdndig
in einer Cte-Gqo-Expressionsdomidne liegt, die Photorezeptorzelle des Larvalauges erneut
anterio-lateral davon (Abb. 17 H, auch F, G). Wie bereits in dem fritheren Stadium gibt es eine
Koexpression von Cte-Ggo und Cte-r-ops in der Photorezeptorzelle des Adultauges, aber nicht

in der des Larvalauges.

ACte-Gga BCte-Gga C Cte-Gga Abbildung 18: Expression von Cte-Gga (Dig-UTP-Sonde) und
ey " Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im metamorphosierten Stadium von C.
teleta bei zweifarbiger WMISH im DIK (A-D) und in cLSM-Kanéalen
s (E-1). A, C, E-J: Dorsalansicht. Anterior oben. B+D: Lateralansicht.
*" % Anterior oben, dorsal links, ventral rechts. A-D: Einzelbilder Cte-Gqa.
C: Ausschnitt aus A. D: Ausschnitt aus B. E-I: Einzelschnitte. E: Kanal
D Cte-Gqa 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. F: Kanal 2: Transmission Cte-Gqa. G: Kanal
1+2. H: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-r-ops. I: Ausschnitt
N aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-Gqa. J: Kolokalisationsanalyse
q Uber gesamten Bilderstapel. ap — Photorezeptorzelle Adultauge.

. MaRstab: A+B: 100 ym. C-G: 50 ym. H-J: 25 pm.

Cte-Gga G Cte-r-ops |H C

te-r-ops Wi
Cte-Gga ~ Cte

Gaa

| Cte-Gga

Im metamorphosierten Stadium von C. feleta wird Cte-Ggo in zwei Doménen exprimiert.
Diese liegen anterior der Mundoffnung im Peristomium, lateral in der Horizontalebene
im Bereich des Gehirns. Im Bereich des ventralen Nervensystems und des Darms finden
sich vereinzelt sehr schwache, diffuse Farbungen. (Abb. 18 A-D, F, I). Durch Cfe-r-ops
werden beide Photorezeptorzellen der Adultaugen markiert (Abb. 18 E, G). Wie bereits im
Stadium 9 liegt die Photorezeptorzelle lateral randsténdig in der Cte-Ggo-Doméne und die
Kolokalisationsanalyse ergibt auch in diesem Stadium eine Koexpression von Cte-Ggo. und

Cte-r-ops in der Photorezeptorzelle des Adultauges (Abb. 18 J, auch H).
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Sehr erstaunlich ist, dass in allen Stadien die Expression von Cte-Gga nur in den Photorezeptor-
zellen der Adultaugen, aber nicht in denen der Larvalaugen nachgewiesen werden konnte.
Beide Zellen exprimieren das gleiche Opsin (Cte-r-ops) und somit war dieselbe Art der
Signaltransduktion zu erwarten. Um sicherzustellen, dass nicht mehrere, evolutiv nahe stehende
Typen von Gg-alpha bei C. teleta vorliegen, wurden alle verfligbaren Genmodelle von G-Protein
alpha-Untereinheiten von C. teleta im Alignment mit anderen G-Protein Sequenzen verglichen.
Alle Sequenzen lassen sich eindeutig verschiedenen bekannten Typen von G-Protein alpha-
Untereinheiten zuordnen (8.4) Es gibt fiir C. teleta nur ein einziges Genmodell, welches ortholog
zu Gg-alpha-Untereinheiten anderer Organismen ist. Offensichtlich weisen die Larvalaugen

eine ungewohnliche Form der Signaltransduktion auf.

3.4.4 Vesikulirer Acetylcholin-Transporter

Caenorhabditis elegans war der erste Organismus, in dem der vesikuldre Acetylcholin-
Transporter (VAChT), der zusammen mit den vesikuldren Monoamin-Transportern eine Familie
bildet, erstmals als UNC-17 kloniert wurde (Alfonso et al. 1993; Usdin et al. 1995). Acetylcholin
wird im Zytoplasma unter Mitwirkung des Enzyms Cholinacetyltransferase aus Cholin und
Koenzym A gebildet und durch den als spezifischer Marker fiir cholinerge Neuronen geltenden
vesikuldren Acetylcholin-Transporter in die synaptischen Vesikel transportiert (Weihe et al.
1996; Arvidsson et al. 1997). Fiir P. dumerilii haben Jékely et al. (2008) nachgewiesen, dass die

Photorezeptorzellen des Larvalauges, aber nicht der Adultaugen cholinerger Natur sind.

Fiir C. teleta konnte ein 1710 bp langes, putatives VAChT-Fragment (Cte-VAChT) gewonnen
werden, welches in ein 569 AS langes Protein translatiert werden kann. Blast-Suchen in der
Datenbank des NCBI und ein beispielhaftes Alignment zeigen hohe Sequenziibereinstimmungen
von Cte-VAChT mit den vesikuldren Acetylcholin-Transportern anderer Organismen (8.5).
Im Vergleich mit dem Genmodell weicht die Klonsequenz an drei Wobblepositionen ab und
zusitzlich in einer AS. Da hier nur ein Klon vorliegt kann nicht endgiiltig beurteilt werden, ob

es sich dabei um einen Sequenzierfehler oder einen Polymorphismus handelt.

Im frithen Stadium von C. feleta wird Cte-VAChT in wenigen, klar umrissenen und jeweils
anterio-lateral des Prototrochs liegenden Zellen exprimiert (Abb. 19 A, B, D, J). Cte-r-ops
markiert zu diesem Zeitpunkt die Photorezeptorzellen der Larvalaugen (Abb. 19 C, E). Die
Kolokalisationsanalyse zeigt eine Koexpression von Cte-r-ops und Cte-VAChT in der Photo-

rezeptorzelle des Larvalauges (Abb. 19 H, auch F, G).
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A Cte-VAChT B Cte-VAChT Abbildung 19: Expression von Cte-VAChT (Dig-UTP-Sonde), Cte-
r-ops, Cte-tdo2 (Fluo-UTP-Sonden) im Stadium 4 von C. teleta bei
» ” zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanéalen (C-G,

I-M). A, C-N: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Ante-
rior oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-VAChAT.
C-G + |-M: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Cte-r-ops. Insert: z-Maximal-
projektion. D: Kanal 2: Cte-VAChAT. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt E-
Stapel, Fokus Cte-r-ops. G: Ausschnitt E-Stapel, Fokus Cte-VAChT.
H: Kolokalisationsanalyse I: Kanal 1: Cte-tdo2. J: Kanal 2: Cte-VAChT.
K: Kanal 1+2. L: Ausschnitt K-Stapel Cte-VAChT. M: Ausschnitt K-
Stapel Cte-tdo2. N: Kolokalisationsanalyse. Ip — Photorezeptorzelle
Larvalauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-VAChT-Expression
e — — an. MaBstab: A-E + I-K: 50 um. F-H+L-N: 25 pm.
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Um zu iiberpriifen, ob Cte-VAChT eventuell in der Pigmentzelle exprimiert wird, wurde noch

eine zweifarbige WMISH mit dem Pigmentzellenmarker Cte-tdo?2 durchgefiihrt. Cte-tdo2 wird
in nur einer anterio-lateralen Zelle exprimiert (Abb. 19 I, K). In der Kolokalisationsanalyse kann
keine Koexpression von Cte-VAChT und Cte-tdo?2 festgestellt werden. Die Cte-VAChT-positive
Photorezeptorzelle und eine weitere Zelle grenzen die Cte-tdo2-Expression ein (Abb. 19 N,

auch L, M).

Im Stadium 9 von C. teleta sind zu den wenigen Zellen des jiingeren Stadiums etliche,
symmetrisch angeordnete Cte-VAChT-positive Zellen im Bereich des sich entwickelnden
Gehirns auf der Dorsalseite und in der Horizontalebene der Larve hinzugekommen. Zusétzlich
treten Cte-VAChT-positive Zellen im ventralen Nervensystem auf (Abb. 20 A, B, D). Die
Photorzeptorzellen des Larval- bzw. Adultauges sind Cte-r-ops positiv (Abb. 20 C, E) und die
Kolokalisationsanalyse zeigt wie bereits im jiingeren Stadium eine deutliche Koexpression von
Cte-r-ops und Cte-VAChT in der Photorezeptorzelle des Larvalauges (Abb. 20 H, auch F, G). In

der Photorezeptorzelle des Adultauges kann keine Koexpression festgestellt werden.
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A Cte-VAChT B Cte-VAChT Abbildung 20: Expression von Cte-VAChT (Dig-UTP-Sonde) und
Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 9 von C. teleta bei zwei-
farbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanéalen (C-G). A, C-H:
Sy > e Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior oben,
dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-VAChT. C-G:
Einzelschnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert: z-Maximal-
projektion  Uber gesamten Bilderstapel. D: Kanal 2:
Transmission Cte-VAChAT. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel
S b mit Fokus auf ap. G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf Ip. H:
o - Kolokalisationsanalyse Uber gesamten Bilderstapel. ap — Photore-
zeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptorzelle Larvalauge.
Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-VAChT-Expression an.
— —— Malstab: A-E: 50 pm. F-H: 25 pm.
Cte-VAChT E Cte-r-ops |F Cte-r-ops
\ Cte-VAChT -VAChT
' o #

Im metamorphosierten Stadium von C. teleta treten im Vergleich mit dem Stadium 9 weitere Cte-
VAChT-positive Zellen im Prostomium und insbesondere im ventralen Nervensystem auf (Abb.
21 A-D, F, ). Die Kolokalisationsanalyse mit Cte-r-ops, welches hier die Photorezeptorzellen
der Adultaugen markiert (Abb. 21 E, G), bestitigt keine Koexpression von Cte-rops und Cte-
VAChT in den Photorzeptorzellen der Adultaugen (Abb. 21 J, auch H).

A B C Cte-VAChT Abbildung 21: Expression von Cte-VAChT (Dig-UTP-Sonde) und
Cte-VAChT Cte-VAChT Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im metamorphosierten Stadium von
) C. teleta bei zweifarbiger WMISH im DIK (A-D) und in cLSM-
. ! Kanalen (E-1). A, C, E-J: Dorsalansicht. Anterior oben. B+D:
; “ Lateralansicht. Anterior oben, dorsal links, ventral rechts. A-D:
; % Einzelbilder Cte-VAChT. C: Ausschnitt aus A. D: Ausschnitt
Y S aus B. E-I: Einzelschnitte. E: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops.
» N 'g' 2 Cle-VACHT £ \anal 2: Transmission Cte-VAChT. G: Kanal 1+2. H: Ausschnitt
\ aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-r-ops. I: Ausschnitt aus G-Stapel
\ mit Fokus auf Cte-VAChT. J: Kolokalisationsanalyse uber
1 gesamten Bilderstapel. ap - Photorezeptorzelle Adultauge.

Mafstab: A+B: 100 ym. C-G: 50 ym. H-J: 25 pm.
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Innerhalb des untersuchten Zeitraumes waren die Photorezeptorzellen der Larvalaugen stets

Cte-VAChT-positiv, die Photorzeptorzellen der Adultaugen jedoch zu keinem Zeitpunkt.
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3.4.4.1 Acetylcholin-Antagonisten und die Phototaxis von C. teleta

Aufgrund der Expressionssignale von Cte-VAChT in den Photorezeptorzellen der Larvalaugen
von C. teleta wurde eine cholinerge Natur derselben vermutet. Deshalb wurde das phototaktische
Verhalten junger Larven in Ab- und Anwesenheit eines Acetylcholin-Antagonisten untersucht.
Das Resultat dieser qualitativen Experimente ist, dass das zielgerichtete Schwimmen der Larven
zu einer einzelnen Lichtquelle hin bei einer Konzentration des Acetylcholin-Antagonisten
a-Bungarotoxin von 500 nM nahezu vollstindig gehemmt wird und keine der Larven mehr direkt
auf die Lichtquelle zuschwimmt, die Geschwindigkeit subjektiv allerdings nicht beeinflusst

wird.

3.4.5 FVRIamid

Die friih evolvierten Neuropeptide stellen eine sehr diverse Gruppe von Signalmolekiilen
dar und spielen eine bedeutende Rolle bei vielen physiologischen Prozessen der Vertebraten
und Invertebraten (Kiss 2011). Eine gut untersuchte und evolutiv konservierte Familie der
Neuropeptide sind die FMRFamide (Wollesen et al. 2010). Diese Familie zeichnet sich durch das,
zuerst in einem Mollusken isolierte Tetrapeptid FMRFamid aus und wurde bisher in Cnidariern,
Plathelminthen, Mollusken, Nematoden, Arthropoden, Vertebraten und Anneliden identifiziert
(Diaz-Miranda et al. 1991; Lefebvre & Salzet 2003; Walker et al. 2009). Das noch nicht lange
bekannte FVRIamid gehort zu den FMRFamid &dhnlichen Neuropeptiden und wurde bisher u.a.
in P. dumerilii (Jékely et al. 2008) und Eisenia fetida (Herbert et al. 2009) nachgewiesen. Erst
kiirzlich verfligbar gemachten Daten fiir Helobdella robusta und C. teleta basieren dabei nur
auf Genmodellen und die fiir Potamoceros lamarckii und Hirudo medicinalis auf Expressed
Sequence Tags (Veenstra 2011). Uber die Funktion ist wenig bekannt, allerdings exprimieren
die Photorezeptorzellen der Larval- und Adultaugen von P. dumerilii FVRIamid (Guy 2008,
Jékely et al. 2008), wodurch FVRIamid auch fiir C. feleta zu einem interessanten Kandidaten

als Markergen fiir Photorezeptorzellen wird.

Fiir C. teleta konnte ein 1012 bp langes, putatives F'VRIamid-Fragment (Cte-FVRI) gewonnen
werden, welches in ein 337 AS langes Protein translatiert werden kann. Blast-Suchen in der
Datenbank des NCBI und ein beispielhaftes Alignment zeigen hohe Sequenziibereinstimmungen
von Cte-FVRImitden FMRFamiden und insbesondere mit den FVRIamiden anderer Organismen
indem Tetrapeptid FVRI(8.6). Im Vergleich mit dem Genmodell des JGI weicht die Klonsequenz

an einer Wobbleposition ab und zusédtzlich in einer AS. Letztere wird allerdings von weiteren
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Klonen nicht bestdtigt, weshalb an dieser Stelle ein Sequenzierfehler wahrscheinlich ist.

A Cte-FVRI B Cte-FVR] Abbildung22:Expressionvon Cte-FVRI(Dig-,Fluo-), Cte-r-ops(Fluo-)
Cte-VAChAT (Dig-UTP-Sonde) im Stadium 4 von C. teleta bei zwei-

7 farbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kandlen (C-G,

» , i v I-M). A, C-N: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. An-
v b terior oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-

FVRI. C-G + I-M: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Cte-r-ops. D: Kanal 2:
Cte-FVRI. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt E-Stapel, Fokus Cte-r-ops.
G: Ausschnitt E-Stapel, Fokus Cte-FVRI. H: Kolokalisationsanalyse.
I: Kanal 1: Cte-FVRI. Insert: z-Maximalprojektion. J: Kanal 2: Cte-
VAChT. K: Kanal 1+2. L: Ausschnitt K-Stapel, Fokus Cte-FVRI.
M:AusschnittK-Stapel, Fokus Cte-VAChT. N: Kolokalisationsanalyse.
Ip—Photorezeptorzelle Larvalauge. Pfeilspitzenzeigenschwache Cte-
—_— — FVRI-Expression an. Mastab: A-E + |-K: 50 ym. F-H+L-N: 25 ym.
Cte-FVRI E , Cte-r-ops F Cte-r-ops [gl
. Cte-FVRI Cte-FVRI

G Cte-r-ops
Cte-FVRI

Die Expression von von Cte-FVRI im frilhen Stadium von C. teleta ist hochspezifisch
und beschrinkt auf zwei Zellen anterior des Prototrochs (Abb. 22 A, B, D). In der
Kolokalisationsanalyse ist keine Koexpression von Cte-F'VRI und Cte-r-ops — letzteres markiert
hier nur die Photorezeptorzelle eines Larvalauges — festzustellen (Abb. 22 C, E, H, auch F, G).
Die beiden Expressionssignale grenzen unmittelbar aneinander, das Cte-FVRI-Signal liegt
jedoch anterio-lateral des Cre-r-ops-Signals. Um zu priifen, ob es wie bei P. dumerilii eine Koex-
pression von FVRI und VAChT gibt, wurde eine weitere zweifarbige WMISH durchgefiihrt. In
einem nur minimal dlteren Stadium finden sich Transkripte von Cte-FVRI hochspezifisch in

vier Zellen (Abb. 22 1), sind allerdings nicht mit Cte-VAChT koexprimiert (Abb. 22 J-N).

Im Stadium 9 von C. teleta treten zwei weitere Cte-F'VRI-positive Zellen auf (Abb. 23 A, B, D).
Die Kolokalisationsanalyse mit Cte-r-ops — welches die Photorezeptorzellen der Larval- und
Adultaugen markiert — ergibt eine Koexpression von Cte-FVRI und Cte-r-ops in der Photo-

rezeptorzelle des Adultauges, jedoch nicht in der des Larvalauges (Abb. 23 C-H).
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A Cte-FVRI B . Cte-F\VR| Abbildung 23: Expression von Cte-FVRI (Dig-UTP-Sonde) und

Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 9 von C. teleta bei
] zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanélen (C-G).
AR A, C-H: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht.
Anterior oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder
Cte-FVRI. C-G: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-
ops. Insert: z-Maximalprojektion Uber gesamten Bilderstapel.
D: Kanal 2: Transmission Cte-FVRI. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt
aus E-Stapel mit Fokus auf ap. G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus
auf Ip. H: Kolokalisationsanalyse Uber gesamten Bilderstapel. ap —
Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptorzelle Larvalauge.
Mafstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 uym.

[ -

In den untersuchten Stadien lag eine Koexpression von Cte-FVRI und Cte-r-ops nur in der

Photorezeptorzelle des Adultauges im Stadium 9 vor. In metamorphosierten Stadien konnte

keine Expression von Cte-FRVI nachgewiesen werden.

3.5 Expression kanonischer Augengene

Bei dem RDGN-Netzwerk (Retinal Determination Gene Network) von Drosophila handelt
es sich um ein konserviertes Netzwerk von Genen, dessen Mitglieder Pax6, Six, Eyes absent
und Dachshund iiber Taxongrenzen hinweg in konzertierter Weise an der Spezifizierung von
Zellen wéhrend der Augenentwicklung mitwirken (Silver & Rebay 2005; Jemc & Rebay 2006).
Allerdings ist bei einigen Organismen nicht immer die Beteiligung aller dieser Gene bei der
Augenentwicklung notwendig (Yang et al. 2009a; Yang ef al. 2009b) und auch bei P. dumerilii
gibt es Unterschiede in der Expression zwischen Larval- und Adultauge (Guy 2008). Ein

Vergleich der Expression in den beiden Augentypen von C. teleta bietet sich daher an.

3.5.1 Paxé6

Pax-Gene bilden eine evolutiv sehr alte Familie von Transkriptionsfaktoren, die durch eine
stark konservierte Paired-Domaéne und in manchen der vier Unterfamilien zusitzlich durch eine

Homeodomine oder ein Oktapeptid zwischen beiden Dominen charakterisiert ist (Pichaud
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& Desplan 2002; Kozmik 2005; Holland et al. 2007; Kozmik 2008; Hill et al. 2010). Die
Einteilung erfolgt dabei in vier oder fiinf Unterfamilien Pax2/5/8 (inklusive oder exklusive
den Poxn-dhnlichen Genen), PaxD/3/7, Pax1/9 und Pax6. Pax6 spielt bei vielen, aber nicht
allen Organismen eine wichtige Rolle in der Augenentwicklung (Glardon et al. 1998; Gehring
& Tkeo 1999; Pineda et al. 2002; Gehring & Seimiya 2010). Bei P. dumerilii ist es in den
Larvalaugen exprimiert, aber nicht in den Adultaugen. Neben dem direkten Vergleich mit P
dumerilii stellen die Untersuchung der Expression von Pax6 bei C. teleta auch eine Moglichkeit

dar, die generelle Rolle von Pax6 bei der Augenentwicklung weiter zu untersuchen.

Fiir C. teleta konnte ein 1250 bp langes, putatives Pax6-Fragment (Cte-pax6) gewonnen werden,
welches in ein 416 AS langes Protein translatiert werden kann. Blast-Suchen in der Datenbank
des NCBI und ein beispielhaftes Alignment zeigen hohe Sequenziibereinstimmungen von Cte-
pax6 mit dem Pax6 anderer Organismen, insbesondere in der Paired- und Homeodomaéne (8.7).
Im Vergleich mit dem Genmodell des JGI weicht die Klonsequenz in einer Wobbleposition
ab. AuBlerdem weist das Modell verteilt auf drei Abschnitte zusétzliche 160 bp auf. Davon
kodieren 15 bp fiinf stark konservierte AS, 60 bp fiir 20 weniger stark konservierte AS und
die restlichen bp fiir einen Bereich, fiir den sich in anderen Taxa nur vereinzelte oder keine
Ubereinstimmungen finden. Inwiefern es sich hierbei um ein Fehler im Modell oder bei der

Sequenzierung handelt kann nicht abschliessend beurteilt werden.

In dem frithen Stadium von C. teleta ist die Expression von Cte-pax6 beschriankt auf zwei sehr
deutlich umrissene, jeweils lateral und sehr nah der Epidermis gelegene Doménen anterior des
Prototrochs, auf der Ventralseite der Larve (Abb 24. A, B, D, J). Bereits in diesem Stadium
lassen sich durch die Cte-r-ops-Expression die Photorezeptorzellen der Larval- und Adultaugen
lokalisieren (Abb. 24 C, E). Die durchgefiihrte Kolokalisationsanalyse von Cte-r-ops und
Cte-pax6 ergibt keine Koexpression der Gene in den Photorezeptorzellen von Larval- und
Adultaugen (Abb. 24 H). Vielmehr grenzen die beiden Cte-r-ops-positiven Zellen die weiter
ventral liegende Cte-pax6-positive Zelle anterio-median und posterio-lateral ein (Abb. 24 F-H).
Um zu liberpriifen, ob sich bei letzterer eventuell um die Pigmentzelle handelt, wurde zusétzlich
eine weitere zweifarbige WMISH mit dem Pigmentzellmarker Cte-tdo2 und Cte-pax6
durchgefiihrt. Dabei wird ersichtlich, das die Cte-tdo2 positive Pigmentzelle direkt median der
Cte-paxo6-positiven Zelle liegt und beide Gene nicht in einer Zelle koexprimiert werden (Abb.
24 I-N). Cte-pax6 ist in diesem frithen Stadium also weder in einer Photorezeptorzelle noch in

der Pigmentzelle exprimiert.
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A Cte-pax6 B Cte-pax6 Abbildung 24: Expression von Cte-pax6 (Dig-UTP-Sonde), Cte-r-
ops und Cte-tdo2 (Fluo-UTP-Sonden) im Stadium 4 von C. teleta
bei zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen (C-G,
I-M). A, C-N: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Ante-
rior oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-pax6.
C-G + |-M: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Cte-r-ops. Insert: z-Maximal-
~ projektion. D: Kanal 2: Cte-pax6. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt E-Sta-
. pel, Fokus ap. G: Ausschnitt E-Stapel, Fokus Ip. H: Kolokalisation-
sanalyse. I: Kanal 1: Cte-tdo2. J: Kanal 2: Cte-pax6. K: Kanal 1+2.
L: Ausschnitt K-Stapel Cte-pax6. M: Ausschnitt K-Stapel Cte-tdo2.
N: Kolokalisationsanalyse. ap — Photorezeptorzelle Adultauge. Ip —
Photorezeptorzelle Larvalauge. Maf3stab: A-E + I-K: 50 ym. F-H+L-
= — N:25pum.

-pax6 E

Cte-pax6 K

M Cte-tdo2

A Cte-pax6 B Cte-pax6 Abbildung 25: Expression von Cte-pax6 (Dig-UTP-Sonde) und
Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 9 von C. feleta bei
4 » zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen (C-G).

A, C-H: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior
oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-pax6.
C-G: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert:
z-Maximalprojektion Uber gesamten Bilderstapel. D: Kanal 2:

‘ Transmission Cte-pax6. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel
P ﬁ mit Fokus auf ap. G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf Ip.
- g H: Kolokalisationsanalyse uber gesamten Bilderstapel. ap -

Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptorzelle Larvalauge.

MaRstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 ym.
Cte-pax6 E Cte-r-ops
Cte-pax6

Im Stadium 9 von C. teleta finden sich weiterhin zwei deutlich umrissene Expressionsdoméinen

anterior des Prototrochs, weit lateral und nahe der Epidermis gelegen. In ithrem direkten Umfeld
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treten zusitzlich einzelne Cte-pax6-positive Zellen auf und weitere, deutlich schwécher gefarbt
im ventralen Nervensystem (Abb. 25 A, B, D). Cte-r-ops-Transkripte markieren zu diesem
Zeitpunkt die Photorezeptorzellen der Larval- und Adultaugen (Abb. 25 C, E). In der
Kolokalisationsanalyse ist wie bereits im vorangegangen Stadium keine Koexpression von Cte-
r-ops und Cte-pax6 in den Photorezeptorzellen nachweisbar (Abb. 25 H). Vielmehr grenzen
auch hier die Cte-r-ops-positiven Zellen die Cte-pax6-positive Zelle anterio-median und

posterio-lateral ein (Abb. 25 F, G, auch H).

ACte-pax6 BCte-pax6 Cte-pax6 Abbildung 26: Expression von Cte-pax6 (Dig-UTP-Sonde) und Cte-

r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im metamorphosierten Stadium von C. tele-

ta bei zweifarbiger WMISH im DIK (A-D) und in cLSM-Kanalen (E-I).

A, C, E-J: Dorsalansicht. Anterior oben. B+D: Lateralansicht. Ante-

rior oben, dorsal links, ventral rechts. A-D: Einzelbilder Cte-pax6.

C: Ausschnitt aus A. D: Ausschnitt aus B. E-I: Einzelschnitte. E: Kanal

1: Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert: z-Maximalprojektion Giber gesamten

D Cte-pax6 Bij|derstapel. F: Kanal 2: Transmission Cte-pax6. G: Kanal 1+2. H: Aus-

schnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-r-ops. I: Ausschnitt aus G-

Stapel mit Fokus auf Cte-pax6. J: Kolokalisationsanalyse uber ge-

. samten Bilderstapel. ap — Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photo-

rezeptorzelle Larvalauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-pax6-

—————— Expression an. Mafistab: A+B: 100 ym. C-G: 50 ym. H-J: 25 ym.
- Cte-r-ops
Cte-pax6 G Cte-pa§6

Im metamorphosierten Stadium von C. teleta ist die Intensitit der Expression von Cte-pax6
im Vergleich zu fritheren Stadien zuriickgegangen und die Expression nun wieder nur auf den
anterioren Teil des Tieres beschrankt. Neben der Expression in zwei grofleren Doménen finden
sich Cte-pax6-Transkripte auch in weniger stark umrissenen Zellen lateral davon (Abb. 26 A-D,
F). Durch Cte-r-ops werden die beiden Photorezeptorzellen der Adultaugen markiert (Abb.
26 E, G) und in der Kolokalisationsanalyse zeigt sich im Gegensatz zu friiheren Stadien eine
Koexpression von Cte-r-ops und Cte-pax6 in der Photorezeptorzelle des Adultauges (Abb. 26
J, auch H, I).

Cte-pax6 wird in den untersuchten Entwicklungsstadien also immer in unmittelbarer Nihe der
Photorezeptorzellen von Larval- und Adultaugen und der Pigmentzelle exprimiert, jedoch bis
auf einen spdten Zeitpunkt nie direkt in den Photorezeptorzellen. Nur im metamorphosierten

Stadium findet sich eine Expression von Cte-pax6 in der Photorezeptorzelle des Adultauges.
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3.5.2 Six

Eine weitere Familie von Homeodomain-Proteinen wird in Anlehnung an das Drosophila-
Gen sine oculis als Six-Familie (sine oculis box) bezeichnet und ist durch das Vorhandensein
einer konservierten Six-Doméne und einer konservierten Six-typischen Homeodoméne gekenn-
zeichnet. Thre Mitglieder konnen den drei Unterfamilien Six//Six2, Six3/Six6 und Six4/Six5
zugeordnet werden, wobei sich die Gesamtzahl von sechs Mitgliedern bei den Vertebraten aus
Duplikationen von sine oculis, optix und DSix4 ergibt (Kawakami ez al. 2000; Kumar 2009; Hill
et al. 2010). Bioinformatische Untersuchungen des Genoms von Helobdella robusta lassen eine
Expansion der Unterfamilie Six//2 auf sechs Gene fiir die Clitellata, jedoch nicht fiir die Annelida
allgemein annehmen (Quigley et al. 2010). Als wichtiger Bestandteil des regulatorischen
Netzwerkes Pax-Six-Eyes absent-Dachshund tbernehmen diese Transkriptionsfaktoren
Funktionen bei der Zellteilung, der Organogenese, der Differenzierung neuronaler Anlagen
und der Entwicklung des visuellen Systems ohne aber ektopische Augen induzieren zu konnen
(Cheyette et al. 1994; Arendt 2003; Fernald 2006; Schlosser et al. 2008). Fiir P. dumerilii ist
bekannt, dass Six//2 in den Photorezeptorzellen der Adultaugen, aber nicht in den Larvalaugen

exprimiert wird (Guy 2008; Arendt ef al. 2009).

Bei C. teleta konnte ein 975 bp langes, putatives Six //2-Fragment (Cte-six 1/2) gewonnen werden,
welches in ein 325 AS langes Protein translatiert werden kann. Blast-Suchen in der Datenbank
des NCBI und ein beispielhaftes Alignment zeigen hohe Sequenziibereinstimmungen von Cte-
six1/2 mit Six1 und Six2 anderer Organismen, insbesondere im Bereich der Homeodomine und
Cte-six1/2 weist das fiir die Unterfamilie typische Tetrapeptid ETSY auf (8.8). Im Vergleich
mit dem Genmodell des JGI weicht die Klonsequenz an fiinf Wobblepositionen sowie in einer
AS ab. Zusitzlich weist das Modell einen Abschnitt mit 53 bp auf, der nicht in der Sequenz
des Klones enthalten ist. Ob es sich bei diesen Abweichungen um Fehler im Modell oder
um Sequenzierfehler handelt, kann nicht abschlieBend beurteilt werden, zumal Teile des
fragwiirdigen Abschnittes in anderen Modellen gar nicht enthalten sind oder Wiederholungen

anderer Sequenzbereiche darstellen.

In dem frithen Stadium von C. teleta ist die Expression von Cte-six1/2 auf wenige Doménen im
anterioren Teil der Larve beschréinkt. Diese liegen jeweils weit lateral und in der Horizontalebene
(Abb. 27, A, B, D). Transkripte von Cte-r-ops zeigen die Lage der Photorzeptorzellen der
Larvalaugen an (Abb. 27 C, E), in welchen mit der Kolokalisationsanalyse allerdings keine

Koexpression von Cte-six1/2 und Cte-r-ops festgestellt werden kann (Abb. 27 H, auch F, G).
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A Cte-six1/2 B Cte-six1/2 Abbildung 27: Expression von Cte-six1/2 (Dig-UTP-Sonde) und
Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 4 von C. teleta bei zwei-
farbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanéalen (C-G). A, C-H:
Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior oben, dor-
sal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-six1/2. C-G: Einzel-
schnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. D: Kanal 2: Transmis-
sion Cte-six1/2. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus
auf Cte-r-ops. G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf Cte-six1/2.
H: Kolokalisationsanalyse Uber gesamten Bilderstapel. ap — Pho-
torezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptorzelle Larvalauge.
MaRstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 ym.

Im sich anschlieBenden Stadium 9 von C. teleta ist die Expression von Cte-six[/2 immer noch
beschriankt auf den anterioren Bereich der Larve. Zwei groflere Expressionsdoménen, jeweils
etwa drei Zellen umfassend, liegen lateral nahe der Epidermis und anterio-median davon noch
einzelne Zellen mit Cte-six1/2-Expression (Abb. 28 A, B, D). Cte-r-ops-Expression findet sich in
den Photorezeptorzellen der Larval- und Adultaugen (Abb. 28 C, E). Die Kolokalisationsanalyse
ergibt eine Koexpression von Cte-r-ops und Cte-six1/2 in der Photorezeptorzelle des Adultauges

und erneut keine in den entsprechenden Zellen des Larvalauges (Abb. 28 H, auch F, G).

A Cte-six1/2 B Cte-six1/2 Abbildung 28: Expression von Cte-six1/2 (Dig-UTP-Sonde) und
Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 9 von C. teleta bei

3 zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen. A, C-H:

'3 2 Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior oben,

dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-six1/2. C-G:
Einzelschnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert: z-Maximal-
projektion Uber gesamten Bilderstapel. D: Kanal 2: Transmission

£ ‘ﬁ Cte-six1/2. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf ap.
Z Rt G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf Ip. H: Kolo-
s kalisationsanalyse (iber gesamten Bilderstapel. ap - Photo-

rezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptorzelle Larvalauge.

MaRstab: A-E: 50 um. F-H: 25 ym.
- Cte-six1/2 E > Cte-r-ops
) . Cte-six1/2
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ix1/2 Abbildung 29: Expression von Cte-six1/2 (Dig-UTP-Sonde) und
Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im metamorphosierten Stadium von
C. teleta bei zweifarbiger WMISH im DIK (A-D) und in cLSM-Kanalen
(E-I). A, C, E-J: Dorsalansicht. Anterior oben. B+D: Lateralansicht.
Anterior oben, dorsal links, ventral rechts. A-D: Einzelbilder Cte-
six1/2. C: Ausschnitt aus A. D: Ausschnitt aus B. E-I: Einzelschnitte.
E: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. F: Kanal 2: Transmission Cte-
six1/2. G: Kanal 1+2. H: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf
Cte-r-ops. I: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-six1/2.
J: Kolokalisationsanalyse Uber gesamten Bilderstapel. ap -
Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptorzelle Larvalauge.
MaRstab: A+B: 100 ym. C-G: 50 ym. H-J: 25 um.

Cte-s:x1/2 Cte-s:x 1/2

“t

" Cte-r-ops J
Cte-six1/2

Im metamorphosierten Stadium von C. teleta findet sich die Expression von Cte-six1/2,
bis auf einzelne Zellen im Pygidium wie auch in den vorangegangenen Stadien haupt-
sdchlich anterior. Klar umrissene Expression in symmetrisch verteilten Zellen und diffuse
Dominen erstrecken sich dabei von der Epidermis auf der Dorsalseite bis kurz oberhalb des
ventralen Nervensystems und nehmen das vordere Drittel des Tieres ein (Abb. 29 A-D, F). Die
Photorezeptorzellen der Adultaugen werden mit Cte-r-ops markiert (Abb. 29 E, G), weisen

aber in der Analyse keine Koexpression mehr mit Cte-six//2 auf (Abb. 29 J, auch H, I).

Cte-six1/2 wird bei C. teleta nur in den Photorezeptorzellen der Adultaugen exprimiert,

allerdings nicht kontinuierlich sondern nur friih in deren Entwicklung.

3.5.3 Eyes absent

Eyes absent ist ebenfalls Teil des Pax-Six-Eyes absent-Dachshund-Netzwerkes und als Protein
Tyrosin Phosphatase fiir die Augenentwicklung verschiedenster Organismen wie Drosophila,
Cladonema oder Amphioxus notwendig, wobei es sowohl als Transkriptionsfaktor als auch
als Enzym fungieren kann (Jemc & Rebay 2007; Kumar 2009; Vopalensky & Kozmik 2009).
Bei den Mammalia finden sich vier Paraloge (Eyal-Eya4), wohingegen in Drosophila nur ein
Gen vorliegt. Proteine der Eya-Familie sind durch zwei Doménen charakterisiert. C-terminal
liegt die stark konservierte Eya-Domaéne, welche fiir die Interaktion mit anderen Proteinen von

Bedeutung ist und N-terminal die weniger stark konservierte Eya-Domiéne 2, deren genauer
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Beitrag fiir die Funktion von Eyes absent teilweise noch unklar ist (Silver ef al. 2003; Jemc &
Rebay 2007). Fiir P. dumerilii ist eine Expression von Eyes absent in den Photorezeptorzellen

der Adultaugen bekannt (Arendt et al. 2009).

Fiir C. teleta konnte ein 1131 bp langes, putatives Eyes absent-Fragment (Cte-eya) gewonnen
werden, welches in ein 376 AS langes Protein translatiert werden kann. Blast-Suchen in der
Datenbank des NCBI und ein beispielhaftes Alignment zeigen hohe Sequenziibereinstimmungen
von Cte-eya mit dem Eyes absent anderer Organismen, insbesondere im Bereich der stark
konservierten Eya-Domine (8.9). Im Vergleich mit dem Genmodell des JGI sind keine
Abweichungen festzustellen. Wie bei Drosophila gibt es auf Basis der annotierten Daten des

JGI keinen Hinweis auf die Existenz von Paralogen.

A Cte-eya B Cte-eya Abbildung 30: Expression von Cte-eya (Dig-UTP-Sonde), Cte-r-
ops und Cte-tdo2 (Fluo-UTP-Sonden) im Stadium 4 von C. teleta bei
zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen (C-G, |-M).
A, C-N: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior
oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-eya. C-G
+ |-M: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Cte-r-ops. D: Kanal 2: Cte-eya.
E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt E-Stapel, Fokus ap. G: Ausschnitt
E-Stapel, Fokus Ip. H: Kolokalisationsanalyse. I: Kanal 1: Cte-tdo2.
J: Kanal 2: Cte-eya. K: Kanal 1+2. L: Ausschnitt K-Stapel Cte-eya.
M: Ausschnitt K-Stapel Cte-tdo2. N: Kolokalisationsanalyse. ap —
Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptorzelle Larvalauge.
Mafistab: A-E + I-K: 50 ym. F-H + L-N: 25 pm.

Cte-r-ops F Ctes

M Cte-tdo2

In dem frithen Stadium von C. teleta wird Cte-eya in vier Doménen im anterioren Drittel der
Larve exprimiert. Zwei davon liegen anterior des Prototrochs im Bereich der Gehirnanlagen,
nahe der Epidermis. Zwei weitere Areale mit Cte-eya-Expression befinden sich unmittelbar

hinter dem Prototroch auf der Ventralseite der Larve, beiderseits des sich entwickelnden
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Stomodaeums (Abb. 30 A, B, D). Mit Cfe-r-ops werden in diesem frithen Stadium sowohl beide
Photorzeptorzellen der Larvalaugen als auch eine Photorezeptorzelle des Adultauges markiert
(Abb. 30 C, E). Die Kolokalisationsanalyse ergibt eine regelrechte Eingrenzung der Expression
von Cte-eya durch die Cte-r-ops-Expression. In der Photorezeptorzelle der Larvalaugen kann
keine Koexpression der beiden Gene nachgewiesen werden, wohl aber in der Photorezeptorzelle
der Adultaugen (Abb. 30 H, auch F, G). Eine zusitzlich durchgefiihrte zweifarbige WMISH
mit Cte-tdo2 als Marker fiir die Pigmentzelle und Cte-eya dient der Uberpriifung, ob Cte-eya
eventuell in der Pigmentzelle des Larvalauges exprimiert wird. Dies kann allerdings durch
durch die fehlende Koexpression in der Kolokalisationsanalyse ausgeschlossen werden, denn

Cte-eya wird noch weiter anterior exprimiert als Cte-tdo2 (Abb. 30 I-N).

A Cte-eya B Cte-eya Abbildung 31: Expression von Cte-eya (Dig-UTP-Sonde) und Cte-
r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 9 von C. teleta bei zweifarbiger

v N \f WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen (C-G). A, C-H: Dorsal-

v A : 6 ansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior oben, dorsal links,

ventralrechts. A+B:Einzelbilder Cte-eya.C-G:Einzelschnitte.C:Kanal
1: Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert: z-Maximalprojektion Giber gesamten
Bilderstapel. D: Kanal 2: Transmission Cte-eya. E: Kanal 1+2.
F: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf ap. G: Ausschnitt aus
E-Stapel mit Fokus auf Ip. H: Kolokalisationsanalyse tber gesamten
Bilderstapel. ap — Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptor-
zelle Larvalauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-eya-Expression
an. Malstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 um.

D Cte-eya E Cte-r-ops F Cte-r-ops [g
Cte-eya

Cte-eya

G Cte-r-ops

Cte-eya Ip
i |

Im Stadium 9 von C. teleta ist die Expression von Cte-eya im Vergleich zum fritheren Stadium

deutlich reduzierter. Es gibt keinerlei Expression im stomodaealen Bereich mehr, nur anterior
und posterior des Prototrochs finden sich jeweils zwei distinkte, aber schwache Doménen auf der
Dorsalseite der Larve (Abb. 31 A, B, D). Cte-r-ops markiert die zwei Paar Photorezeptorzellen
der Larval- und Adultaugen (Abb. 31 C, E). In der Kolokalisationsanalyse ergibt sich — wie
bereits im vorangegangenen Stadium — keine Koexpression in der Photorezeptorzelle des

Larvalauges, erneut aber in der des Adultauges (Abb. 31 H, auch F, G).
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ACte-eya BCte-eya C Cte-eya Abbildung 32: Expression von Cte-eya (Dig-UTP-Sonde) und Cte-r-
2 = ops (Fluo-UTP-Sonde) im metamorphosierten Stadium von C. teleta

y ! . bei zweifarbiger WMISH im DIK (A-D) und in cLSM-Kanéalen (E-I). A,

‘ ’ C, E-J: Dorsalansicht. Anterior oben. B+D: Lateralansicht. Anterior

% e oben, dorsal links, ventral rechts. A-D: Einzelbilder Cte-eya. C: Aus-

schnittaus A. D: Ausschnitt aus B. E-I: Einzelschnitte. E: Kanal 1: Flu-
oreszenz Cte-r-ops. F: Kanal 2: Transmission Cte-eya. G: Kanal 1+2.

D Cte-eya H: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-r-ops. I: Ausschnitt aus

G-Stapel mit Fokus auf Cte-eya. J: Kolokalisationsanalyse uber ge-

v samten Bilderstapel. ap — Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photo-

% rezeptorzelle Larvalauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-eya-
Expression an. Mastab: A+B: 100 ym. C-G: 50 ym. H-J: 25 um.

Cte-eya G Cte-r-ops

Cte-eya

Im metamorphosierten Stadium von C. teleta ist die anteriore Expression von Cte-eya wieder
groBflichiger geworden. Im Prostomium liegen jeweils lateral zwei symmetrisch verteilte,
langliche Expressionsdoménen, die in ihrem Verlauf an die beiden Loben des Gehirns erinnern.
Mit einer hohen VergroBerung wird erkennbar, dass sich anterior davon noch eine weitere,
sehr feine Expressionsdoméne befindet. Auf der Ventralseite konnen nun zusitzlich auch
noch Transkripte im beiderseits des Darms ausgemacht werden (Abb. 32 A-D, F). Cte-r-ops-
Transkripte markieren beide Photorezeptorzellen der Adultaugen (Abb. 32 E, G) und wie in den
beiden jiingeren Stadien ergibt die Kolokalisationsanalyse eine Koexpression von Cfe-eya und

Cte-r-ops in den Photorezeptorzellen der Adultaugen (Abb. 32 J, auch H, I).

Cte-eya wird also in allen untersuchten Stadien immer in der Photorezeptorzelle der Adultaugen

exprimiert, jedoch nie in der Photorezeptorzelle der Larvalaugen.

3.5.4 Dachshund

Dachshund gehort auch zu den Genen des Pax-Six-Eyes absent-Dachshund-Netzwerkes,
dessen Mitglieder die Entwicklung einer Vielzahl von Geweben beeinflussen (Pappu & Mardon
2004; Silver & Rebay 2005; Firth & Baker 2009). Die Proteinsequenzen von Dachshund sind
zwischen Insekten und Vertebraten hoch konserviert, insbesondere die Doménen DD1 und
DD2 (Davis et al. 1999; Kumar 2009). Ein wichtiger Aspekt der Dachshund-Homologe der

Bilateria ist ihre Expression und Funktion wiahrend der Entwicklung von Photorezeptoren, was
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z. B. durch die Fihigkeit ektopische Augen zu induzieren ebenso verdeutlicht wird wie durch
das Fehlen von Augen bei Nullmutanten in Drosophila (Mardon et al. 1994; Chen et al. 1997,
Pappu et al. 2005; Fernald 2004). Bei P. dumerilii wird Dachshund in den Photorezeptorzellen

der Adultaugen, jedoch nicht in denen der Larvalaugen exprimiert (Arendt et al. 2009).

Bei C. teleta konnte ein 1632 bp langes, putatives Dachshund-Fragment (Cte-dac) gewonnen
werden, welches in ein 544 AS langes Protein translatiert werden kann. Dieses Fragment ist
das Produkt aus verschiedenen PCR-Ansitzen, da konservierte Bereiche in unterschiedlichen
Modellendes JGI gefiihrt wurden. Blast-Suchen in der Datenbank des NCBI und ein beispielhaftes
Alignment zeigen hohe Sequenziibereinstimmungen von Cte-dac mit dem Dachshund anderer

Organismen, insbesondere im Bereich der konservierten Doméinen DD1 und DD2 (8.10).

A Cte-dac B Cte dac Abbildung 33: Expression von Cte-dac (Dig-UTP-Sonde) und

- e Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 4 von C. teleta bei
zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanélen (C-G)
A, C-H: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior
oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-dac. C-G:
Einzelschnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. D: Kanal 2:
Transmission Cte-dac. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel
mit Fokus auf Cte-r-ops. G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf
Cte-dac. H: Kolokalisationsanalyse Uber gesamten Bilderstapel.
ap — Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptorzelle
Larvalauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-dac-Expression an.
MaRstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 ym.

-r-ops F Ci

-dac

e-dac E -
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In dem frithen Stadium von C. feleta ist die Expression von Cte-dac auf wenige, distinkte

Dominen beschridnkt. Zwei sehr feine Doménen liegen in der Horizontalebene sehr weit anterior
und lateral, nahe der Epidermis. Weitere finden sich in unsymmetrischer Verteilung in der
posterioren Korperhilfte der Larve, jeweils sehr nah der Epidermis gelegen (Abb. 33 A, B, D).
Die Expression von Cte-r-ops markiert hier nur die Photorezeptorzelle eines Larvalauges (Abb.
33 C, E) und aus der Kolokalisationsanalyse ergibt sich keine Koexpression von Cte-dac und

Cte-r-ops in der Photorezeptorzelle des Larvalauges (Abb. 33 H, auch F, G).

Im Stadium 9 tauchen weitere Cte-dac-Expressionsdoménen auf. Anterior des Prototrochs

befinden sich nun laterale, klar umrissene aber unsymmetrisch verteilte Domédnen im Bereich
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des sich entwickelnden Gehirns. Im sich entwickelnden ventralen Nervensystem zeigen einzelne
Zellen eine Cte-dac-Expression, ebenso beiderseits des Darms gelegene Zellen auf der Hohe des
Telotrochs. Vereinzelte Transkripte konnen zudem im Stomodaeum ausgemacht werden (Abb.
34 A, B, D). Mit Cte-r-ops werden hier sowohl die Photorezeptorzellen der Larval- als auch der
Adultaugen markiert (Abb. 34 C, E). Das Resultat der Kolokalisationsanalyse ist, dass es auch
in diesem Stadium keine Koexpression von Cte-dac und Cte-r-ops in der Photorezeptorzelle

der Larvalaugen, wohl aber in denen der Adultaugen gibt (Abb. 34 H, auch F, G).

A Cte-dac B Cte-dac Abbildung 34: Expression von Cte-dac (Dig-UTP-Sonde) und Cte-

r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 9 von C. teleta bei zweifarbiger

WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen (C-G). A, C-H: Dorsal-

ansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior oben, dorsal links,

- ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-dac. C-G: Einzelschnitte. C:

Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert: z-Maximalprojektion Uber

gesamten Bilderstapel. D: Kanal 2: Transmission Cte-dac. E: Kanal

1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf ap. G: Ausschnitt aus

E-Stapel mit Fokus auf Ip. H: Kolokalisationsanalyse tber gesamten

Bilderstapel. ap — Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptor-

= zelle Larvalauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-dac-Expression
an. Mafdstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 pm.
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ACte-dac B Cte-dac C Cte-dac Abbildung 35: Expression von Cte-dac (Dig-UTP-Sonde) und
Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im metamorphosierten Stadium von C.
teleta bei zweifarbiger WMISH im DIK (A-D) und in cLSM-Kanalen
(E-1). A, C, E-J: Dorsalansicht. Anterior oben. B+D: Lateralansicht.
Anterior oben, dorsal links, ventral rechts. A-D: Einzelbilder Cte-
b N % dac. C: Ausschnitt aus A. D: Ausschnitt aus B. E-I: Einzelschnitte. E:

“ D 1o Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. F: Kanal 2: Transmission Cte-dac.
b ’ G: Kanal 1+2. H: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-r-ops. I:
Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-dac. J: Kolokalisations-
analyse Uber gesamten Bilderstapel. ap — Photorezeptorzelle
{ Adultauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-dac-Expression an.
& - MaRstab: A+B: 100 ym. C-G: 50 ym. H-J: 25 ym.
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Die Expression von Cte-dac im metamorphosierten Stadium von C. feleta dhnelt der im Stadium
9. Im Gegensatz zu dem vorangegangenen Stadium wird Cte-dac im Prostomium aber nur noch
sehr schwach in vier Zellen exprimiert. Im ventralen Nervensystem ist die Expression dafiir
starker geworden, ebenso in den pygidialen Zellen beiderseits des Darms (Abb. 35 A-D,F, I).
Mit der Cte-r-ops-Expression werden die beiden Photorezeptorzellen der Adultaugen markiert
(Abb. 35 E, G). Durch die Kolokalisationsanalyse wird eine Koexpression von Cte-dac und
Cte-r-ops in den Photorezeptorzellen der Adultaugen wie auch bereits in fritheren Stadien

nachgewiesen (Abb. 35 H, auch I).

Cte-dac wird in allen untersuchten Stadien in der Photorezeptorzelle der Adultaugen exprimiert,

jedoch nie in der Photorezeptorzelle der Larvalaugen.

3.6 Expression weiterer Kandidatengene

3.6.1 Chx10

Chx10 gehort zu der evolutiv alten Klasse der Prd-Gene, die sich durch eine Homeodomine
mit sechs diagnostischen Aminosduren sowie einer ca. 60 AS umfassenden CVC-Doméne
mit bislang unbekannter Funktion auszeichnen. Letztere tragt ihren Namen aufgrund der vier
Gene ceh-10, vsxl, vsx2 und Chx10, bei denen sie zuerst identifiziert wurde (Schneitz et al.
1993; Galliot et al. 1999; Chen & Cepko 2000; Clark et al. 2008). Chx10 spielt eine wichtige
Rolle bei der Entwicklung der Augen der Mammalia und wird z. B. in den bipolaren Zellen
der Retina der Vertebraten exprimiert und ist fiir deren Bildung wichtig und wird mit dem als
Master-Regulator der Augenentwicklung bezeichneten Gen Pax6 wihrend der Entwicklung
koexprimiert (Liang & Sandell 2008; Nilsson & Arendt 2008). Da weiterhin bekannt ist,
dass die Photorezeptorzellen und Pigmentzellen der Larvalaugen bei P. dumerilii Chx10
exprimieren, jedoch nicht die entsprechenden Zellen der Adultaugen (Arendt et al. 2009), ist es

nur konsequent, diese Verhéltnisse auch bei C. teleta zu untersuchen.

Bei C. teleta konnte ein 732 bp langes, putatives ChxI0-Fragment (Cte-chx10) gewonnen
werden, welches in ein 243 AS langes Protein translatiert werden kann. Blast-Suchen in der
Datenbank des NCBI und ein beispielhaftes Alignment zeigen hohe Sequenziibereinstimmungen
von Cte-chx 10 mitdem Chx( anderer Organismen, insbesondere im Bereich der Homeodoméne

(8.11). Im Vergleich mit dem Genmodell des JGI weist die Sequenz des Klones Abweichungen
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an zwei Wobblepositionen sowie in acht AS auf. Zusitzlich befindet sich in der Sequenz
des Modells des JGI ein 32 AS langer Abschnitt, der so nicht in der Sequenz meines Klones
vorhanden ist. Hierbei ist allerdings ein fehlerhaft zusammengesetztes Modell denkbar, da Teile
dieses Abschnittes exakt mit vorangegangenen Sequenzbereichen iibereinstimmen, andere Teile

exakt mit nachfolgenden Sequenzbereichen.

A Cte-chx10 B Cte chx10 Abbildung 36: Expression von Cte-chx10 (Dig-UTP-Sonde)
und Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 4 von C. teleta bei
zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanélen (C-G).
A, C-H: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior
oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-chx10.
C-G: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert:
z-Maximalprojektion Uber gesamten Bilderstapel. D: Kanal 2:
Transmission Cte-chx10. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-
Stapel mit Fokus auf ap. G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus
auf Ip. H: Kolokalisationsanalyse Uber gesamten Bilderstapel.
ap — Photorezeptor Adultauge. Ip — Photorezeptor Larvalauge.
Mafstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 ym.

Cte-chx10 E Cte-r-ops ‘e-r-ops Igl
Cte-chx10 hx10

Im frithen Stadium von C. teleta ist die Expression von Cte-chx10 deutlich umrissen und auf
sehr wenige apikale Zellen beschrinkt (Abb. 36 A, B, D). Die Cte-r-ops-Expression markiert
die Photorezeptorzellen der Larval- und Adultaugen (Abb. 36 C, E, auch F, G). Durch
die Kolokalisationsanalyse kann keine Koexpression von Cte-r-ops und Cte-chx10 in den

Photorezeptorzellen festgestellt werden (Abb. 36 H).

Im Stadium 9 exprimieren anterior des Prototrochs deutlich mehr Zellen Cte-chx10. Transkripte
finden sich erneut in apikalen Zellen und in Zellen, die sich von diesem Punkt ausgehend auf
die Dorsal- und Ventralseite der Larve erstrecken sowie in Zellen im ventralen Nervensystem
(Abb. 37 A, B, D). Cte-r-ops markiert in diesem Stadium die Photorezeptorzellen der Larval-
und Adultaugen (Abb. 37 C, auch E-G). Die Kolokalisationsanalyse ergibt eine Koxexpression
von Cte-r-ops und Cte-chx10 in den Photorezeptorzellen der Adultaugen, jedoch nicht in denen

des Larvalauges (Abb. 37 H).
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A Cte-chx10 B Cte-chx10 Abbildung 37: Expression von Cte-chx10 (Dig-UTP-Sonde)
und Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 9 von C. teleta bei
zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen (C-G).
A, C-H: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior
oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-chx10.
C-G: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert:
z-Maximalprojektion Uber gesamten Bilderstapel. D: Kanal 2:
Transmission Cte-chx10. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-
Stapel mit Fokus auf ap. G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus
auf Ip. H: Kolokalisationsanalyse Uber gesamten Bilderstapel.
ap — Photorezeptor Adultauge. le — Photorezeptor Larvalauge.
MaRstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 ym.
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Im metamorphosierten Stadium von C. feleta findet sich im Gegensatz zu jlingeren Stadien keine
Expression mehr von Cte-chx10 im ventralen Nervensystem und anterior ist sie beschrankt
auf vier, symmetrisch verteilte Zellen auf der Dorsalseite des Tieres. Zusdtzlich finden
sich Transkripte in einem Teil des Oesophagus (Abb. 38 A-D, F, I). Cte-r-ops markiert die
Photorezeptorzellen der Adultaugen (Abb. 38 E, G). Das Resultat der Kolokalisationsanalyse
von Cte-chx10 und Cte-r-ops ist eine Koexpression beider Gene in der Photorezeptorzelle des

Adultauges (Abb. 38 J, auch H).

A B C Cte-chx10 Abbildung 38: Expression von Cte-chx10 (Dig-UTP-Sonde) und
Cte‘S-”{QO Cte-cax10 Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im metamorphosierten Stadium von C.
b ) X % teleta bei zweifarbiger WMISH im DIK (A-D) und in cLSM-Kanalen (E-

\ ). A, C, E-J: Dorsalansicht. Anterior oben. B+D: Lateralansicht. An-

terior oben, dorsal links, ventral rechts. A-D: Einzelbilder Cte-chx10.
C: Ausschnitt aus A. D: Ausschnitt aus B. E-I: Einzelschnitte. E: Ka-
nal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. F: Kanal 2: Transmission Cte-chx10.
G: Kanal 1+2. H: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-r-ops.
I: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-chx70. J: Kolokalisa-
tionsanalyse Uber gesamten Bilderstapel. ap — Photo-rezeptorzelle
Adultauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-chx10-Expression an.
MaRstab: A+B: 100 ym. C-G: 50 ym. H-J: 25 ym.

Cte-chx10
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Cte-chx10 wird in den untersuchten Stadien nie in den Photorezeptorzellen der Larvalaugen
exprimiert, dafiir aber in den entsprechenden Zellen der Adultaugen im Stadium 9 und im

metamorphosierten Stadium.

3.6.2 Single-minded

Bei Single-minded handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der zur Familie der bHLH-
PAS-Proteine (basic-helix-loop-helix/Per-ARNT-Sim) gehort. Diese kontrolliert eine Vielzahl
von entwicklungsbiologischen und physiologischen Vorgingen wie circadiane Rhythmik,
Neurogenese oder Toxinmetabolismus und ist durch das Vorhandensein einer bHLH-Domine
und einer PAS-Domine charakterisiert (Nambu et al. 1991; Crews 1998; Gu et al. 2000;
Coumailleau et al. 2003). Single-minded spielt eine Schliisselrolle bei der Entwicklung der
Zellen der Mittellinie und des zentralen Nervensystems bei Drosophila und ist auch bei der
Entwicklung des zentralen Nervensystems in der Maus von Bedeutung (Crews & Fan 1999;
Coumailleau & Duprez 2009). Auch wenn Single-minded vermutlich keine zentrale Rolle bei der
Augenontogenese spielt, so ist es doch an der Entwicklung des optischen Systems in Drosophila
beteiligt und wird, in sich entwickelnden Augenscheiben gefunden (Pielage ef al. 2002; Umetsu
et al. 2006) und kann bei ektopischer Expression mit dem Gen fish scheinbar synergistisch die
Augenentwicklung beeinflussen (Ma et al. 2000). Zusétzlich wird es in den Augen von Adulti
von Danio rerio (Wen et al. 2002) und in den Photorezeptor- und Pigmentzellen der Larvalaugen
von P. dumerilii, jedoch nicht in den Zellen seiner Adultaugen exprimiert (Guy 2008; Arendt
et al. 2009). Diese Beispiele machen Single-minded zu einem interessanten Kandidaten fiir

Untersuchungen in C. teleta.

Bei C. teleta konnte ein 1131 bp langes, putatives Single-minded-Fragment (Cte-sim) gewonnen
werden, welches in ein 377 AS langes Protein translatiert werden kann. Blast-Suchen in der
Datenbank des NCBI und ein beispielhaftes Alignment zeigen hohe Sequenziibereinstimmungen
von Cte-sim mit dem Single-minded anderer Organismen, insbesondere im Bereich der
bHLH- und der PAS-Doméne (8.12). Im Vergleich mit dem Modell des JGI weist die Sequenz
meines Klones Abweichungen an drei Wobblepositionen und einer AS auf. Da letztere aber
durch weitere Klone bestitigt wird, wird hier auf einen geringfiigigen Polymorphismus

geschlossen.

Die Expression von Cte-sim im frithen Stadium von C. teleta ist anterior beschriankt auf zwei

sehr feine und distinkte laterale Doméanen. Zusétzlich dazu findet sich eine weitaus starkere und
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sehr weitldufige Expression, die ab der Hélfte der Larve einseitig den kompletten posterioren
Bereich einnimmt. Diese Expressionsdoméne erstreckt sich dabei vom ventralen Nervensystem
fast bis zur Dorsalseite der Larve (Abb. 39 A, B, D). In diesem frithen Stadium wird mit Cte-
r-ops nur eine larvale Photorezeptorzelle markiert (Abb. 39 C, E). Die Kolokalisationsanalyse
bestitigt, dass keine Koexpression von Cte-sim und Cte-r-ops in der Photorezeptorzelle des

Larvalauges vorliegt (Abb. 39 H, auch F, G).

A Cte-sim B Cte-sim Abbildung 39: Expression von Cte-sim (Dig-UTP-Sonde) und
; A Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 4 von C. teleta bei
zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen (C-G).
A, C-H: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior
oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-sim.
C-G: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. D: Kanal
2: Transmission Cte-sim. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel
mit Fokus auf Cte-r-ops. G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus
auf Cte-sim. H: Kolokalisationsanalyse Uber gesamten
Bilderstapel. Ip — Photorezeptorzelle Larvalauge. Pfeilspitzen
zeigen schwache Cte-sim-Expression an.
MaRstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 ym.

A Cte-sim B Cte-sim Abbildung 40: Expression von Cte-sim (Dig-UTP-Sonde) und Cte-
A B N N r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 9 von C. teleta bei zweifarbiger

» ' WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen (C-G). A, C-H: Dorsal-

: ansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior oben, dorsal links,

b - ' ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-sim. C-G: Einzelschnitte.

C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-rops. Insert: z-Maximalprojektion
Uber gesamten Bilderstapel. D: Kanal 2: Transmission Cte-sim.
E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf ap.
G:Ausschnittaus E-Stapel mit Fokus auflp. H: Kolokalisationsanalyse
Uber gesamten Bilderstapel. ap — Photorezeptorzelle Adultauge. Ip —
Photorezeptorzelle Larvalauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-
sim-Expression an. Maf3stab: A-E: 50 ym. F-H: 25 ym.

Cte-sim E Cte-r-ops |
Cte-sim
¥ ap Kolok

Die beiden feinen anterioren Expressionsdomédnen von Cte-sim aus dem frithen Stadium

bestehen scheinbar im Stadium 9 fort und es finden sich weitere in direkter Nachbarschaft.
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Die iiberaus dominante, posteriore Expressionsdoméne ist nicht mehr vorhanden, der posteriore
Bereich der Larve ist komplett frei von Cte-sim-Expression. Dafiir finden sich nun zwei distinkte
Areale latero-ventral des Stomodaeums mit Cte-sim Expression (Abb. 40 A, B, D). In diesem
Stadium werden durch die Cte-r-ops-Expression beide larvalen und adulten Photorezeptorzellen
markiert (Abb. 40 C, auch E). Aus der Kolokalisationsanalyse ergibt sich weiterhin keine
Koexpression von Cte-sim und Cte-r-ops in der larvalen Photorezeptorzelle, dafiir aber in der

Photorezeptorzelle des Adultauges (Abb. 40 H, auch F, G).

Auch im metamorphosierten Stadium von C. feleta findet sich eine feine anteriore Cte-sim-
Expression, jetzt allerdings nur noch auf einer Korperseite und weiter dorsal gelegen als
in fritheren Stadien. Die weiteren Expressionsdomédnen in der direkten Nachbarschaft in
vorangegangenen Stadien treten nicht mehr auf. Die Expression im Bereich des Stomodaeums
aus dem Stadium 9 hat sich hier vergroBert und nimmt nun mehr Raum ein (Abb. 41, A-D,
auch F, I). Die Cte-r-ops-Expression markiert in diesem Stadium die beiden Photorzeptorzellen
der Adultaugen (Abb. 41 E, G) und die Kolokalisationsanalyse ergibt wie im Stadium 9 eine
schwache Koexpression von Cte-r-ops und Cte-sim in der Photorezeptorzelle des Adultauges

(Abb. 41 J, auch H).

A Cte-sim B Cte-sim C Cte-sim Abbildung 41: Expression von Cte-sim (Dig-UTP-Sonde) und Cte-r-
A A ops (Fluo-UTP-Sonde) im metamorphosierten Stadium von C. teleta

‘ bei zweifarbiger WMISH im DIK (A-D) und in cLSM-Kanéalen (E-I).

5 “ =~ A, C, E-J: Dorsalansicht. Anterior oben. B+D: Lateralansicht. An-

terior oben, dorsal links, ventral rechts. A-D: Einzelbilder Cte-sim.
E-I: Einzelschnitte. E: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert: z-Maxi-

Cte-r-ops. I: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-sim. J: Kolo-
kalisationsanalyse uber gesamten Bilderstapel. ap — Photorezeptor-
zelle Adultauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-sim-Expression
an. Mafistab: A+B: 100 ym. C-G: 50 ym. H-J: 25 um.

J ; t D Cte-sim malprojektion Uber gesamten Bilderstapel. F: Kanal 2: Transmission
SRl Cte-sim. G: Kanal 1+2. H: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf
g =

_F

In den untersuchten Stadien wird Cte-sim stets in der Photorezeptorzelle des Adultauges, aber

nicht in der Photorezeptorzelle des Larvalauges exprimiert.
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3.6.3 Lhx2/9

Eine weitere Unterfamilie der Homeobox-Gene ist die der LIM-Homeobox-Gene, deren
Mitglieder in sechs Gruppen eingeteilt werden konnen und durch zwei LIM-Doménen und
die Homeodomiéne charakterisiert sind. Die LIM-Doméne ist nach den Genen [lin-11, islet-1
und mec-3 benannt und wichtig fiir Protein-Protein Interaktionen. Die evolutiv alten Lhx-
Transkriptionsfaktoren sind an einer Vielzahl von Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen
sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten beteiligt. Dazu gehoren z. B. die Entwicklung von
GliedmalBen, Augen, die Spezifizierung neuronalen Gewebes und die neuronale Verkniipfung
sensorischer Strukturen (Porter ef al. 1997; Bach 2000; Hobert & Westphal 2000; Holland et
al. 2007; Farfan et al. 2009; Srivasta et al. 2010). Fiir P. dumerilii ist bekannt, dass Lhx2 zwar
in den Photorezeptor- und Pigmentzellen der Larvalaugen, aber nicht denen der Adultaugen

exprimiert wird (Arendt et al. 2009).

Bei C. teleta konnte ein 834 bp langes Fragment eines LIM-Homeobox-Gens kloniert werden,
welches in ein 278 AS langes Protein translatiert werden kann. Die Sequenz von C. feleta wurde
mit MAFFT unter der E-INS-i Option mit Sequenzen verschiedener Typen von LIM-Homeobox
Genen von Vertretern der Bilateria aligniert. Positionen mit vielen Gaps wurden manuell aus dem
Alignment entfernt. Die Wahl des besten Substitutionsmodells und die Maximum Likelihood
Analyse (CAT Modell fiir rapid bootstraping, automatischer Abbruch nach 250 replicates,
DAYHOFFF Modell fiir ML Suche) erfolgte mit RaXML 7.04. In der phylogenetischen Analyse
(8.13) clustert die Sequenz gut gestiitzt zusammen mit dem Gen Pdu-lhx2 von P. dumerilii und
Lhx2 und Lhx9 Genen von Vertebraten. Es handelt sich um ein Ortholog zu diesen Genen und
erhilt die Bezeichnung Cte-/hx2/9. Im Vergleich mit dem Genmodell des JGI weicht die Klon-
sequenz an zwei Wobblepositionen und in zwei anderen AS ab, die durch weitere Klone nicht

bestitigt werden. Insofern wird hier auf einen PCR- bzw. Sequenzierartefakt geschlossen.

In dem frithen Stadium von C. teleta ist die Expression von Cte-lhx2/9 auf wenige apikale,
symmetrisch verteilte Zellen nahe der Epidermins beschrinkt (Abb. 42, A, B, D). Cte-r-ops
markiert in diesem Stadium sowohl die Photorezeptorzellen der Larvalaugen als auch der
Adultaugen (Abb. 42 C, E). Die Kolokalisationsanalyse ergibt eine Koexpression von Cte-lhx2/9
und Cte-r-ops in der Photorezeptorzelle des Adultauges, jedoch nicht in der des Larvalauges

(Abb. 42 H, auch F, G),
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A Cte-Ihx2/9 B Cte-lhx2/9 Abbildung 42: Expression von Cte-lhx2/9 (Dig-UTP-Sonde)
. ‘ und Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 4 von C. teleta bei
. zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanalen (C-G).
: A, C-H: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior
oben, dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-lhx2/9.
C-G: Einzelschnitte. C: Kanal 1: Fluoreszenz Cte-r-ops. D: Kanal
2: Transmission Cte-lhx2/9. E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus
- E-Stapel mit Fokus auf ap. G: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus
auf Ip. H: Kolokalisationsanalyse uber gesamten Bilderstapel.
ap — Photorezeptorzelle Adultauge. Ip — Photorezeptorzelle
Larvalauge. Mal3stab: A-E: 50 ym. F-H: 25 pm.

_ Cte-lhx2/9 E Cte-rr-ops F Cte=

hx2/9 Ci

Im Stadium 9 von C. feleta finden sich Transkripte von Cfe-lhx2/9 erneut nur in wenigen apikalen
Zellen, etwas dorsaler als im vorangegangenen Stadium (Abb. 43 A, B, D). Transkripte von
Cte-r-ops markieren die Photorezeptorzellen von Adult- und Larvalaugen (Abb. 43 C, E). Aus
der Kolokalisationsanalyse von Cte-r-ops und Cte-lhx2/9 resultiert erneut eine Koexpression
der Gene in der Photorezeptorzelle des Adultauges, jedoch abermals nicht der des Larvalauges

(Abb. 43 H, auch F, G).

A Cte-lhx2/9 B Cte-lhx2/9 Abbildung 43: Expression von Cte-lhx2/9 (Dig-UTP-Sonde)
und Cte-r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im Stadium 9 von C. feleta bei
" < zweifarbiger WMISH im DIK (A+B) und in cLSM-Kanélen (C-G). A,
C-H: Dorsalansicht. Anterior oben. B: Lateralansicht. Anterior oben,
dorsal links, ventral rechts. A+B: Einzelbilder Cte-lhx2/9. C-G: Einzel-
schnitte.C:Kanal1:Fluoreszenz Cte-r-ops. Insert:z-Maximalprojektion
Uber gesamten Bilderstapel. D: Kanal 2: Transmission Cte-lhx2/9.
E: Kanal 1+2. F: Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf ap. G:
Ausschnitt aus E-Stapel mit Fokus auf Ip. H: Kolokalisationsanalyse
Uber gesamten Bilderstapel. ap — Photorezeptorzelle Adultauge. Ip —
Photorezeptorzelle Larvalauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-
Ihx2/9-Expression an. Malstab: A-E: 50 ym. F-H: 25 um.

Cte-lhx2/9 E Cte-r-ops
(",

Cte-lhx2/9
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Im metamorphosierten Stadium von C. feleta ist die Cte-lhx2/9-Expression wie bereits in den
jingeren Stadien auf wenige dorsale Zellen im anterioren Teil des Tieres beschrinkt (Abb. 44
A-D, F). Die Photorezeptorzellen der Adultaugen werden durch die Expression von Cte-r-ops
markiert (Abb. 44 E, G) und die Kolokalisationsanalyse von Cte-/hx2/9 und Cte-r-ops ergibt
dort eine Koexpression beider Gene (Abb. 44 J, auch H, I).

C Cte-lhx2/9 Abbildung 44: Expression von Cte-lhx2/9 (Dig-UTP-Sonde) und Cte-
r-ops (Fluo-UTP-Sonde) im metamorphosierten Stadium von C. teleta

bei zweifarbiger WMISH im DIK (A-D) und in cLSM-Kanalen (E-I) A,

-,y C, E-J: Dorsalansicht. Anterior oben. B+D: Lateralansicht. Anterior

oben, dorsal links, ventral rechts. A-D: Einzelbilder Cte-lhx2/9. C:
Ausschnitt aus A. D: Ausschnitt aus B. E-I: Einzelschnitte. E: Kanal 1:
Fluoreszenz Cte-r-ops. F: Kanal 2: Transmission Cte-lhx2/9. G: Kanal

A B
Cte-Ihx2/9  Cte-lhx2/9

D C te-Ihx2/9

1+2. H: Ausschnitt aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-r-ops. I: Ausschnitt
* aus G-Stapel mit Fokus auf Cte-lhx2/9. J: Kolokalisationsanalyse tiber
;‘* ,p& gesamten Bilderstapel. ap — Photorzeptorzelle Adultauge. Ip — Photo-
\ - rezeptorzelle Larvalauge. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-lhx2/9-

) Expression an. MaRstab: A+B: 100 um. C-G: 50 ym. H-J: 25 pm.

~ Ctedhx2/9 G

=

&

Cte-lhx2/9 wird somit in allen untersuchten Stadien stets in den Photorezeptorzellen der

Adultaugen, jedoch nie in den Photorzeptorzellen der Larvalaugen exprimiert.

3.7 Strukturelle Charakterisierung Cte-ops2-positiver Zellen bei C. teleta

3.7.1 Expression von Cte-ops2

Wie bei Cte-rops ist die Expression des Opsins Cte-ops2 auf wenige Zellen beschrankt. Im jungen
Stadium liegen zwei Cte-ops2 positive Zellen eingesenkt ins Gewebe im anterioren Bereich der
Larve (Abb. 45 A, B, E). Die Zellen nehmen eine mediale Position in der Sagittalebene des
Tieres ein. Im weiteren Verlauf der Ontogenese verlagern sich die Zellen. Im Stadium 9 sind sie
ebenfalls tiefin das Gewebe eingesenkt aber sie liegen weiter posterior kurz hinter dem Prototroch
und in der dorsalen Hélfte des Tieres (Abb. 45 C, D, F). Die Position der Zellen unterscheidet
sich in allen Stadien deutlich von der Lage der Larval- und Adultaugen. Dies deutet darauf hin,

dass C. teleta weitere, von den Augen unabhingige Photorezeptorzellen besitzt.
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Cte-ops2 D _ Cte-ops2 E Cte-ops2

Abbildung 45: Expression von Cte-ops2 (Dig-UTP-Sonde) im Stadium 4 und im Stadium 9 von C. teleta bei ein-
farbiger WMISH im DIK (A-F). A, C, E: Dorsalansicht. Anterior oben. B, D, F: Lateralansicht. Anterior oben, dorsal
links, ventral rechts. A, B, E: Stadium 4. C, D, F: Stadium 9. Pfeilspitzen zeigen schwache Cte-ops2-Expression
an. Mafistab: A-F: 50 pm.

3.7.2 Ultrastrukturelle Untersuchungen

Da Cte-ops?2 in der evolutiven Analyse der Opsine mit anderen r-Opsinen clustert lag es nahe,
die Region der Cte-ops2-Expression ultrastrukturell nach weiteren mikrovilldren Sinneszellen
zu durchsuchen. Diese Suche blieb allerdings ohne Erfolg. Allerdings befindet sich im Stadium
9 in dieser Region eine Gruppe anderer auffilliger Sinneszellen. Diese Zellen liegen posterior
des Prototrochs dorsal dem Gehirn an. Die Zellen besitzen eine grofle intrazelluldre Vakuole,
in die sie eine hohe Zahl von langen, unverzweigten Cilien entsenden (Abb. 46 A, B). Der
Zellkorper ist um den Zellkern herum stark erweitert und reich an rauem endoplasmatischen
Retikulum und Mitochondrien. Raues endoplasmatisches Retikulum zieht allerdings auch in

die diinneren Bereiche der Zellen hinein, die die intrazelludre Vakuole umschliessen.

Die Cilien enstpringen an verschiedenen Stellen von der Wandung der Vakuole (Abb. 46 B).
Sie besitzen einen wohl ausgebildeten Basalkorper, aber keine Cilienwurzeln (Abb. 46 C).
Das Axonem ist basal nach dem 9 x 2 + 2-Muster (Abb. 46 D) aufgebaut. Weiter apikal fehlt
das zentrale Mikrotubulipaar jedoch (Abb. 46 E). Dies stiitzt die Annahme einer sensorischen
Funktion der Cilien, da Reduktionen des Axonems hdufig bei immotilen, sensorischen Cilien
zu beobachten sind (Purschke et al. 2006; Berbari et al. 2009). Die ultrastrukturell untersuchten
Zellen korrespondieren in ihrer Lage sehr gut mit den im Abschnitt 3.2.2 immunhistochemisch
charakterisierten cilidren Sinnesorganen. In dieser Region gibt es auller den beschriebenen
Zellen keine Strukturen, fiir die ein so intensives Tubulin-Signal zu erwarten ist, wie es hier

beobachtet wurde.
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Abbildung 46: Ultrastruktur eines cilidaren Phaosoms dorsal im Gehirn von C. teleta im Stadium 9. A: Das Cyto-
plasma des Zellkérpers (sc cy) ist reich an rauem endoplasmatischem Retikulum (rer) und umschliesst eine mit
Cilien (ci) gefiillte intrazellulare Vakuole (sc v). B: Die Cilien enstpringen an verschiedenen Stellen der Wandung der
Vakuole. C: Die Cilien weisen wohl ausgebildete Basalkérper auf (bb). D: Basal besitzen die Cilien ein vollstandi-
ges Axonem nach dem 9*2+2-Muster. E: Im apikalen Bereich der Cilien weist das Axonem kein zentrales
Mikrotubulipaar auf. mi — Mitochondrien. nu — Zellkern. prc cy — Cytoplasma Photorezeptorzelle. Maf3stab: A: 1 ym.
B: 500 nm. C-E: 200 nm.

3.7.3 Expression von Cfe-ops2 und Antikorperfirbung

Um zu iiberpriifen, ob wirklich diese cilidren Sinneszellen fiir die Expression von Cte-ops?2
verantwortlich sind, wurde die Detektion der Genexpression mit dem immunhistochemischen

Nachweis von acetyliertem o-Tubulin im jungen Stadium und im Stadium 9 kombiniert.
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Abbildung 47: Antikérperfarbungen gegen acetyliertes a-Tubulin und Expression von Cte-ops2 bei einfarbiger
WMISH im Stadium 4 und im Stadium 9 von C. teleta in cLSM-Kanalen (A-E). A-F: Dorsalansicht. Anterior oben.
A-C: Stadium 4. D-F: Stadium 9. A: Kanal 1: Fluoreszenz a-Tubulin. B: Kanal 2: Transmission Cte-ops2. C: Kanal
1+2. D: Fluoreszenz a-Tubulin. E: Kanal 2: Transmission Cte-ops2. F: Kombinierte z-Maximalprojektion jeweils
Uber gesamten Bilderstapel von Kanal 1+2. Mafstab: A-F: 25 ym

Wie zuvor konnten wieder nur zwei Cte-ops2-Signale aber sechs Tubulin-Signale nachgewiesen
werden. Die Cte-ops2-Signale grenzen dabei direkt an ihnen benachbarte Tubulin-Signale an
(Abb. 47 A-F). Die hochauflosende Detektion des Expressionssignals im Reflektionsmodus
(Jékely & Arendt 2007) am cLSM zeigt, dass die Signale dabei zwar nicht iiberlappen, aber
dass das Cte-ops2-Signal das Tubulin-Signal zum Teil umhiillt (Abb. 47 F).

3.8 Ciliire Photorezeptoren bei M. vesiculosum

Fiir M. vesiculosum konnte ausgehend von Material der Branchialkrone ein 1093 bp langes
Fragment eines Orthologs des c-Opsins von P. dumerilii kloniert werden, welches in ein 364 AS
langes Protein translatiert werden kann. Damit handelt es sich um das zweite c-Opsin bei einem

Polychaeten, flir das Expressionsdaten vorliegen.

Das extracerebrale Auge (Richter et al. 2010) von M. vesiculosum hebt sich in unbehandelter
Form durch das dunkle Pigment deutlich von dem helleren Radiolus und den Pinulae der Krone
ab (Abb. 48 A, B). Durch die Behandlung wéhrend einer WMISH verlieren diese Strukturen
jene typische Farbung jedoch (Abb. 48 C). Die Expression von Mve-c-ops ist in Kronenmaterial

von M. vesiculosum scharf umrissen und nur auf den Bereich des Auges beschrinkt (Abb. 48 D).
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Abbildung 48: Expression des ciliaren Opsins Mve-c-ops (Dig-UTP-Sonde) in den Augen der Branchialkrone von
M. vesiculosum bei einfarbiger WMISH im DIK. Distales Ende des Radiolus jeweils links. A+B: Unbehandelte
Praparate. C: Kontrolle. D: Expression Mve-c-ops. a — Auge. p — Pinnulus. rd — Radiolus. Mafistab: A: 200 pm.
B: 20 ym. C+D: 100 um.
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4 Diskussion

4.1 Opsine

Als Photorezeptormolekiile visueller Systeme sind Opsine von immenser Bedeutung. Alle
Sehvorginge im Tierreich basieren auf der Detektion des Lichts durch diesen Typ G-Protein
gekoppelter Rezeptoren (Nilsson 2009; Shichida & Matsuyama 2009). Das erste Opsin wurde
1982 sequenziert (Shichida & Matsuyama 2009). Heute sind bereits liber 1000 bekannt, die
aufgrund der Sequenzevolution konservierter Protein-Interaktionsstellen zu verschiedenen
Gruppen zusammengefasst werden und als spezifische Marker von Photorezeptorzellen in
unterschiedlichen Taxa genutzt werden kdnnen. So exprimieren cilidre und rhabdomerische
Photorezeptorzellen unterschiedliche Opsine (c-Opsine und r-Opsine), die schon sehr friih in der
Evolution der Metazoa, wahrscheinlich in der Stammlinie der Bilateria oder der Cnidaria und
Bilateria entstanden sind (Arendt ef al. 2004; Nilsson 2004; Terakita 2005; Yau & Hardie 2009;
Ullrich-Liiter et al. 2011).

Die meisten Opsine sind von Vertebrata und Arthropoda bekannt. Von Vertretern der
Lophotrochozoa liegen hingegen bisher nur wenige Opsinsequenzen vor, die meisten von
Molluska. Vor diesem Hintergrund ist es auf den ersten Blick erstaunlich, dass im Rahmen dieser
Arbeit im Genom von Capitella teleta, einem liberwiegend im Sediment lebenden Organismus,
acht verschiedene Opsinsequenzen gefunden wurden. Da sieben von ihnen auch aus cDNA
kloniert wurden, ist offensichtlich, dass diese auch tatsdchlich exprimiert werden. Diese hohe
Zahl an Opsinen deckt sich allerdings mit Resultaten bei anderen Invertebraten, bei denen
genomische Daten zur Verfiigung stehen. So wurden auch bei dem Seeigel Strongylocentrotus
purpuratus, bei dem bis vor kurzem keinerlei Photorezeptoren beschrieben waren, sechs
verschiedene Opsine gefunden (Raible et al. 2006; Ullrich-Liiter et al. 2011). Auch bei dem
Gastropoden Lottia gigantea, dessen gesamter Korper dorsal von einer Kalkschale bedeckt ist,
gibt es im Genom den Hinweis auf die Existenz von 13 verschiedenen Opsinen (pers.
Kommunikation Harald Hausen). Bei einzelnen Vertretern der Cnidaria sind sogar bis zu 20
verschiedene Opsine beschrieben (Suga et al. 2008). Der evolutive Ursprung dieser Diversitét
von Opsinen in den einzelnen Organismen kann allerdings sehr unterschiedlich sein. So gehort
die tberwiegende Zahl von Opsinen der Cnidaria einer Gruppe von Sequenzen an, den

Cnidopsinen, die keine Opsine anderer Organismen enthélt (Suga et al. 2008). Diese Opsine
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divergierten somit rein innerhalb der Cnidaria und zu der beobachteten Vielfalt gibt es keine
Entsprechung bei anderen Tieren. Die evolutive Analyse der Opsine von S. purpuratus ergab
dagegen, dass zumindest vier der sechs im Genom vorhandenen Opsine verschiedenen
Opsintypen angehoren (Raible et al. 2006), die sowohl bei anderen Deuterostomia als auch bei
Protostomia vorkommen und deren vergleichende Charakterisierung Hinweise auf den
evolutiven Ursprung verschiedener Photorezeptortypen gibt (Ullrich-Liiter et al. 2011). Wie
spéter diskutiert wird, weisen innerhalb der Protostomia vor allem Lophotrochozoa, zu denen
auch C. teleta gehort, einen dhnlich breiten Fundus an evolutiv alten Opsintypen auf. Sie sind

daher fur die Rekonstruktion der Evolution von besonderem Interesse.

4.1.1 Evolution von Opsinen

Die friihe Evolution der Opsine ist noch in vielen Punkten umstritten (Suga et al. 2008;
Plachetziki et al. 2010). AuBBerhalb der Bilateria sind Opsine bisher nur von Cnidaria bekannt und
die meisten ihrer Opsine, die Cnidopsine besitzen wie dargelegt keine direkten Orthologa
innerhalb der Bilateria. Die Position der wenigen weiteren Opsine von Cnidaria in Opsinbdumen
ist unsicher und der evolutive Zusammenhang zwischen Cnidopsinen und den von Bilateria
bekannten c-Opsinen und r-Opsinen daher umstritten (Koyanagi et al. 2008c; Kozmik et al.
2008). Hier liefert die eigene evolutive Analyse auch keinen weiteren Aufschluss. Einige Autoren
hypothetisieren die Duplikation eines Ur-Opsin noch in der gemeinsamen Stammlinie der
Cnidaria und Bilateria, aus der dann einerseits die c-Opsine und andererseits alle anderen Opsine
inklusive der Cnidopsine hervorgegangen sind (Suga et al. 2008; Nilsson 2009; Vopalensky &
Kozmik 2009). Eng damit verkniipft ist die Frage nach dem Ursprung der cilidren und
rhabdomerischen Photorezeptorzellen, fiir den Suga et al. (2008) zwei mogliche Szenarien
skizzieren, die sich u. a. darin unterscheiden, ob im letzten gemeinsamen Vorfahren der Cnidaria
und Bilateria cilidre und rhabdomerische Photorezeptorzellen bereits getrennt waren oder ob
es eine Photorezeptorzelle gab, die beide Typen vereinte. Fiir eine Klarung sind hier weitere

Untersuchungen notwendig.

Innerhalb der Bilateria sind die Verhiltnisse klarer. Es gibt einige Typen von Opsinen, bei denen
mittlerweile viel dafiir spricht, dass sie schon in der Stammart der Bilateria vorhanden waren und
dann im Laufe der Evolution weiter diversifizierten (Arendt e al. 2004; Terakita 2005; Raible et
al. 2006; Suga et al. 2008). C-Opsine waren lange Zeit zwar nur fiir die Vertebraten bekannt, bei

denen sie z. B. zahlreich zum Farbensehen diversifizierten (Terakita 2005) und bei denen
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zusitzlich auch den c-Opsinen dhnliche, nicht-visuelle Opsine wie Pinopsin oder Encephalopsin
vorhanden sind (Shichida & Matsuyama 2009). Sukzessive wurden c-Opsine auch bei Tunicata
(Kusakabe et al. 2001; Kusakabe & Tsuda 2007) und Echinodermata (Raible et al. 2006)
gefunden. Sehr viel erstaunlicher war aber die Beschreibung des ersten c-Opsins fiir die
Protostomia durch Arendt et al. (2004) bei Platynereis dumerilii und spiter der Fund
eines orthologen Gens bei Apis mellifera durch Velarde et al. (2005) und kiirzlich auch bei
Brachiopoda (Passamaneck ez al. 2011). Diese Opsine gruppieren in den jeweiligen Analysen klar
mitden c-Opsinen der Deuterostomier zusammen und die c-Opsine der Proto- und Deuterostomia
weisen charakteristische, konservierte Sequenzbereiche auf (Velarde et al. 2005; Passamaneck
et al. 2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein weiteres c-Opsin (Mve-c-ops) bei dem
Polychaeten Megalomma vesiculosum gefunden. Fiir C. teleta konnte hingegen kein c-Opsin
gefunden werden. Auch im Genom von Helobdella robusta und L. gigantea gibt es keine
Hinweise auf die Existenz von c-Opsinen (pers. Kommunikation Harald Hausen). Bei C. teleta,
H. robusta und L. gigantea fehlt dieser Opsintyp sicher sekundér und offensichtlich wurden
c-Opsine innerhalb der Annelida und Molluska unabhéngig voneinander reduziert, denn die evo-
lutive Analyse der Opsine zeigt deutlich, dass die c-Opsine von M. vesiculosum und P. dumerilii
einen gemeinsamen Vorldufer gehabt haben und die Annahme einer konvergenten Entwicklung
nicht sparsam wére. Angesichts des positiven Befundes bei M. vesiculosum ist nun klar,
dass c-Opsine innerhalb der Annelida nicht auf die Teilgruppe der Errantia beschrinkt sind, der
P. dumerilii angehort. Die Stellung von M. vesiculosum innerhalb der nach neuen molekularen
Daten gut begriindeten Sedentaria (Struck ez al. 2011), legt vielmehr nahe, dass dieser Opsintyp
innerhalb der Annelida recht weit verbreitet sein kann. Wie spéter diskutiert wird, weisen die
eigenen Befunde daraufhin, dass die Funktion der c-Opsine innerhalb der Annelida variabler

ist, als bisher angenommen wurde.

Im Gegensatz zu c-Opsinen sind r-Opsine seit Langem von Invertebraten bekannt (Yau & Hardie
2009) und als visuelle Photopigmente der Arthropoda und anderer Protostomia zum Teil intensiv
bearbeitet worden. Bei Vertebraten hingegen wurde dieser Opsintyp erst spdt in Form des
Melanopsins entdeckt (Provencio et al. 1998). Dieses wird nicht von den visuellen
Photorezeptorzellen der Retina, sondern in den retinalen Ganglienzellen exprimiert und dient der
circadianen Rhythmik (Kumbalasiri & Provencio 2005; Panda et al. 2005; Hankins et al. 2008).
Innerhalb der Deuterostomia wurden r-Opsine dann auch bei Cephalochordata und
Echinodermata gefunden (Koyanagi ef al. 2005, Raible et al. 2006; Koyanagi & Terakita 2008b;

Ullrich-Liiter et al. 2011). Diese Organismen besitzen jeweils nur einen Vertreter dieses
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Opsintyps. Innerhalb der Protostomia besitzen Vertreter der Arthropoda in der Regel mehrere
verschiedene r-Opsine, die im Zuge der Evolution des Farbensehens diversifizierten (Wakakuwa
et al. 2005; Koyanagi et al. 2008a). Bei Lophotrochozoa sind r-Opsine bekannt aus
Plathelminthes, Molluska und Anneliden (Arendt et al. 2002; Terakita 2005). In der Regel
besitzen die Vertreter dieser Taxa jeweils immer nur ein solches Opsin. Selbst bei Cephalopoda
mit ihren leistungsfahigen Augen gibt es nur wenige Hinweise auf die Existenz paraloger r-
Opsine (Matsui et al. 1988). Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei C. teleta nach intensiver Suche
in den genomischen Ressourcen auch nur ein klares r-Opsin (Cte-r-ops) gefunden. Dieses
gruppiert mit anderen r-Opsinen von Annelida und Lophotrochozoa zusammen und weist auch
den fiir r-Opsine typischen Sequenzabschnitt zwischen der 7. und 8. Helix auf. Klare Hinweise
auf die Existenz mehrere r-Opsine gibt es dagegen im Genom des Clitellaten H. robusta, aber
auch bei P. dumerilii (pers. Kommunikation Gaspar Jékely). Wihrend die evolutive Analyse der
Opsine zeigt, dass die vier Opsine von H. robusta direkt zusammen gruppieren, sind die beiden r-
Opsine von P. dumerilii offensichtlich dlter. Da Cte-r-ops und die Opsine von H. robusta gut
unterstiitzt mit dem erst seit kurzem bekannten Pdu-r-ops3 von P. dumerilii gruppieren, gehen
diese Opsine auf einen Vorldufer in der letzten gemeinsamen Stammart von C. teleta, P.
dumerilii und H. robusta zurlick. Aufgrund der entfernten phylogenetischen Stellung von C.
teleta und P. dumerilii liegt es nahe, dass es sich hier um den Vorfahr der Annelida handelte. Da
Pdu-r-ops I nicht in diese Gruppe von r-Opsinen fallt, waren hier also schon zwei verschiedene -
Opsine (r-opsl und r-ops3) vorhanden. Offensichtlich sind beide Varianten bei P. dumerilii
erhalten geblieben, wogegen r-ops1 in der Linie zu C. teleta und H. robusta verloren gegangen

ist.

Die evolutive Herkunft der zwei weiteren Opsine von C. teleta (Cte-ops2, Cte-ops3), die sehr
gut gestlitzt mit r-Opsinen gruppieren, ist schwer zu beurteilen. Aufgrund der relativ kurzen
Astlingen, sind Cte-ops2 und Cte-ops3 erst vor kiirzerer Zeit aus einem nur ihnen
gemeinsamen Vorldufer hervorgegangen. Ihre Position an der Basis aller r-Opsine spricht gegen
einen direkten Bezug zu anderen r-Opsinen von Lophotrochozoa. Aufgrund des langen Astes bis
zur Aufspaltung kann long branch attraction als Ursache fiir die basale Einordnung aber nicht
ausgeschlossen werden. Gegen eine Stellung innerhalb der bisher bekannten r-Opsine spricht
aber auch die fehlende Ubereinstimmung in dem in allen r-Opsinen hoch konservierten
Sequenzabschnitt zwischen der 7. und 8. Helix. Eventuell kdnnen erst kiinftige Analysen, die
weitere Opsinsequenzen integrieren, genaueren Aufschluss tliber die Evolution dieser Opsine

geben. Aus Perspektive der Evolution von Photorezeptorzellen bleibt es jedoch aullerordentlich
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interessant, dass Cte-ops2 nicht in rhabdomerischen, sondern in cilidren Photorezeptorzellen

exprimiert wird, wie spéter noch diskutiert wird.

Von den Protostomia sind aber auch noch andere Opsine bekannt wie z. B. das Go-Opsin bei
Molluska, welches in cilidren Photorezeptoren exprimiert wird (Kojima et al. 1997; Shichida &
Matsuyama 2009). Diese Go-Opsine existieren auch in Cephalochordata (Koyanagi et al. 2002)
und Echinodermata (Raible et al. 2006), weshalb auch dieser Opsintyp schon im letzten
Vorfahren der Bilateria vorhanden gewesen sein muss. Allerdings gibt es fiir das Vorhandensein
dieses Opsins innerhalb der Annelida keinerlei Hinweise und auch die Suche im Genom von C.
teleta hat keine Hinweise darauf ergeben. Dafiir wurde aber bei C. feleta mit Cte-ops7 das erste
Ortholog von Neuropsin (Opn5) bei einem Protostomier gefunden. Dieses gehdrt zu einer
Gruppe von Opsinen iiber deren Funktion bisher nur sehr wenig bekannt ist, die offensichtlich
ndher mit den Go-Opsinen verwandt sind und die z. B. bei der Maus und bei dem Menschen
beschrieben sind (Tarttelin ef al. 2003; Terakita 2005; Yau & Hardie 2009). Ingesamt fiinf Gene
(Cte-ops4— Cte-ops8) clustern in der eigenen Analyse gut unterstiitzt miteinander und gruppieren
sich in die Neuropsine ein. In der Konsequenz kann die Existenz eines weiteren Opsintyps —
Neuropsin (Opn5) — im letzten gemeinsamen Vorfahren der Bilateria angenommen werden.
Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass die Lophotrochozoa deutlich mehr unterschiedliche und
evolutiv alte Opsintypen aufweisen als die Arthropoda. Auch wenn funktionelle Daten oft noch
fehlen sind die Lophotrochozoa daher besonders interessant fiir die Rekonstruktion der Evolution
von Photorezeptorzellen. Aus dem Vergleich von Photorezeptorzellen von Lophotrochozoa und
Vertebrata lassen sich besser Hypothesen zum Grundmuster der Bilateria ableiten als bei einem

Vergleich mit Arthropoda.

4.2 Larval- und Adultaugen von C. feleta und P. dumerilii im Vergleich

Die Homologie von Larval- und Adultaugen innerhalb der Annelida ist nicht klar und anhand
rein struktureller Daten bisher nicht abschliessend zu bewerten. Es bietet sich ein integrativer
Vergleich eines sedentiren Polychaeten (C. teleta) mit einem erranten Polychaeten (P. dumerilii)
auf der Grundlage von ultrastrukturellen Daten sowie den Opsinen und anderen molekularen
Markern an, haben sich doch z. B. Opsine als probater Marker fiir Photorezeptorzellen erwiesen
(Arendt 2003; Passamaneck et al. 2011; Ullrich-Liiter ez al. 2011) Dafiir spricht auch das bereits

diskutierte Vorhandensein von zwei r-Opsinen (r-ops3, r-ops1) innerhalb der Annelida.
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Sowohl auf molekularem als auch auf ultrastrukturellem Niveau gibt es jeweils deutliche
Ubereinstimmungen zwischen den Larval- bzw. Adultaugen von C. teleta und P. dumerilii, die

Befunde decken sich aber nicht komplett.

Die Ultrastruktur der Larvalaugen von C. feleta dhnelt der von P. dumerilli stark. Es handelt sich
in beiden Fallen um einfach aufgebaute, rhabdomerische, inverse Pigmentbecheraugen (Rhode
1992, 1993), wie sie auch bei Larven vieler anderer Anneliden zu finden sind (Purschke et al.
2006). Strukturell betrachtet gibt es Evidenzen fiir eine Homologie (Bartolomaeus 1992). Die
Adultaugen wiederum sind klar von den Larvalaugen abgrenzbar und es gibt Ubereinstimmungen
zwischen beiden Taxa. Sowohl bei P. dumerilii als auch bei C. teleta handelt es sich um
multizellulédre, rhabdomerische, everse Augen, die bei C. feleta aber kleiner sind. Im Fall von P,
dumerilii enthélt die Photorezeptorzelle des Adultauges zudem noch Pigmentgranula die weder in
eigenen Untersuchungen noch durch Rhode (1993) bei C. feleta beobachtet wurden. Die
Stiitzzellen formen bei P. dumerilii zusitzlich eine ausgeprigte Linse. Die Ontogenese der
Adultaugen unterscheidet sich zwischen C. teleta und P. dumerilii. Wahrend die Adultaugen von
C. teleta sehr friih entstehen und nicht erst nach der Metamorphose der Larven wie von Rhode
(1993) angenommen und lange unpigmentiert sind, entstehen die Adultaugen von P. dumerilii
spét in der Ontogenese und weisen direkt eine Pigmentierung auf. Die verfiigbaren strukturellen
Daten liefern hier also keine deutlichen Hinweise auf Homologien, weshalb sie mit molekularen

Daten kombiniert werden.

Unterschiede zwischen den Larval- und Adultaugen bei C. teleta spiegeln sich auch auf
molekularer Ebene wieder. Von den untersuchten Genen werden nur drei iiberhaupt in den
Photorezeptorzellen der Larvalaugen exprimiert, Cte-r-ops, Cte-sprund Cte-VAChT, wobei Cte-
VAChT exklusiv in den Photorezeptorzellen der Larvalaugen exprimiert wird. Die Gene Cte-
chx10, Cte-dac, Cte-eya, Cte-FVRI, Cte-Gqa., Cte-lhx2/9, Cte-pax6, Cte-sim, Cte-six1/2 werden
exklusiv in den Photorezeptorzellen der Adultaugen exprimiert. Cte-r-ops und Cte-spr werden
sowohl in den Photorzeptorzellen der Larvalaugen als auch in denen der Adultaugen exprimiert.
Cte-tdo2 wird zunichst nur in der Pigmentzelle und zu einem spéteren Zeitpunkt in der
Photorezeptorzelle des Adultauges exprimiert. Auch bei P. dumerilii unterscheiden sich die
Larval- und Adultaugen deutlich auf molekularer Ebene (Guy 2008). Zum Teil decken sich diese
Befunde, aber es gibt auch Unterschiede zwischen beiden Arten, weshalb eine differenzierte

Betrachtung nétig ist.
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4.2.1 Transmitter und Neuropeptide

In den untersuchten Stadien von C. teleta waren stets nur die Photorezeptorzellen der
Larvalaugen Cte-VAChT-positiv, die der Adultaugen jedoch nie. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit den Daten von Jékely et al. (2008), welche die Photorezeptorzelle des Larvalauges
von P. dumerilii u. a. durch VAChT-Expression als cholinerg und das Larvalauge der Phototaxis
dienend identifiziert haben. Im Fall von P. dumerilii haben Jékely et al. (2008) gezeigt, dass ein
axonaler Kontakt zwischen der Photorezeptorzelle des Larvalauges und einzelnen, multiciliéiren
Zellen des Protrotrochs besteht. Der Cilienschlag dieser Zellen éndert sich in Abhédngigkeit von
der Belichtung der Photorezeptorzelle und bestimmt die Schwimmrichtung der Larve und ist an
Acetylcholin gekoppelt. Deshalb wurde mit einem einfachen Versuchsaufbau die Phototaxis
frither Larvenstadien von C. teleta in Ab- und Anwesenheit des Acetylcholin-Antagonisten
a-Bungarotoxin untersucht. Das Resultat dieser qualitativen Experimente ist, dass wie auch bei
P. dumerilii die Phototaxis und das zielgerichtete Schwimmen der Larven von C. teleta durch
a-Bungarotoxin gehemmt wird, allerdings erst bei etwa 10-fach hoherer Konzentration des
Blockers (500 nM). Da hier verschiedenste Faktoren wie z. B. Dicke der Kutikula oder Anzahl
der entsprechenden Rezeptoren eine Rolle spielen kdnnen, bleibt eine Erkldrung fiir die
Unterschiede in der Konzentration spekulativ. Auch wenn die ultrastrukturellen Daten fiir einen
Zellausldufer der Photorezeptorzelle des Larvalauges nicht ganz eindeutig sind, so zieht er doch
in Richtung des Prototroch, was angesichts der Situation bei P. dumerilii eine direkte Innervation
multicilidrer Zellen des Prototrochs auch bei C. teleta durchaus wahrscheinlich macht. Die
Ergebnisse lassen grundsitzlich auf eine Regulierung der Phototaxis bei C. teleta durch die
Photorezeptorzellen des Larvalauges unter Beteiligung von Acetylcholin schlieSen, wohingegen
eine Beteiligung der in den untersuchten Stadien zudem unpigmentierten Adultaugen
unwahrscheinlich ist. Anhand der vorliegenden Daten fiir P. dumerilii und C. teleta eine
cholinerge Natur der Larvalaugen von Anneliden hypothetisieren. Fiir P dumerilii gibt Guy
(2008) auch Hinweise auf eine glutamerge Natur der Adultaugen durch den vesikuldren
Glutamat-Transporter, einen Neurotransmitter, der u. a. an der Einlagerung von Glutamat in
synaptische Vesikel beteiligt ist und als Marker fiir glutamerge Neuronen genutzt werden kann
(Bai et al. 2001). Bei der Uberpriifung der Sequenzdaten von C. teleta konnte ein Kandidat
ausgemacht werden (jgi|Capcal|177109|estExt Genewisel1Plus.C 170134), dessen Orthologie

und Expression aber experimentell zu iiberpriifen sind.
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Das FMFRamid dhnliche Neuropeptid Cte-F'VRI wird bei C. teleta nur in der Photorezeptorzelle
des Adultauges im Stadium 9 mit dem r-Opsin Cte-r-ops koexprimiert. Auch wenn die genaue
Funktion von FVRIamid derzeit noch unbekannt ist, so findet es sich doch ebenfalls bei P,
dumerilii (Guy 2008; Jékely et al. 2008) in den Photorezeptorzellen der Adultaugen, wodurch
eine weitere Verbreitung innerhalb der Annelida und eine konservierte Funktion denkbar ist.
Prinzipiell scheint FVRIamid weiter verbreitet zu sein, da sich z. B. ein addquates Modell
(jgi|Lotgil1|228288|estExt fgenesh2 pg.C sca 20198) auch im Genom des Mollusken L.
gigantea findet.

4.2.2 Das RDGN-Netzwerk in der Augenentwicklung bei Annelida

Nach Jemc & Rebay (2007) zeichnen sich die Mitglieder des RDGN-Netzwerkes Pax-Six-
Eyes absent-Dachshund bei Drosophila u. a. dadurch aus, dass das Resultat eines Verlustes der
Genfunktion vollig fehlende oder defekte Augen sind und das ektopische Augen durch eine
Fehlexpression induziert werden kdnnen. Allerdings greifen Kozmik e al. (2007) auf den Begriff
Pax-Six-Eyes absent-Dachshund-Netzwerk (PSEDN) zuriick, um zu verdeutlichen, dass diese

Gene auch bei anderen Entwicklungsprozessen eine wichtige Rolle spielen.

Auch bei vielen anderen Organismen nehmen diese Gene eine bedeutende Funktion in der
Augenentwicklung ein, auch wenn scheinbar nicht immer alle der Gene beteiligt sein miissen
(Yang et al. 2009a, 2009b). Bei Annelida gibt es offensichtlich deutliche Unterschiede
zwischen Larval- und Adultauge. Sowohl bei C. teleta als auch P. dumerilii unterscheidet sich
die Expression von Pax6, Six, Eyes absent und Dachshund in Larval- und Adultaugen deutlich.
Bei C. teleta werden diese Gene ausschlielich in den Photorezeptorzellen der Adultaugen
exprimiert, jedoch nicht in denen der Larvalaugen. Drei der Gene (Six, Eyes absent und
Dachshund) sind bei P dumerilli ebenfalls adultaugenspezifisch, Pax6 jedoch
larvalaugenspezifisch (Guy 2008). Damit scheint die Entwicklung der Larvalaugen von C. teleta
vollsténdig und bei P. dumerilii weitgehend nicht mehr auf die Aktivitdt der RDGN-Gene in den
Zellen angewiesen zu sein. Vor dem Hintergrund, dass alle vier Gene bei C. teleta nicht in der
larvalen Photorezeptorzelle selbst, aber in relativer Ndahe dazu exprimiert werden, ist allerdings
die Argumentation von Baker & Firth (2011) interessant. Dieser zufolge konnen Mitglieder des
RDGN-Netzwerkes dynamisch durch Zell-Zell-Signale reguliert werden und die Auspriagung der
Augen kann durch sekundére Transkriptionsfaktoren bestimmt werden, die selbst keine RDGN-

Gene sind, wohl aber ein priméres Ziel derselben. Dafiir wiirde auch sprechen, dass Winchell
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et al. (2010) fiir Neanthes arenaceodentata (Annelida) keine Dachshund-Expression in den

sich entwickelnden Augen nachweisen konnten, wohl aber in peripheren Zellen davon.

4.2.2.1 Pax6

Durch seine scheinbar essentielle Funktion bei der Augenentwicklung in verschiedenen
Organismen und der Féhigkeit ektopische Augenbildung zu induzieren wird Pax6 hiufig als
Master-Regulator oder master control gene der Augenentwicklung der Bilateria bezeichnet
und ist bei allen bisher untersuchten Bilateria mit der Augenentwicklung verkniipft (Gehring &
Ikeo 1999; Ashery-Padan & Gruss 2001; Gehring & Seimiya 2010). Allerdings wird dieser
Begriff von anderen Autoren abgelehnt, da er eine Stellung von Pax6 an der Spitze einer
Genkaskade impliziert (Fernald 2000; Vopalensky & Kozmik 2009) und eine exklusive Funktion
von Pax6 bei der Entwicklung von Photorezeptorzellen wird diskutiert (Simpson & Price 2002;
Arendt 2003). Die Larvalaugen von C. teleta und die Adultaugen von P. dumerilii sind nicht der
einzige Fall, bei dem Pax6 nicht exprimiert wird. So gibt es z. B. keine Expression von Pax6 in
den Hesse-Organen und den Joseph-Zellen von Branchiostoma floridae (Glardon et al. 1998),
in sich regenerierenden Augen von Planarien (Pineda et al. 2002) oder in sich entwickelnden
Augen von Limulus polyphemus (Blackburn et al. 2008). Zudem wird zumindest fiir Lineus
viridis von Loosli et al. (1996) eine Expression von Pax6 in den Augen zur Disposition gestellt,
da sie nur durch eine Expression in der Augenregion allgemein begriindet wire. Angesichts einer
Pax6-unabhédngigen Entwicklung der Joseph-Zellen und Hesse-Organe von Branchiostoma
hat Friedrich (2006) eine Beteiligung von Pax6 bei der Differenzierung visueller Organe in
Abhingigkeit von ihrer Komplexitit diskutiert, dieses aber bedingt durch die Expression von
Pax6 im Larvalauge von P. dumerilli verworfen. Auch die Expression von Pax6 im relativ
einfach gebauten Auge von C. teleta spricht nicht flir diese Hypothese. Die genannten Beispiele
zusammen mit den Daten von C. feleta untermauern die Zweifel an einer master control gene-
Funktion bzw. die Stellung von Pax6 an der Spitze einer Kaskade. Kozmik (2005) geht davon
aus, dass sich die heutigen Pax2 und Pax6 Gene von einem PaxB der Cnidaria ableiten und
durch Verdanderung bzw. Verlust einzelner Domdnen Funktionen bei der Expression von
Opsinen, der Augenmorphogenese und bei der Pigmentierung iibernahmen, was z. B. durch
die Expression eines Pax2/5/8-Orthologs exklusiv in der Pigmentzelle der Adultaugen von P.
dumeriliiunterstrichen wird (Guy 2008). In den genomischen Daten von C. teleta konnte bei einer
Uberpriifung derselben ein Kandidat (jgi|Capcal|119889je gw1.819.21.1) fiir ein Pax2/5/8-
Ortholog ausgemacht werden. Ob es sich dabei wirklich um ein Pax2/5/8-Ortholog handelt und



Diskussion 94

ob dieses eventuell sogar in der Pigmentzelle der Larvalaugen von C. feleta exprimiert wird, gilt
es in weiteren Experimenten zu iiberpriifen. Hinsichtlich der Frage, wer anstelle von Pax6 eine
Rolle bei der Differenzierung der Augen spielen kdnnte, nennt Guy (2008) fiir P. dumerilii zwei
mogliche Gene, nimlich Otx und Prox. Sowohl fiir Otx (jgi|Capcal|146865je gw1.151.68.1)
als auch fiir Prox (jgi|Capcal|102014je _gw1.120.5.1) finden sich in den genomischen Daten
C. teleta Kandidaten, deren Orthologie und Expressionmuster in zukiinftigen Arbeiten zu

iberpriifen sind.

4.2.3 Phototransduktion rhabdomerischer Photorezeptorzellen

Als wichtiger Bestandteil der Signaltransduktionskaskade stellen die Gg-alpha-Untereinheiten
einen konservativen Marker fiir rhabdomerische Photorezeptorzellen dar (Shichida &
Matsuyama 2009; Yau & Hardie 2009). Die Ergebnisse dieser Arbeit werfen allerdings die
Frage auf, inwiefern bei dem Vorhandensein einer rhabdomerischen Photorezeptorzelle
bzw. der Expression eines rhabdomerischen Opsins in einer solchen Photorezeptorzelle
grundsiétzlich auf eine, die Gg-alpha-Untereinheit involvierende Phototransduktionskaskade
geschlossen werden kann. Wie auch bei P. dumerilii (pers. Kommunikation Detlev Arendt)
und bei Perinereis brevicirris (Miyako-Shimazaki et al. 1999) wird bei C. teleta ein Gg-o-
Homolog (Cte-Ggqa) in allen untersuchten Entwicklungsstadien in den Photorezeptorzellen der
Adultaugen exprimiert, jedoch nicht in den Photorezeptorzellen der Larvalaugen. Dieses ist
sehr erstaunlich, handelt es sich doch bei beiden um rhabdomerische Photorezeptorzellen, die
das gleiche rhabdomerische Opsin (Cfe-r-ops) exprimieren. Zudem besteht nach Plachetzki et
al. (2007, 2010) eine signifikante Korrelation zwischen einzelnen Aminosdurepositionen in der
vierten cytoplasmatischen Schleife des Opsins und dem Phenotypen des bindenden G-Proteins.
Kann in der Konsequenz ein Opsin also durchaus verschiedene alpha-Untereinheiten der
G-Proteine ansprechen? Matsushita et al. (2000) haben das in ihren Untersuchungen zumindest
in Form einer Kolokalisation von Pinopsin mit zwei verschiedenen Typen von G-Protein alpha-
Untereinheiten, ndmlich Gtlo und Gg/11a festgestellt und schlieBen auch auf eine funktionelle
Kopplung. Aufgrund der Sequenzanalysen ist bekannt, dass bei C. teleta nur ein Gen (Cte-
Gqo) vorliegt, welches ortholog zu den Gg-alpha-Untereinheiten anderer Organismen ist. Es
kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass z. B. eine alternative Splicevariante von Cte-
Gqo. in der Photorezeptorzelle des Larvalauges exprimiert wird. Im Rahmen der eigenen
Sequenzanalysen wurden Genmodelle fiir weitere G-Protein alpha-Untereinheiten ausgemacht,

die eine Verwandtschaft zu Go-, Gi/t- und Gs-alpha Untereinheiten nahelegen. Inwiefern diese



Diskussion 95

Gene tatséchlich exprimiert werden, in welchen Strukturen und ob sie an der Phototransduktion
in der Photorezeptorzelle des Larvalauges beteiligt sind, kann hier nicht abschlieend beurteilt
werden. So werfen die vorliegenden Ergebnisse interessante Fragen nach der Funktionsweise,
den beteiligten Kandlen und der Physiologie der Larvalaugen auf, die es experimentell zu
beantworten gilt. Es ist aber festzuhalten, dass die Signaltransduktion in den rhabdomerischen
Photorezeptorzellen der Adultaugen von P. dumerilii und C. teleta wie zu erwarten auf Gq-
alpha-Untereinheiten zuriickgreift, wihrend dies bei den Larvalaugen unwahrscheinlich ist.
Allenfalls kommt hier einer stark abgewandelte, mit den existierenden Sonden nicht detektierbare
Splicevarinate zum Einsatz, vermutlich aber eher ein anderer G-Protein Typ. Die Befunde sind

sehr wertvoll fiir die Charakterisierung der Larvalaugen von Annelida.

4.2.4 Pigmentzellen

Eine Sonderrolle im Vergleich der Larval- und Adultaugen von C. feleta mit denen von P.
dumerilii im Speziellen und der Annelida allgemein nimmt die Pigmentzelle ein. Wie
beschrieben liegt bei C. feleta das Rhabdom des Larvalauges zundchst in dem nach lateral
gedffneten Pigmentbecher und das Rhabdom des Adultauges liegt anterio-lateral davon. Im Laufe
der fortschreitenden Metamorphose dndert der Pigmentbecher seine Form und beide Rhabdome
lagern sich ihm scheinbar an. Diese Situation unterscheidet sich von der bei P. dumerilii, wo
beide Augentypen von Beginn an eigene Pigmentzellen aufweisen. Da Augen von Adulti von
C. teleta mehrere Pigmentzellen besitzen (Rhode 1993), ist aber davon auszugehen, dass auch

hier spéter in der Entwicklung adultaugenspezifische Pigmentzellen gebildet werden.

Interessant ist aber nun die Verteilung der Expression der Pigmentgene. Bei beiden Arten sind sie
nicht auf die Pigmentzellen beschrinkt, sondern werden teilweise auch von Photorezeptorzellen
selbst exprimiert. Sepiapterinreduktase ist bei C. teleta in den Photorezeptorzellen von Larval-
und Adultaugen nachzuweisen, aber nicht in der Pigmentzelle. Tryptophan 2,3-dioxygenase
hingegen wird nur in der Pigmentzelle und zu einem spéten Zeitpunkt der Metamorphose in der
Photorezeptorzelle des Adultauges exprimiert. Letztere exprimiert also beide Pigmentgene, die
Photorezeptorzelle des Larvalauges nur eines und zwar ein anderes als die Pigmentzelle. Bei P,
dumerilii exprimieren die Photorezeptorzellen der Adultaugen ebenfalls beide Pigmentgene, die
Pigmentzelle des Adultauges nur Sepiapterinreduktase und die Pigmentzelle des Larvalauges nur
Tryptophan 2,3-dioxygenase. Nach Vopalensky & Kozmik (2009) folgt die Verteilung von

abschirmenden Pigmenten im Tierreich weder einer bestimmten Regel noch ist sie mit einem
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bestimmten Photorezeptorzelltyp verkniipft. Der Fakt, dass die Pigmentzelle des Larvalauges
eines sedentdren und eines erranten Polychaeten eindeutig durch die Expression von Tryptophan
2,3-dioxygenase angesprochen werden kann und das die Photorezeptorzellen der Adultaugen
sowohl Tryptophan 2,3-dioxygenase als auch Sepiapterinreduktase exprimieren, ldsst zumindest
fiir die Anneliden Zweifel daran aufkommen und zeigt, dass die Expression von Pigmentgenen
bei diesen Arten doch spezifisch fiir bestimmte Zelltypen ist. Zudem liegt es nahe fiir C. teleta
anzunehmen, dass Ommochrom als abschattendes Pigment Verwendung findet, bedingt durch die
Expression des fiir die Ommochrom-Biosynthese wichtigen Gens Tryptophan 2,3-dioxygenase.
Die Expression von Pigmentgenen in den Photorezeptorzellen deckt sich zumindest bei den
Adultaugen von P. dumerilii mit ultrastrukturellen Befunden. Die Photorezeptorzellen weisen
hier wie auch bei vielen anderen erranten Polychaeten Pigmentvesikel auf (Rhode 1992;
Purschke et al. 2006). Die Expression in den Photorezeptorzellen der Larvalaugen und der
Adultaugen von C. teleta fiihrt offensichtlich nicht zur Bildung von Pigmentvesikeln. Dies

kann bedeuten, dass diese Fihigkeit sekundir verloren gegangen ist.

4.3 Evolution der Larval- und Adultaugen der Annelida

Argumente flir eine Homologie der Larvalaugen der Annelida sind (i) ihre einheitliche
Morphologie als einfach aufgebautes, rhabdomerisches, inverses Pigmentbecherauge, (ii) die
exklusive Expression des vesikuldren Acetylcholin-Transporters VAChT in ihrer
Photorezeptorzelle und ihre cholinerge Natur, (ii7) die Expression des Pigmentgens Tryptophan
2,3-dioxygenase in ihrer Pigmentzelle, (iv) die Abkehr von Gg-alpha-Untereinheiten als Teil der
Phototransduktionskaskade in ihrer Photorezeptorzelle sowie (v) die bei P. dumerilii bestitigte

und bei C. teleta wahrscheinliche Funktion bei der Steuerung der Phototaxis.

Argumente fiir eine Homologie der Adultaugen der Annelida sind (i) ihre grundsitzlich
einheitliche Morphologie als multizelluldres, rhabdomerisches everses Auge und ihre
Lagebeziehung zum Larvalauge, (i) die exklusive Expression von Gg-alpha sowie (iii) die bei C.
teleta vollstindige und bei P dumerilii weitestgehend vollstindige Expression der

Schliisselmitglieder des RDGN in ihren Photorezeptorzellen.

Widerspriichliche molekulare Marker sind im Vergleich zunidchst ChxI10, Single-minded
und Lhx. Alle drei Gene sind bei P. dumerilii larvalaugenspezifisch, bei C. teleta jedoch

adultaugenspezifisch.
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Fiir die Erkldrung der Evolution der unterschiedlichen Zelltypen, welche die Larval- bzw.
Adultaugen bilden, gibt es verschiedene Mdoglichkeiten. Zum einen wire eine, von den
Adultaugen unabhingige (de novo) Entstehung der Larvalaugen denkbar. Allerdings erscheint
selbige eher unwahrscheinlich. Die Larval- und Adultaugen liegen bei beiden Arten dicht
beieinander und entstehen bei P. dumerilii in einem Areal, das die fiir die Augenentwicklung
wichtigen Gene Otx und Prox exprimiert (Guy 2008), was fiir eine Duplikation der Augenanlage
spricht. AuBerdem exprimiert bei P. dumerilii nicht nur die Photorezeptorzelle ein Opsin (Pdu-r-
ops3), sondern auch die Pigmentzelle (Pdu-r-opsl). Es miissten also zweimal unabhingig
voneinander Opsine in direkt benachbarten Zellen aktiviert worden sein. Die Prdsenz von Opsin
inder Pigmentzelle ist schwer zu erklédren. Einen anderen Erkldrungsansatz liefert die Hypothese,
dass neue Zelltypen in der Evolution hdufig durch Duplikation vorhandener Zelltypen mit
anschlieender Diversifikation der neuen Schwesterzelltypen entstehen (Arendt 2003, 2008).
Dieser Ansatz wurde auch von anderen Autoren aufgegriffen und mit seiner Hilfe kann die
Evolution verschiedener Zelltypen gut erkliart werden (Tessmar-Raible ef al. 2008; Jékely 2011;
Richter et al. 2011). Wéhrend der Diversifikation von Zelltypen gibt es einerseits die
Moglichkeit, dass Zellen immer komplexer werden und ihren Funktionsumfang ausweiten, was
sich auch auf ihren molekularen Fingerabdruck auswirkt. Andererseits besteht die Moglichkeit,
dass die Zellen urspriinglich viele Funktionen ausgeiibt haben, einige davon im Zuge einer
Spezialisierung verlieren und ihr urspriinglich breiter molekularer Fingerabdruck eingeschrankt
wird. Mit diesem Ansatz lassen sich die erhobenen Daten gut erkldren. Indizien fiir eine
Multifunktionalitdt der Zellen in einem gemeinsamen Vorfahren von P. dumerilii und C. teleta
liefern heute die Expression eines r-Opsins (Pdu-r-ops 1) in der Pigmentzelle des Larvalauges von
P dumerilii, die sogar ein Axon besitzt (pers. Kommunikation Detlev Arendt) sowie die
Expression der Pigmentgene Sepiapterinreduktase und Tryptophan 2,3-dioxygenase in den
Photorezeptorzellen der Adultaugen von C. teleta und P. dumerilii. Bei letzterem enthilt die
Photorezeptorzelle des Adultauges sogar noch Pigmentgranula, die bei C. teleta oftensichtlich

nicht mehr gebildet werden.

Folgendes Szenario bietet sich an. Urspriinglich lag ein — mindestens zweizelliges — Auge vor,
dessen multifunktionale Zellen Opsine und Pigmentgene exprimierten und sowohl iiber die
sensorischen Eigenschaften einer rhabdomerischen Photorezeptorzelle als auch iiber die
abschattenden Eigenschaften einer Pigmentzelle verfiigten. Dieses Auge wird in der Stammlinie
der Annelida friih in der Ontogenese angelegt, iberdauert die Metamorphose und persistiert im

Adultus. Ein solches zweizelliges Auge wird dann in der Stammlinie der Annelida dupliziert, was
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die Grundlage fiir die spéteren Larval- und Adultaugen bildet. Die Analyse der Opsinevolution
hat gezeigt, dass die beiden r-Opsin-Varianten r-ops1 und r-ops3 erst innerhalb der Stammlinie
der Annelida aus einem gemeinsamen Vorldufer, im Folgenden r-opsl/3 genannt,
hervorgegangen sind. Die noch multifunktionalen Zellen exprimieren in der Stammlinie
der Annelida noch dieses gemeinsame Vorlduferopsin. Selbiges hat sich mit einsetzender
Spezialisierung der Zellen zu rhabdomerischen Photorezeptor- und Pigmentzellen dupliziert. Es
ist gut denkbar, dass r-opsl und r-ops3 in einigen Zellen iiber einen gewissen Zeitraum
koexprimiert waren. Dafiir sprechen neue Daten von G. Jékely, wonach genau das in den
Photorezeptorzellen der Adultaugen von P. dumerilii geschieht (pers. Kommunikation). In der
Photorezeptorzelle der Larvalaugen blieb dann nur r-ops3 prasent und in der Pigmentzelle r-ops1.
Bei C. teleta fehlt jeweils r-opsl, weil dieses Opsin, wie aus der Analyse der Opsinevolution
ersichtlich, in der Linie zu Capitellidae und Clitellata verloren ging und nur das Ortholog Cte-

r-ops zu Pdu-r-ops3 ist prasent.

Hinsichtlich der genetischen Ausstattung des gemeinsamen Vorldufers der Larval- bzw.
Adultaugen von P. dumerilii und C. teleta neben den Opsinen und den Pigmentgenen wird davon
ausgegangen, dass die in dieser Arbeit untersuchten Gene Chx10, Dachshund, Eyes absent,
FVRIamid, Gg-alpha, Lhx, Pax6, Single-minded, Six und VAChT aktiv waren. Bis auf VAChT
werden sie alle in den Photorezeptorzellen der Adultaugen von C. teleta exprimiert. Dieser
Zustand entspricht bis auf die bereits erwdhnten Unterschiede (FVRI, Chx10, Single-minded,

Lhx, Pax6) der Situation bei P. dumerilii.

Es sollte in diesem Zusammenhang auch festgehalten werden, dass die Definitionen von Larval-
bzw. Adultaugen evtl. einer Uberarbeitung bediirfen. Wie sich am Beispiel von C. teleta gezeigt
hat — sowohl das Larval- als auch das Adultauge werden hier frith im Larvenstadium angelegt —
ist z. B. der Zeitpunkt der Entstehung als Kriterium durchaus fragwiirdig. Anhand der in dieser
Arbeit vorgelegten Daten ist es vorstellbar, dass z. B. fiir die Definition eines Larvalauges neben
der Morphologie Kriterien wie (i) die Expression des vesikuldren Acetylcholin-Transporters
VAChT in der Photorezeptorzelle, (ii) die Expression des Pigmentgens Tryptophan 2,3-
dioxygenase in der Pigmentzelle oder (ii7) die Abkehr von Gg-alpha-Untereinheiten als Teil der

Phototransduktionskaskade in der Photorezeptorzelle beriicksichtigt werden sollten.

Den zusammengetragenen Argumenten zufolge kann eine Homologie der Larvalaugen der
Anneliden sowie der Photorezeptorzellen der Adultaugen der Anneliden angenommen werden.

Zudem gehen die Larval- und Adultaugen der Anneliden auf einen gemeinsamen Vorldufer
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zuriick. Die Annahme, dass es in der Stammlinie der Annelida nur ein Auge gab, welches friih in
der Ontogenese entsteht und in die Adultorganisation eingeht wird auch dadurch gestiitzt, dass
dies bei den Molluska der Fall ist (Land 1984; Messenger 1981; Rosen et al. 1978; Rosen et al.
1979). Die Frage, welcher Augentyp der Annelida mit dem der Molluska homolog ist, stellt sich
demnach nicht mehr. Vielmehr sprechen die vorliegenden Daten dafiir, dass der gemeinsame
Vorldufer der Larval- und Adultaugen dem Auge der Mollusken homolog ist. Vergleichende

molekulare Daten von Mollusken werden wertvoll sein, um diese These weiter zu testen.

Zusitzlich ist es aullerordentlich interessant, dass mikrovillire Phaosomen des Clitellaten
H. robusta sowohl ein r-Opsin, welches eng mit dem Opsin von C. teleta (Cte-r-ops)
verwandt ist als auch eine Gg-alpha-Untereinheit exprimieren (pers. Kommunikation Giinter
Purschke und Carmen Doring). Die Struktur der Phaosomen &hnelt derjenigen der
Photorezeptorzelle des Adultauges von C. feleta. Seit Langem wird dariiber diskutiert, ob es sich
bei den rhabdomerischen Phaosomen der Clitellaten um eine unabhdngig evolvierte Form von
Photorezeptorzelltypen handelt (Purschke 2003) oder ob sie sich auf einen, in den Polychaeten
vorhandenen Zelltyp zuriickfiihren lassen. Angesichts der hier gezeigten nahen Verwandschaft
der r-Opsine ist eine enge Verwandtschaft der rhabdomerischen Phaosomen der Clitellaten mit

den rhabdomerischen Photorezeptorzellen der Adultaugen der Anneliden sehr wahrscheinlich.

4.4 Ciliidre Photorezeptorzellen der Annelida

Im Gegensatz zu cerebralen Augen mit vornehmlich rhabdomerischen Photorezeptorzellen sind
cilidre Photorezeptorzellen innerhalb der Annelida nicht so weit verbreitet und finden sich z. T.
in ektopischen Augen und sind haufig durch die nicht vorhandene Pigmentierung schwerer als

solche auszumachen (Purschke et al. 2006).

4.4.1 Ciliare Phaosomen bei C. teleta

Die festgestellte enge Kopplung des Cte-ops2- und des Tubulin-Signals deckt sich gut mit der
Beobachtung, dass beide Signale im Verlauf der Ontogenese von einer anterioren mittigen
Position posterior und dorsal verlagert werden. Auch wenn nur zwei Cte-ops2 positive Zellen
nachzuweisen sind, sprechen die Daten fiir eine Expression von Cte-ops2 durch einen Teil der
ciliiren Sinneszellen. Eine direkte Uberlappung der Cte-ops2- und Tubulin-Signale ist nicht zu

erwarten, denn die fiir den Nachweise der Expression von Cte-ops2 erforderliche mRNA ist nicht
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in den Cilien selbst, sondern im zugehdrigen Zellkorper und in der diinnen Zellschicht, welche
die Vakuole umgibt anzunehmen, die beide raues Endoplasmatisches Reticulum enthalten, an
dem die Translation von mRNA stattfindet. Die Umhiillung des Tubulin-Signals durch das Cte-
ops2-Signal ist daher kongruent zur beobachteten Lage der Cilien in einer intrazelluldren
Vakuole. Die Expression eines Opsins weist diese Zellen als Photorezeptorzellen aus und die
hohe Anzahl an Cilien liefert die strukturelle Vorraussetzung fiir eine effiziente Detektion von
Licht. Da die Zellen ihre Cilien in intrazelluldre Vakuolen entsenden, handelt es sich um ciliédre
Phaosomen. Damit ist einerseits nachgewiesen, dass die auf Antikdrperfarbungen basierende
Vermutung von Miiller (1999), dass es sich bei diesen Strukturen um cilifire Sinnesorgane
handelt, richtig war und das es sich dabei um cilidre Phaosomen handelt. Andererseits sind die
Daten auch fiir phylogenetische Fragen interessant. Phaosomen sind generell bei Polychaeten
sehr selten (Purschke et al. 2006) und zuletzt z. B. bei dem Polychaeten Scoloplos armiger
(Wilkens & Purschke 2009) nachgewiesen, die denen von C. teleta sehr dhneln. Die
Orbiniidae und damit auch S. armiger wurden lange den sedentéren Polychaeten zugeordnet
und erst neue phylogenomische Analysen platzieren sie innerhalb der erranten Polychaeten
(Struck et al. 2011). Hier wird nun das erste Beispiel fiir die Expression eines Opsins in
einem Phaosom erbracht und ein Nachweis fiir cilidre Phaosomen bei einem sedentéren
Polychaeten. Es ist also durchaus denkbar, dass derartige Strukturen innerhalb der Anneliden
weiter verbreitet sind, als bisher bekannt ist, zumal eine nicht vorhandene Pigmentierung die
Suche danach erschwert. Eine engere Verwandtschaft der cilidren Phaosomen von C. teleta
mit den cilidren Photorezeptorzellen von P. dumerilii wirkt aufgrund der Ultrastruktur und der
Expression unterschiedlicher Opsine sehr unwahrscheinlich. Bemerkenswert bleibt in diesem
Zusammenhang, dass das in den cilidren Phaosomen von C. teleta exprimierte Opsin (Cte-
ops2) in der Analyse mit anderen r-Opsinen clustert und definitiv kein c-Opsin ist. Allerdings ist
das Opsin abgeleitet und seine basale Position konnte auf dem Effekt der long branch attraction
beruhen. Fiir S. armiger fehlen Genexpressionsdaten fiir die Phaosomen. Mt einer Aufkldrung
der Expressionsmuster phaosomaler Organe konnte die Homologie dieser Organe innhalb der

unterschiedlichen Annelidentaxa gepriift werden.

4.4.2 Ciliire Photorezeptorzellen bei M. vesiculosum

Arendt et al. (2004) haben mit ihren Experimenten und dem Fund eines c-Opsins bei P. dumerilii
(Pdu-c-ops) erstmals Hinweise darauf erhalten, dass die cilidren Photorezeptorzellen eines

Anneliden homolog zu den cilidren Photorezeptorzellen der Vertebraten sind. Im Rahmen der
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vorliegenden Arbeit ist es nun gelungen, ein Ortholog des c-Opsins von P. dumerilii bei M.
vesiculosum (Mve-c-ops) und damit von einem weiteren Anneliden zu erhalten. Dieses wird
eindeutig in den ektopischen Augen der Branchialkrone bei Adulti von M. vesiculosum
exprimiert. In der Analyse clustert das Opsin mit dem c-Opsin von P. dumerilii, was die
evolutive Konservierung von c-Opsin sowohl in erranten als auch in sedentidren Polychaeten
nachweist. Die Versuche, WMISH-Signale auch bei Larven von M. vesiculosum zu erhalten
waren nicht eindeutig. In einem Versuch konnten in der Episphére einer Larve zwei Mve-c-ops-
exprimierende Zellen identifiziert werden, bei denen es sich moglicherweise um cilidre
Photorezeptorzellen handeln kann, allerdings lieB sich das Ergebnis nicht reproduzieren.
Spekulativ bleibt deshalb der Zusammenhang zwischen solchen larvalen Strukturen und den

Augen der Branchialkrone.

Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass innerhalb der Annelida einerseits verschiedene,
evolutiv weiter voneinander entfernte Typen von cilidren Photorezeptorzellen existieren.
Andererseits kann c-Opsin offensichtlich auch in verschiedenen Funktionszusammenhéngen
stehen. Bei P. dumerilii sind die cilidren Photorezeptorzellen unpigmentiert und ein
Zusammenhang mit der circadianen Rhythmik ist durch die Expression von dafiir relevanten
Genen wie bmal wahrscheinlich (Arendt ez al. 2004). Dieser Funktionszusammenhang ist bei M.
vesiculosum hingegen fraglich, zumal der Riickzugsreflex wohl unter Beteiligung der
Photorezeptorzellen in der Branchialkrone ablauft (Nicol 1950; Krasne & Lawrence 1966). Eine
andere schnelle Schutzreaktion wie der Riickzug in die Rohre bei M. vesiculosum ist der
Schalenschluss von Pecten (Molluska). Dort werden Go-Opsin-positive, cilidre
Photorezeptorzellen, die bei Anregung hyperpolarisieren, dafiir verantwortlich gemacht (Nasi et
al. 2000). Eine Hyperpolarisation ist auch fiir M. vesiculosum bekannt (Nilsson 1994). Allerdings
wird diese Reaktion bei M. vesiculosum offenbar nicht durch ein Go-Opsin ausgeldst, sondern
vermutlich durch das hier nachgewiesene c-Opsin. Somit ergibt sich nach den Daten fiir
Brachiopoden von Passamaneck et al. (2011) der zweite Hinweis innerhalb der Lophotrochozoa,
dass c-Opsin-positive Zellen nicht zwangsldufig in die circadiane Rhythmik involviert sind. Die
vorliegenden Daten konnten also als Hinweis auf eine Homologie der cilidren

Photorezeptorzellen von P. dumerilii und M. vesiculosum dienen.
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5 Zusammenfassung

Die Wahrnehmung von Licht spielt fiir viele Tiere eine herausragende Rolle, wobei
die zum Finsatz kommenden, lichtsensitiven Strukturen unterschiedlich komplex sein
konnen. Innerhalb der Metazoa konnen die zentralen Komponenten, die Photorezeptorzellen,
in Abhédngigkeit von ithrem Aufbau in einen cilidren und einen rhabdomerischen Typ
unterschieden werden. Die Entstehung dieser morphologisch unterschiedlichen Typen wurde
kontrovers diskutiert und die Interpretationen basierten mafBgeblich auf ultrastrukturellen
Befunden. Mit dem Aufkommen molekularer Methoden kénnen die Photorezeptorzellen
zusitzlich anhand der zelltypspezifischen Expression von Genen charakterisiert werden.
So wurde gezeigt, dass sich cilidre bzw. rhabdomerische Photorezeptorzellen signifikant in threm
molekularen Fingerabdruck unterscheiden und z. B. verschiedene Typen von Opsinen
(c- bzw. r-Opsine) exprimieren. Molekulare Daten konnen so einen weiterfithrenden
Vergleich von Photorezeptorzellen auch aus entfernt stehenden Organismen ermdoglichen.
Bei Annelida sind verschiedene Typen von cilidren und rhabdomerischen Photorezeptorzellen
beschrieben und ultrastrukturell untersucht. Des Weiteren besitzen Annelida im Unterschied zu
anderen Gruppen der Lophotrochozoa distinkte Larval- und Adultaugen, was sie fiir evolutive
Fragestellungen interessant macht. Auf molekularem Niveau wurden Photorezeptorzellen
und Augen bisher nur von einem einzigen Vertreter der Annelida untersucht, dem erranten
Polychaeten Platynereis dumerilii. Das Ziel dieser Arbeit ist deshalb die integrative
Charakterisierung von Zelltypen verschiedener lichtsensitiver Organe bei den sedentiren
Polychaeten Capitella teleta und Megalomma vesiculosum mit molekularen, ultrastrukturellen
und immunohistochemischen Methoden, um Aussagen beziiglich der Existenz von Larval-
und Adultaugen in der Stammlinie der Annelida zu ermdglichen. Dariiber hinaus soll bei
C. teleta Hinweisen auf potentiell lichtsensitive Strukturen nachgegangen werden, die bisher
nur auf Antikorperfarbungen beruhen. Untersuchungen an M. vesiculosum sollen zeigen,
welcher Bezug zwischen dessen cilidren Photorezeptorzellen und denen anderer Annelida
besteht. Da Opsine spezifische Marker fiir Photorezeptorzellen in unterschiedlichen Taxa
darstellen, ist ihre Klonierung die Grundlage fiir alle weiteren Untersuchungen. Fiir C. teleta
konnen Daten fiir insgesamt acht Opsine generiert werden. Sieben davon koénnen kloniert
werden, wobei mit der Klonierung der Opsine Cte-ops4 — Cte-ops8 die ersten Orthologe von
Neuropsin bei Protostomia nachgewiesen werden. Fiir die beiden anderen klonierten Opsine
werden im Rahmen dieser Arbeit Expressionsdaten erhoben. Bei dem ersten (Cte-r-ops) handelt

es sich um ein klares r-Opsin, welches in den rhabdomerischen Photorezeptorzellen der Larval-
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und Adultaugen von C. teleta exprimiert wird. Diese Photorezeptorzellen von C. teleta stehen
zunéchst im Fokus. Fiir sie wird ein molekularer Fingerabdruck anhand der Expressionsanalyse
von Genen erhoben, welche fiir die Entwicklung und Funktion von Photorezeptorzellen
bedeutend sind. Damit ist die Grundlage fiir Kolokalisationsanalysen dieses Opsins mit anderen
Genen und damit deren Expression in den entsprechenden Photorezeptorzellen gegeben. Durch
Ubereinstimmungen im Vergleich der erhobenen Daten fiir C. teleta mit denen von P. dumerilii
wird deutlich, dass die Photorezeptorzellen der Larval- und Adultaugen anhand der Expression
von ausgesuchten Genen, ihrer Projektion und Funktion charakterisiert werden konnen.
Daraus ergibt sich fiir das Larvalauge der Annelida zunichst, dass seine Entwicklung ohne die
Aktivitat wichtiger Gene (Six, Eyes absent, Dachshund) des konservierten RDGN-Netzwerkes
in den Zellen verlduft und es die Phototaxis der Larven steuert. Zusitzlich ist das Larvalauge
acetylcholinerger Natur und seine Pigmentzelle besitzt nur Ommochrom, aber keine Pterine als
abschirmende Pigmente. Dariiber hinaus greifen die rhabdomerischen Photorezeptorzellen der
Larvalaugen im Unterschied zu denen der Adultaugen und zu allen anderen darauf untersuchten
r-Opsin exprimierenden Photorezeptorzellen im Tierreich fiir die Phototransduktion nicht
auf Gqg-alpha-Untereinheiten zuriick. Der molekulare Fingerabdruck der rhabdomerischen
Photorezeptorzellen der Adultaugen der Annelida ist urspriinglicher, beinhaltet er doch u. a.
alle untersuchten Gene des RDGN-Netzwerkes sowie Gqg-alpha. Eine Verwandtschaft dieser
Zellen mit den rhabdomerischen Phaosomen der Clitellata ist wahrscheinlich, bedingt durch
die ihnen gemeine Expression von r-Opsin und Gg-alpha neben spezifischen morphologischen
Ahnlichkeiten. Dies unterstiitzt auch neueste phylogenomische Analysen, die fiir eine nahe
Verwandtschaft von Clitellata und Capitellidae sprechen. Die zusammengetragenen Befunde
weisen auf eine Homologie der Larvalaugen der Annelida sowie der Photorezeptorzellen der
Adultaugen der Annelida hin. Die Larval- und Adultaugen gehen in dieser Interpretation auf
einen multifunktionalen Vorldufer zuriick, dessen Zellen sowohl Opsin als auch abschirmendes
Pigment aufweisen. Die vorliegenden Daten sprechen dafiir, dass dieser gemeinsame Vorlaufer
der Larval- und Adultaugen der Annelida dem Auge der Mollusken homolog ist. Durch den
integrativen Ansatz wird aullerdem gezeigt, dass C. teleta cilidire Phaosomen besitzt. Die
vorliegende Arbeit liefert dabei mit Cte-ops2 die ersten Opsinexpressionsdaten fiir solche
Strukturen und weist sie als Photorezeptorzellen aus. In diesem Zusammenhang ist es interessant,
dass es sich bei dem betreffenden Opsin nicht um ein c-Opsin handelt, auch wenn die evolutive
Herkunft von Cre-ops2 nicht abschliefend zu beurteilen ist. Bedingt durch den Fund eines

klaren c-Opsins und dessen Expression in den Augen der Branchialkrone von M. vesiculosum
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wiederum wird die evolutive Konservierung von c-Opsin in erranten und sedentiren Polychaeten
nachgewiesen. Die Daten machen dabei deutlich, dass es innerhalb der Annelida verschiedene
Typen cilidrer Photorezeptorzellen gibt, diese aber nicht zwangsldufig ein c-Opsin exprimieren

und dass c-Opsine in unterschiedlichen Funktionszusammenhéngen stehen konnen.
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6 Summary

The perception of light plays an outstanding role for many animals and the underlying light-
sensitive structures vary in their complexity. In Metazoa the photoreceptor cells as central
components can be distinguished based on their composition in a ciliary and a rhabdomeric
type. The origin of those mophologically different types has been the matter of controversial
debates and the interpretations were mainly based on ultrastructural data. With the advent
of molecular methods an additional characterization of the photoreceptor cells is possible,
using the cell-type-specific expression of genes. It was shown that ciliary and rhabdomeric
photoreceptor cells differ significantly in their molecular fingerprint and employ different
opsins (c- and r-opsins respectively) for instance. In consequence molecular data can facilitate
a comparison of photoreceptor cells from distant organisms. Different types of ciliary and
rhabdomeric photoreceptor cells have been described and investigated at ultrastructural level
in Annelida. Furthermore Annelida possess distinct larval and adult eyes in contrast to other
Lophotrochozoa, what makes them interesting for evolutionary questions. So far investigations
of photoreceptor cells and eyes on a molecular lever in Annelida have only been conducted
for one representative, namely the errant polychaete Platynereis dumerilii. Hence the aim of
this study is the integrative characterization of cell types from different light-sensitive organs
in the sedentary polychaetes Capitella teleta and Megalomma vesiculosum with molecular,
ultrastructural and immunohistochemical methods to allow statements regarding larval and
adult eyes in the annelid stem-lineage. Beyond that indications for potentially light-sensitive
structures in C. teleta which so far are only based on antibody stainings are being looked into.
Investigations in M. vesiculosum deal with the question, which relation there is between its
ciliary photoreceptor cells and those of other annelids. Cloning opsins is the groundwork for
all further investigations since they have proven to represent specific markers for photoreceptor
cells in different taxa. Data for eight opsins can be generated for C. teleta. Seven of them can
be cloned, in which cloning the opsins Cte-ops4 — Cte-ops8 accounts for the first orthologs of
Neuropsin in Protostomia. Concerning the two other cloned opsins expression data is collected
in this study. The first opsin (Cte-r-ops) is a clear r-opsin which is expressed in the rhabdomeric
photoreceptor cells of the larval and adult eyes in C. teleta. Those photoreceptor cells in C. teleta
will be focused on initially. A molecular fingerprint is being compiled based on the expression
analysis of genes which are important for the development and function of photoreceptor cells.
On this basis colocalization analysis of opsins with other genes can be carried out and expression

of the latter in the corresponding photoreceptor cells can be validated. Due to congruences in the



Summary 106

comparison of the collected data from C. teleta with data from P. dumerilii it becomes obvious,
that the photoreceptor cells of the larval and adult eyes can be characterized based on the
expression patterns of certain genes, their projection and function. The outcome of this concerning
the larval eye of the Annlida is, that its development proceeds without the activity of important
genes (Six, Eyes absent, Dachshund) belonging to the conserved RDGN-network in the cells
themselves and that it mediates larval phototaxis. Moreover the larval eye is of acetylcholinergic
nature and its pigment cell features only Ommochrome, but not Pterins as shading pigments.
The rhabdomeric photoreceptor cells of the larval eyes furthermore don’t deploy Gg-alpha
subunits for their phototransduction cascade which is in contrast to the photoreceptor cells of
the adult eyes and to those of all investigated and r-opsin expressing photoreceptor cells in the
animal kingdom. The molecular fingerprint of the rhabdomeric photoreceptor cells of adult
eyes in Annelida is pristine, since it contains all investigated genes of the RDGN-network and
Gg-alpha for instance. A closer relationship of those cells with the rhabdomeric phaosomes of
the Clitellata is likely due to the common expression of r-opsin and Gg-alpha besides specific
morphological similarities. This supports newest phylogenomic anlysis which argue for a closer
relationship of Clitellata and Capitellidae. The compiled data suggests a homology of the larval
eyes of the Annelida as well as the photoreceptor cells of the adult eyes of the Annelida. In this
interpretation larval and adult eyes trace back to a multifunctional ancestor, whose cells possess
opsin as well as shading pigment. The data suggests a homology of this common ancestor of
larval and adult eyes of Annelida and the eye of the Mollusca. Using the integrative approach it is
also shown, that C. teleta possesses ciliary phaosomes. In this study the first expression data for
an opsin (Cte-ops2) in these structures is presented and accounts for them being photoreceptor
cells. Noteworthy the corresponding opsin is not a c-opsin, though a final judgement on its
evolutionary roots is not possible yet. It is obvious that c-opsins have been conserved among
errant and sedentary polychaetes due to the discovery of a clear c-opsin and its expression in
the eyes of the branchial crown of M. vesiculosum. In consequence the provided data shows
that different types of ciliary photoreceptor cells exist in Annelida, that they don’t necessarily

express a c-opsin and that c-opsins can be employed in different functional contexts.
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8 Appendix

8.1 Opsine
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Homsa-opn5 GLK 312
Musmu-opn5 GLR 312
Danre-opn5 CFo 310

Lotgi-cand03 CCR 272
Lotgi-cand04 MVR 261

Strpu-op31 LWN 309
Strpu-op32 s 313
Brabe-opl SFR 314

Lotgi-cand07 LLC 311
Lotgi-cand09 VFK 275
Lotgi-candl0a VFK 309
Lotgi-candl0b VFK 277
Lotgi-cand08 I¥C 297
Lotgi-cand02 WVC 272
Lotgi-cand05 LVE 299

Patye-GO IMA 296
Lotgi-cand06 LVP 315
Strpu-op5 s 298
Strdr-Q0zPT9 s 298

Strpu-op4 KLM 272
Danre-melan P 297
Homsa-melan
Musmu-melan
Limpo-lateral RFP 311

Limpo-ocell  RFP 311
Plepa-op2 KFP 311
Plepa-opl KFP 311
Apime-longl  KFP 310
Apime-long2  KLP 310
Apime-blue RCK 309
Apime-uv RLP 309
Plepa-op3 RMP 310
Patye-Gq RVP 310
Lotgi-candll LMP 297
Schma-rhod REP 310
Dugja-rhod -——- 143
Schme-cand04 KFP 204
Pdu-r-opsl FP 313
Eurco-rops FP 125
Lolfo-rhod NFP 310
Sepor-rhod NFP 310
Todpa-rhod FP 310
octo-rhod FP 310
Cte-r-ops -—- 309
Pdu-r-ops3 KMP 314
HELRO-129809  --- 294
Helro-132379 --- 293

Helro-85596  LPI 307
Helro-84106  EVS 256
Schja-op4 RFG 310
Schma-op2 RKT 309
Lotgi-candl3 S€P 311
Lotgi-candl2 RLR 282

Cte-ops2 LFQ 311
Cte-ops3 LLO 207
Brabe-op2 mic 294
Brabe-op6 QER 301
Homsa-rgr cus 279
Bosta-rgr cLs 279
Musmu-rgr cLs 279
Podca-opC MFQ 278
Clara-opK1l Mvc 279
Clara-opC gL 273
Clara-opF KVF 276
Clara-opM vvA 280
Dromel-carrc FPP 312
Musmu-vasrc ~ SFP 315
Nemve-op241  LLC 298
Musmu-melrc e 291
Strpu-op2 MLT 232

Dromel-5htrc  ILF 269
Dromel-tyrrc LLG 309
Musmu-hisrc ILH 292

Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen der fiir die Bayes’sche Analyse verwendeten Gene
verschiedener Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in den Datenbanken des
NCBI bzw. Uniprot oder die Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der
Artname. Fiir die Opsine von C. feleta werden die zugehorigen Modellnummern aufgefiihrt und
hinsichtlich der verwendeten Sequenz auf den Ergebnisteil verwiesen.

e Anoga-opll // XP_312503.3 // putative GPCR receptor, opsin family // Anopheles gambiae
e Anoga-opl2// XP 312502.2 // putative GPCR receptor, opsin family // Anopheles gambiae
e Apime-blue / Q2YD69 // Blue-sensitive-opsin // Apis mellifera

e Apime-longl // Q2YD67 // Long wavelength sensitive opsin 1 // Apis mellifera

e Apime-long2 // Q2YD66 // Long wavelength sensitive opsin 2 // Apis mellifera

e Apime-pter // Q2YD70 // Pteropsin // Apis mellifera
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Apime-uv // Q2YD68 // UV-sensitive opsin // Apis mellifera

Bosta-rgr // P47803 // retinal G protein-coupled receptor // Bos taurus

Brabe-opl // Q868G4 // Opsin // Branchiostoma belcheri

Brabe-op2 // Q868G3 // Opsin // Branchiostoma belcheri

Brabe-op3 // Q868GO0 // Opsin // Branchiostoma belcheri

Brabe-op4 // Q868G2 // Opsin // Branchiostoma belcheri

Brabe-op5 // Q868G1 // Opsin // Branchiostoma belcheri

Brabe-op6 // Q868F9 // Opsin // Branchiostoma belcheri

Cioni-opl // Q95P33 // Opsin // Ciona intestinalis

Clara-opC // A9CR30 // CropC // Cladonema radiatum

Clara-opF // A9CR39 // CropF // Cladonema radiatum

Clara-opK1 // A9CR48 // CropK1 // Cladonema radiatum

Clara-opM // A9CR26 // CropM // Cladonema radiatum

Cte-r-ops // jgi|Capcal|202516|fgeneshl_pg.C_scaffold 376000014 // Capitella teleta
Cte-ops2 // jgi|Capcal|205283|fgenesh]l pg.C scaffold 116000045 // Capitella teleta
Cte-ops3 // jgi|Capcal|54244|gw1.332.13.1 // Capitella teleta

Cte-ops4 // jgi|Capcal|197851|fgenesh]l pg.C_scaffold 99000023 // Capitella teleta
Cte-opsS5 // jgi|Capcal|226303|estExt fgeneshl pg.C 3460005 // Capitella teleta
Cte-ops6 // wird von keiner Voraussage erfasst / Capitella teleta

Cte-ops7 // jgi|Capcal|140269|e_gw1.219.26.1 // Capitella teleta

Cte-ops8 // jgi|Capcal|132789]e _gw1.47.128.1 // Capitella teleta

Danre-encephal // AONJ17 // opsin 3 // Danio rerio

Danre-green // QSAYM7 // Green-sensitive opsin-3 // Danio rerio

Danre-melan // Q2KNES5 // Melanopsin // Danio rerio

Danre-opn5 // QSRIV6 // Novel protein similar to vertebrate opsin 5 // Danio rerio
Danre-swave // QOW6A9 // Opsin-1, short-wave-sensitive 1/ Danio rerio
Danre-tmt // 169646828 // teleost multiple tissue opsin a // Danio rerio

Danre-val // Q9IB88 // VAL-opsin // Danio rerio

Dromel-5hter // QSMT65 // 5-hydroxytryptamine receptor 2B // Drosophila melanogaster
Dromel-carrc // Q868T3 // Cardioacceleratory peptide receptor // Drosophila melanogaster
Dromel-somrc // Q81943 // Somatostatin receptor / Drosophila melanogaster
Dromel-tyrre // P22270 // Tyramine/octopamine receptor // Drosophila melanogaster
Dugja-rhod // 40643306 // opsin // Dugesia japonica

Eurco-rops // 1c1|1If01_35K-CL1105Contigl // Eurythoe complanata

Furgru-tmt // Q8JI05 // Multiple tissue opsin // Fugu rubripes

Habur-va // B2CKZ8 // vertebrate ancient opsin // Haplochromis burtoni
Helro-129809 // jgi|Helro1]129809|gw2.47.141.1 // Helobdella robusta
Helro-132379 // jgi|Helro1|132379|gw2.39.178.1 // Helobdella robusta

Helro-84106 // jgiHelro1|84106|e_gw1.39.176.1 // Helobdella robusta

Helro-85596 // jgi|Helro1|85596|e_gw1.47.45.1 // Helobdella robusta

Homsa-melan // QQUHMS6 // Melanopsin // Homo sapiens

Homsa-opn3 // Q9H1Y3 // Opsin-3 // Homo sapiens

Homsa-opn5 // Q6U736 // Opsin-5 // Homo sapiens

Homsa-perop // 014718 // Visual pigment-like receptor peropsin // Homo sapiens
Homsa-rgr // P47804 // retinal G protein-coupled receptor // Homo sapiens
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Limpo-lateral // P35360 // Full=Lateral eye opsin // Limulus polyphemus

Limpo-ocell // P35361 // Ocellar opsin // Limulus polyphemus

Lolfo-rhod // P24603 // Rhodopsin // Loligo forbesi

Lotgi-cand01 // Lotgil 155231|cand01|fgenesh2 pg.C sca 8000019 // Lottiga gigantea
Lotgi-cand02 // Lotgil 152675|cand02|fgenesh2 pg.C sca_ 2000095 // Lottiga gigantea
Lotgi-cand03 // Lotgil 140134|cand03|e_gw1.144.33.1 // Lottiga gigantean
Lotgi-cand04 // Lotgil 103699|cand04|e gw1.2.417.1 // Lottiga gigantea

Lotgi-cand05 // Lotgil 173452|cand05|fgenesh2 pg.C sca 159000023 // Lottiga gigantea
Lotgi-cand06 // Lotgil 175069|cand06|fgenesh2 pg.C sca 238000002 // Lottiga gigantea
Lotgi-cand07 // Lotgil 156508|cand07|fgenesh2 pg.C sca 11000194 // Lottiga gigantea
Lotgi-cand08 // Lotgil 160213|cand08|fgenesh2 pg.C sca 24000027 // Lottiga gigantea
Lotgi-cand09 // Lotgil 123097|cand09]e_gw1.42.261.1 // Lottiga gigantea
Lotgi-cand10a // Lotgil 163982|cand10a|fgenesh2 pg.C sca 42000189 // Lottiga gigantea
Lotgi-cand10b // Lotgil 122997|cand10ble_gw1.42.155.1 // Lottiga gigantea
Lotgi-cand11 // Lotgil 177556|cand11|fgenesh2 pm.C_sca 8000009 // Lottiga gigantea
Lotgi-cand12 // Lotgil 156440|cand12|fgenesh2 pg.C sca 11000126 // Lottiga gigantea
Lotgi-cand13 // Lotgil 154846|cand13|fgenesh2 pg.C sca 6000349 // Lottiga gigantea
Musmu-hisrc // P70174 // Histamine H1 receptor // Mus musculus

Musmu-melan // Q9QXZ9 // Melanopsin // Mus musculus

Musmu-melre // P41149 // Melanocortin receptor 5 // Mus musculus

Musmu-opn5 // Q6VZZ7 // Opsin-5 // Mus musculus

Musmu-perop // 035214 // Visual pigment-like receptor peropsin // Mus musculus
Musmu-rgr // Q9Z2B3 // retinal G protein-coupled receptor // Mus musculus
Musmu-somrc // P30875 // Somatostatin receptor type 2 // Mus musculus

Musmu-vasrc // Q62463 // Vasopressin V1a receptor // Mus musculus

Nemve-0p209 // AYUMY2 // Opsin Nvop209.3 predicted // Nematostella vectensis
Nemve-op241 // AYUMXO9 // Opsin Nvop241 predicted // Nematostella vectensis
Nemve-op273 // AQUMXS5 // Opsin Nvop273 predicted // Nematostella vectensis
Octdo-rhod // P09241 // Rhodopsin // Octopus dofleini

Patye-GO // 015974 // Rhodopsin // Patinopecten yessoensis

Patye-Gq // 015973 // Rhodopsin, GQ-coupled // Patinopecten yessoensis

Petma-pineal // 042490 // Pineal opsin // Petromyzon marinus

Petma-red // B2D1T1 // Red-sensitive opsin // Petromyzon marinus

Petma-rhod // Q98980 // Rhodopsin // Petromyzon marinus

Pdu-c-ops // 55740264 // ciliary opsin // Platynereis dumerilii

Pdu-r-ops1 // 19309911 // rhabdomeric opsin // Platynereis dumerilii

Pdu-r-ops3 // pers. Kommunikation // Platynereis dumerilii

Plepa-op1 // 170676067 // kumopsinl // Plexippus paykulli

Plepa-op2 // 170676069 // kumopsin2 // Plexippus paykulli

Plepa-op3 // 170676071 // kumopsin3 // Plexippus paykulli

Podoc-opC // A9CR60 // PcopC // Podocoryne carnea

Schja-op4 // 226479150 // opsin 4 (melanopsin) // Schistosoma japonicum

Schma-op2 // CAQPM6 // opsin-like receptor, putative // Schistosoma mansoni
Schma-rhod // 8132429 // RHO G-protein coupled receptor // Schistosoma mansoni

Schme-cand04 // elongation of published opsin sequence // Schmidtea mediterranea
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Sepof-rhod // 016005 // Rhodopsin // Sepia officinalis

Strpu-new // Sequence 1-predicted // Strongylocentrotus purpuratus
Strpu-opl // GLEAN3 05569 pred.opsl // Strongylocentrotus purpuratus
Strpu-op2 // GLEAN3 03451 pred.ops2 // Strongylocentrotus purpuratus
Strpu-op3 1 // GLEAN3 27633 pred.ops3 1 // Strongylocentrotus purpuratus
Strpu-op3 2 // GLEAN3 27634 pred.ops3 2 // Strongylocentrotus purpuratus
Strpu-op4 // GLEAN3 22851 pred.ops4 // Strongylocentrotus purpuratus
Strpu-op5 // GLEAN3 06737 pred.opsS // Strongylocentrotus purpuratus
Todpa-rhod // P31356 // Rhodopsin // Todarodes pacificus

Utast-pariet // Q1L4C8 // Parietopsin // Uta stansburiana

Xenla-rhod // P29403 // Rhodopsin // Xenopus laevis

Xentr-parapin // Q75R39 // Parapinopsin // Xenopus tropicalis
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8.2 Tryptophan 2,3-dioxygenase (Cte-tdo2)
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Tricas-tdo2 388
Apime-tdo2-pred 392
Aedae-tdo2 393
Dromel-vermilion 379
Lotgi-mod uxq,quqm.mcvqnqw“mwwm]x---- 204
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Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener

Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die

Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. feleta wird

die Modellnummer aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

Aedae-tdo2 // XP_001656460.1 // tryptophan 2,3-dioxygenase // Aedes agypti

Apime-tdo2-pred // XP_394304.2 // tryptophan 2,3-dioxygenase-like // Apis mellifera

Brafel-hyp // XP_002611396.1 // hypothetical protein BRAFLDRAFT 210874 // Branchiostoma floridae
Chlaf-tdo2 // AAY32933.1 // tryptophan 2,3-dioxygenase // Chlamys farreri

Cte-tdo2 // jgi|Capcal|225408|estExt_fgeneshl pg.C 12700005 // Capitella teleta

Danre-tdo2 // NP_001096086.1 // tryptophan 2,3-dioxygenase A // Danio rerio

Dromel-vermilion // NP_511113.1 //| vermilion // Drosophila melanogaster

Homsa-tdo2 // NP_005642.1 // tryptophan 2,3-dioxygenase // Homo sapiens

Lotgi-mod // jgi|Lotgil|202558|estExt Genewisel.C_sca 3020005 // Lottia gigantea

Musmu-tdo2 // AAB60491.1 // tryptophan-2,3-dioxygenase // Mus musculus

Nemve-mod // XP_001641768.1 // predicted protein // Nematostella vectensis

Ratno-tdo2 // NP_071798.1 // tryptophan 2,3-dioxygenase // Rattus norvegicus

Sakow-vermilion-pred // XP_002732444.1 // vermilion-like // Saccoglossus kowalevskii
Strpu-tdo2-pred // XP_798322.1 // similar to tryptophan 2,3-dioxygenase Strongylocentrotus purpuratus
Tricas-tdo2 // NP_001034499.1 // tryptophan 2,3-dioxygenase // Tribolium castaneum

Xenla-tdo2 // NP_001088604.1 // tryptophan 2,3-dioxygenase // Xenopus laevis
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8.3 Sepiapterinreduktase (Cte-spr)

Cte-spr L IRFAEKLPAQ---EHLY. o R LK HN ID- - SASDLNAZWDM 148
Brafel-hyp L NL IVI} GGL I IVAGDI: [KRI II S oMl 139
trpu-spr-p: ATAQ 1 TAVTLSAKFGPG---SVLV: DL F T VDNLOOYFMLI 143
d MFAS GASRGLGCCIAVSIAEVAQAQ! NKEGLEKELNQVRQVKSS - IKGFLIVGDLGKLDT--LOGLLDDIFQCY- SHSLL '1- - DPDEVQOYMGLI 141

Rat D GR---LG. FGRALAPOLAGLLSPG---| SMLROLKEELCEQOPG-LOVVL VQOLLSAVRELP. 1L IN--DLAEVNNEWAL 136
p G. .FGRALAPOLARLLSPG---SVMLV! SMLROLKEEL LT FLNVN--DL 139

p: FGRILAPLLASLLSPG---| NDEALRGLEA FUDLS. 138

tr-sp FGRELARLLCPRLLPG---| R EALKGLAGELAHKY! /DFS 139
Danre-spr ~-MSHASG---FG-KALVIITGASRGFGRALALSVAARVSPG- -] L LTRGETG VEKLIAEZRDIQ--PD--IQHLLLF DFT SL 138
Sakow-spr-pred MAASMPDV---FNVREFCLITG: \GLLETKRL E ILVCDLGVMMS - - ISSHIQPMFTDI - EPETFQHAILI) 'G--PPFELONYYGLI F 144
Cioni-spr-pred T IGQCTAVKLSSRFGKD---SKIVII; EGLIETKNQT T IPSLA--NDGFEQHAMFY! KLSDET-- IMSHFWHL] VALNAAF 138
pi pr-pred --MSVKL 1 IGROLAISFGS- ILEKG- - SHILLLATNLNALKETAKNIP- - -~ PSIFVDEVSIDLAKATKDKLYDIIIQSLKNE- - ILDQFDHVVVI = WHDYYDLNVFIPAILNGVI 139
Dromel-spr R L IKAEG--| LLGRN@TLLOESKAEIVA-TVPBLSV/ I IVI! [RAKEIG--DEDFLO nazylull.nczr 137

. : oz . :.: Lk Pouk ki %
Cte-spr FRHFTQDVV] SCD@SIDRLVPL 08 T 271
Brafel-hyp FS--ATESIV] AFFVG] 259
Strpu-spr-pred LRTFPHREGLI [EMMIGVEENNVLLKPHOTAEKL o FDVPEKQENSSS-- 275
Nemve-pred VNEFKS---If OMLN - - - - KGNVLRPKQSSDKLVOILL F 257
Ratno-spr LNAFSNSPGL! Vg LSL T 259
Musmu-spr LNAFQDSPGL OKL "SAQKLLGL D 262
Homsa-spr LKAFPDSPG! 57 i D 261
Xentr-spr LKTFPRRPD! KMLDL ¥ F) 261
Danre-spr LRTYPKRSGL' TC! OKL L 261
Sakow-spr-pred LTNFPKRDKLI YADLET! TV KTLIALLE! T 269
Cioni-spr-pred LGYFSGNPKI DYLLOTLE; K] NE 271
Apime-spr-pred MKIFNKNTNE! IRI .E] 263
Dromel-spr MRVFKG---IPKL! PAQIMERFIKVLEA EQF. 261

Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener
Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die
Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. teleta wird
die Modellnummer aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

e Apime-spr-pred // XP_003250598.1 // sepiapterin reductase-like // Apis mellifera

e Brafl-hyp / XP_002613806.1 // hypothetical protein BRAFLDRAFT 85347 // Branchiostoma floridae
e Cioni-spr-pred // XP_002123470.1 // similar to sepiapterin reductase // Ciona intestinalis

e Cte-spr//jgi|Capcal|98918|e gw1.65.59.1 // Capitella teleta

e Danre-spr // ABC68460.2 // sepiapterin reductase // Danio rerio

e Dromel-spr // NP_727265.1 // sepiapterin reductase // Drosophila melanogaster

e Homsa-spr // NP_003115.1 // sepiapterin reductase // Homo sapiens

e Musmu-spr// NP_035597.2 // sepiapterin reductase // Mus musculus

e Nemve-pred / XP_001638505.1 // predicted protein // Nematostella vectensis

e Ratno-spr// AAA42130.1 // sepiapterin reductase (EC 1.1.1.153) // Rattus norvegicus

e Sakow-spr-pred // XP_002730621.1 // sepiapterin reductase a-like // Saccoglossus kowalevskii

e Strpu-spr-pred / XP_783056.1 // similar to sepiapterin reductase // Strongylocentrotus purpuratus

e Xentr-spr // NP_001120067.1 // sepiapterin reductase // Xenopus tropicalis
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8.4 Ggq-alpha (Cte-Gqa)
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Tricas-Gqa-pred

Dromel-Gqa
Apime-Gqa-pred
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Aplca-Gqa b 353
Lynst-Gqa F - - -~ VFAAVKDI L - I— 353
Lotgi-mod S| F - -~ ~VFAAVKDTT g 353
Cte-Gga b 350
Mizye-Gga GA T 353
Aedae-Gga F - - - -VFAAVKDTL A 353
Tri Gga-pred F - - --VFAA be . —— 355
Dromel-Gqa 1 353
Apime-Gqa-pred 1 353
Ratno-Gga b 359
Musmu-Gqa AQA F - - -~VFAAVKDTL A 359
Homsa-Gqa AQAA F - -~ -VFAA 1) V-mmmom 359
Xenla-Gga AQAA T 359
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Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener
Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die
Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. teleta wird
die Modellnummer aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

e Aedae-Gqa // XP_001660884.1 // GTP-binding protein alpha subunit // Aedes aegypti

e Apime-Gqa-pred / XP 623211.2 // guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha-like // Apis
mellifera

e Aplca-Gga / NP_001191660.1 // guanine nucleotide-binding protein G(q), alpha subunit // Aplysia
californica

e Cte-Gqa // Capcal|112050je_gw1.451.34.1 // Capitella teleta

e  Danre-Gqa// NP_001138271.1 // guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha // Danio rerio
e Dromel-Gqa // NP_523718.1 // G protein alpha49B, isoform H // Drosophila melanogaster

e Helro-mod // jgi|Helro1|18482|fgeneshl pg.C scaffold 32000043 // Helobdella robusta

e  Homsa-Gqa// AAB06875.1 // G alpha-q // Homo sapiens

e  Lotgi-mod // jgi|Lotgil|194019|estExt Genewisel.C sca 560181 // Lottia gigantea

¢ Lymst-Gqga // P38411.1 Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha // Lymnea stagnalis

e Mizye-Gga // O15975.1 // Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha // Mizuhopecten
yessoensis

e Musmu-Gqa // AAA63306.1 // G alpha q subunit // Mus musculus
e Nemve-pred // XP_001633528.1 // predicted protein / Nematostella vectensis
¢ Ratno-Gqa// NP_112298.1 // guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha // Rattus norvegicus

¢ Sakow-Gqa-pred // XP_002740104.1 // guanine nucleotide binding protein, alpha q // Saccoglossus
kowalevskii

e  Strpu-Gga // NP _999835.1 // guanine nucleotide-binding protein G(q) alpha // Strongylocentrotus
purpuratus
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e Tricas-Gqa-pred // XP_966311.2 // similar to GTP-binding protein alpha subunit // Tribolium castaneum
e Xenla-Gqa // NP_001084029.1 // guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha // Xenopus laevis

Gte-GNg| jgi | capcal | 112050| scaffold_451_35514-45644 25
Lymst-GNAQ 25
Homsa_oNRg|p30143 31
Xenla-GNAQ|P38410 31
Homsa-GNA11|P29992 31
Xenla-GNALl|P43444 31
Danre-GNAQ| 113682158 31
AQ 25
Homsa-GNA14 095837 27
Xenla-GNA14 073819 26
Dromel-GNAQ|P23625 25
Lolfo-GNAQ[P38412 25
Danre-GNAL4|57524689 26
cy-GNAQ | 09XZV4 25
Homsa-GNAL6 SLTY 32
Musmu-GNALS 3
Cte-GNAO| jgi |Capcal | 120382 |scaffold_56_7 25
Lymst-GNAO|P30683 25
Mizye-GNAO|015976 25
Dromel-GNAO | P16378 25
Ratno-GNAO|P59215 3
Cte-GNAI1|jgi|Capcal|178654|scaffold_137_391 25
Ratno-GNAI1[P10824 25
Homsa-GNAT1 P11488 21
Canfa-GNAT1 028300 21
Bosta-GNAT1 | P04695 21
1 1 e 25
Dicdi-GPA1|P16894 £ 28
Geocy-GNAO | 09XzV3 27
Cte-GNAI2|jgi|Capcal|227716|scaffold_416_93901-100875 g 27
Caebr-GPA1] 06 25
Cte-GNA13 |jgi|Capcal|3994|scaffold_114_31433-37912 30
Homsa-GNA12 Q03113 19
Homsa-GNA13 [014341 LSV 20
Musmu-GNA13 | P27601 LS, 20
Dromel-GNAL |P25157 LIQERTS IPNNNVITNGVENN1DSDTLSGTLIHLMEEHRIR TTSTDGLISNGAERL 124
Daphp-GNA12 u|321479271 33
Caele-GPA12 21
c:e-um\n\;gqc-pcau 97606 | scaffold_3141_206-3638 5 14
Cte-GNAS|jgi|Capcal|164626 |scaffold_186_37306-50143 M 33
Anoga-GNAS [ 07PD79 36
Homsa~GNAS: |vs:osz 32
Xenla-GNAS | P247: 32
Schma_oNas 230665 31
Geocy-GNAS | 09xzV5 29
Cte-GNAS2 | jgi|Capcal|109140|scaffold_353_: 21
Caele-GPA11[076584 19
Dicdi-GPA12 |Q54VG1 ] 25
Caebr-GPA14 |04vT38 cx 63
Caele-GPA13|QoXTB2 ¥ 28
Cte-GNAQ|3gi|Capcal | 112050 scatfola_d51_35514-45644 1 148
ymst-GNAQ| P38 LLLLGTC 1 InP 144
Homea_onag| p30148 LLLLGTC 1 ) 150
Xenla-GNAQ|P38410 LLLLGTC FI 150
Homsa-GNAL1|P29992 LLLLGTC FI K] 150
Xenla-GNAL1|P43444 LLLLGT FI P 150
Danre-GNAQ| 113682158 LLLL- - FI 148
Homam 91950 LLLLGTC FI F ITAMNSL] 144
Homsa-GNA14 095837 LLLLGT FI o VCE IQVEAIRQLWOBPGI 146
Xenla-GNA14 (073819 LLLLGT FI o TSE EAIKKLWEDEGI 145
Dromel-GNAQ|P23625 LLLLGT 1 TFMAMOSMIKAMD! IGOGE: P¥ 142
Lolfo-GNAQ|P38412 LLLLGTG 1 1FSATONL H 144
Danre-GNA14|57524689 LLLLGTC 1 TOSML 145
e T e S R S ——
Homsa-GNAL LLLLGP FIKQMRITHGAG- /8 153
Musmu-GNALS LLLLGP FIKQMRIIHGVG-. 1F VaovLw 153
Cte-GNAO| jgi | Capcal | 120382 | scaffold_S6_73060-80748 LLLLGA B 1 THEGG- KPVVESNET RE ARMED- - - - -~ TEPFSEELLARMKRLW. 146
Lymst-GNAO| P3 B 1 FE KPVV¥SNET E 146
Mizye-GNAO bt T 3 Fa KPVVYSNET Py } DV, 5 1a9
Dromel-GNA( |ms:7a B 1 RPVV¥SNET E -ﬂm 146
Ratno-GNAO B 1 THEDG- KPVV¥SNET SG1 146
Cte-GNAI1|jgi|Capcal|178654| scaffold_137_391 B 1 IHEKG- KPVV¥SNET o} 145
Ratno-GNAI1[P10824 B KAVVESNEIOST AE} 145
Homsa-GNAT1 | P11488 B 11HODG- FIALL ig) 141
Canfa-GNAT1 028300 T ITHODG- aq 141
Bosta-GNAT1 P04695 5 11HODG- 1 £ 141
1 £ T THDVG- IILSLNATT LK ISF" 145
Dicdi-GPAl|P16894 1, ITHLNG-FN (RVLVNAAEE: SN 0 147
Geocy-GNAO | 09XzV3 ROYENTIKILLLGA 1 THGDG- PY v 148
Cte-GNAI2|jgi|Capcal|227716|scaffold_416_93901-100875 MAHEDRRVIKLLLLGA( II¥TSG-FSE! FSMKFVLSGMGMLR - - INLERP' - ANAQIIL-SCQRCY! --HLIILPNVAVSLQSLWK] 148
Caebr-GPA1]060MI0 KD} T THNSG- FSOE. ISMTKR QANGALIEGHROL) L 146
Cte-GNA13|jgi|Capcal|3994|scaffold_114_31433-37912 T INGRD-ZKE] LISFKPII¥GNIVKGMKVLIDAREKLE T ) 151
Homsa-GNA12[003113 1 ( B ABFQ! 172
Homsa-GNA13 014344 1 EIESHY AQ 167
Wusmu-GHAL3 | PZ7601 LPAIRALWE 167
Dromel-GNAL YE: EXQSVI! 244
Daphp-GNA12 13|321479271 1 78, THEFQST! T 154
Caele-GPA12 Q15! ¥ IAPITSDFHN 146
cge-c.nn\;gx|<:apcax|1975ns\scanold 3141_206-3638 TRIIRO R Lo 123
Cte-GNAS|jgi|Capcal|164626 | scaffold_186_37306-50143 B TLEV T ~FRUDETQ-DIA 152
Anoga-GNAS B DY, 157
Homsa-GNAS2 | P63092 B 168
Xenla-GNAS|P24799 5 153
Schma-GNAS | P30669 5 TLEIDG-FS ¥ 152
Geocy-GNAS | 09XzV5 F8 ¥ 151
Gto-GuAs2 1gi | capea 109140 scaffold_353_23039-25906 S 1 TTRT 139
£ 1 122

sremmiforenst ] B o S E Rt
Cacbr_aPaLa| givras 1 1 o R 186
Caele-GPA13 |Q9XTB2 P HRRAFIEZHNIFKST T 146
Gte-cug| jgi capcal | 112050| scaffold_¢51_35514-45644 PELODT 1) 238
Lymst-GNAQ| P b 1 238
Homsa-anng 730113 s} 1 244
Xenla-GNAQ|P38410 s} H 1 244
Homsa-GNA11|P29992 s} 1 244
Xentaownii | pasass s H o
Danre-GNAQ| 113682158 s} 1SSRGYMPIQODVLRVRVPITGT IEYPFDLENT IFSYLSDLERTSDPS! 1 1 285
Homam-GN A b 1 238
Homsa-GNA14| 095837 A3 1 240
Xenla-GNA14 (073819 1 239
Dromel-GNAQ|P23625 Al b 1 238
Lolfo-GNAQ|P38412 A3 1 1 238
Danre-GNA14 57524689 e 0D 1 239
Geocy-GNAQ | Q9xzv4 el 1) 238
omsa-GNA G 1 247
Musmu-GNALS 13 247
Cte-GNAO| jgi |Capcal|120382 | scaffold_56_73060-80748 b 1 240
Lymst-GN 0683 b 1 240
Mizye-GNAO|015976 b 1 243
Dromel-GNAO|P16378 b 1 240
Ratno-GNAO|P59215 ME b 1 240
Cte-GNAT1|jgi|Capcal|178654|scaffold_137_391782-401064 1 239
Ratno-GNAI1[P10824 1 239
Homsa-GNAT1 | P11488 1 235
Canfa-GNAT1 028300 1 235
Bosta-GNAT1 [P04695 1 235
ILRERI 1 239

Dicdi-GPAl|P16894 VG 241
Geocy-GNAO | 09xzV3 VG 242
Cte-GNAI2|jgi|Capcal|227716|scaffold_416_93901-100875 v VG 242
Caebr-GPA1]Q60M! 1L 240
Cte-GNA13 |jgi|Capcal|3994|scaffold_114_31433-37912 RLDILESRKA! 245
Homsa-GNA12[Q03113 266
Homsa-GNA13 [Q14344 261
Musmu-GNA13 | P27601 261
romel-GNAL | P25157 B G 339
Daphp-GuA12/13]321479271 N 248
aele-GPA12 FEPEN 240
cee-cnusugqmpca;|1975ns\sca:fom 3141_206-3638 b 217
Cte-GNAS|jgi|Capcal|164626|scaffold_186_37306-50143 in} T 218
Anoga-GNAS [07PD79 b VG 251
Homsa-GNAS2 | P63092 L. VG 262
Xenla-GNAS | P24799 L VG 247
Schma-GNAS | P30669 B VG 246
Geocy-GNAS | 09XzV5 b VGGQR] 247
Cte-GNAS2 |jgi|Capcal|109140|scaffold_353_23039-25906 237
Caele-GPA11[076584 236
Dicdi-GPA12 Q54VG1 242
Caebr-GPA14|QavT3g TonsR s - 286
Caele-GPA13 |Q9XTB2 F s} LIMAYVPECGVONVIFTAC- - -~ NQSFQLFDIGGOKT ALOYE-GIDAIFFCIAL 240
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Cte-GNAQ|jgi|Capcal|112050 |scaffold_451_35514-45644 330
Lymst-GNAQ|P38411 330
Homsa-GNAQ|P50148 336
Xenla-GNAQ|P38410 336
Homsa-GNAL1|P29992 336
Xenla-GNALl|P434ad 336
Danre-G“RQ‘ 113682158 i 377
-GNAQ| P91950 o TITYPHE 330
Homsa-GNA14 095837 % 332
Xenla-GNA14|073819 % IITYPHE-O 331
Dromel-GNAQ|P23625 a 330
Lolfo-GNAQ| P38412 w: 331
Danre-GNA14|57524689 i 331
Geocy-GNAQ| 09Xz MVEST 331
Homsa-GNAL6 El ﬁ 1 351
Musmu-GNA MEEST 351
Cte-GNAO| jgi |Capcal|120382| 56_7 as 331
Lymst-GNAO|P30683 g 331
Mizye-GNAO|015976 % 334
Dromel-GNAO|P16378 a 331
Tnosomo{saa1s o i
Cte-GNAT1|jgi|Capcal|178654 |scaffold_137_391782-401064 oo 331
Ratno-GNAI1|P10824 i 331
Homsa-GNAT1 | P11488 b 327
Canfa-GNAT1 (028300 b 327
Bosta-GNAT1 | P04695 s 327
Caele-GPA16 | Q9N2VE MR GE. 334
Dicdi-GPAL|P16894 1 332
Geocy-GNAO | Q9XzV3 \LEES (QKIIYP| 336
Cte-GNAI2|jgi|Capcal|227716|scaffold_416_93901-100875 L - ---EAGKHHV} 337
Caebr-GPA1]06 a1 334
Cte-GNAL3 |jgi|Capcal|3994|scaffold_114_31433-37912 : E 337
Homsa-GNA12[Q03113 1 358
Homsa-GNA13 014344 1 L 354
Musmu-GNA13 | P27601 1 354
Dromel-GNAL|P25157 1 SSSISRI 134
Daphp-GNA12/13 321479271 KRLS - 342
Caele-GPA12|Q19572 vt 332
Cte-GNAI3 |jgi|Capcal|197606|scaffold_3141_206-3638 K] 307
Cte-GNAS|jgi |Capcal | 164626 |scaffold_186_37306-50143 ONRI 353
Anoga-GNAS Q7P ONRLR 360
Homsa-GNAS2 | P63092 1 371
Xenla-GNAS|P24799 L 356
Schma-GNAS | P30669 ONRVK] 356
Geocy-GNAS | 09XzV5 LR 358
Cte-GNAS2|jgi |Capcal |109140|scaffold_353_2: 1 339
Caele-GPA11[076584 340
Dicdi-GPA12 Q54VG1 S| 334
Caebr-GPA14|QavT3s 385
Caele-GPA13 |Q9XTB2 331

Cte-GNAQ|jgi|Capcal|112050|scaffold_451_35514-45644 353
Lymst-GNAQ|P38411 353
Homsa-GNAQ|P50148 359
Xenla-GNAQ |P38410 359
Homsa-GNA11|P29992 359
Xenla-GNA11|P43444 359
Danre-GNAQ| 113682158 100
Homam-GNAQ | P91950 353
Homsa-GNA14 095837 355
Xenla-GNA14|073819 350
Dromel-GNAQ | P23625 353
Lolfo-GNAQ|P38412 354
Danre-GNA14|57524689 358
Geocy-GNAQ|09XzV4 355
omsa-GNA 374
Musmu-GNA 374
Cte-GNAO| jgi | Capcal| 120382 | scaffold_56_73060-80748 354
ymst-GNAO|P30683 354
Mizye-GNAO|015976 357
Dromel-GNAO|P16378 354
Ratno-GNAO | P59215 354
Cte-GNAI1|jgi|Capcal|178654|scaffold_137_391782-401064 350
Ratno-GNAI1|P10824 354
Homsa-GNAT1 | P11488 350
Canfa-GNAT1 028300 350
Bosta-GNAT1 | P04695 350
Caele-GPA16 | Q9N2V6E
Dicdi-GPA1|P16894
Geocy-GNAO | Q9xzv3
Cte-GNAI2|jgi |Capcal |227716|scaffold_416_93901-100875 360
Caebr-GPA1]060)
Cte-GNAL3 |jgi|Capcal|3994|scaffold_114_31433-37912 360
Homsa-GNA12[003113
Homsa-GNA13 014344
Musmu-GNA13 | P27601
Dromel-GNAL|p2
Daphp-GNA12/13 321479271

201

Cte-GNAI3|jgi|Capcal|197606|scaffold_3141_206-3638

Cte-GNAS|

1| capeal| 164626 scaffold_186_37306-50143
D79

52 | P63092

$24799

P30669

09X2V5

i|capcal|109140|scaffold_353_23039-25906
76584

Dicdi-GPA12

054v61
Caebr-GPAL4|Q4VI38
Caele-GPA13

09xTB2

FRA FRANS
MAELLSIVFKDIAKRKK-.

Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener
Organismen, Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die
Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. In einigen Féllen
sind die Zugangsnummern bereits in der Abkiirzung fiir das Alignment enthalten. Fiir C. feleta
werden die Modellnummern aufgefiihrt.

¢ Anoga-GNAS|Q7PD79 // Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha // Anopheles gambiae

e Bosta-GNAT1|P04695 // Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-1 // Bos taurus

e Caebr-GPA1|Q60MIJO0 // Guanine nucleotide-binding protein alpha-1 subunit // Caenorhabditis briggsae

e Caebr-GPA14|Q4VT38 // Guanine nucleotide-binding protein alpha-14 subunit / Caenorhabditis briggsae
e Caele-GPA11/076584 // Guanine nucleotide-binding protein alpha-11 subunit / Caenorhabditis elegans
o Caele-GPA12|Q19572 // Guanine nucleotide-binding protein alpha-12 subunit / Caenorhabditis elegans
e Caele-GPA13|Q9XTB2 // Guanine nucleotide-binding protein alpha-13 subunit // Caenorhabditis elegans
e Caele-GPA16|/QI9N2V6 // Guanine nucleotide-binding protein alpha-16 subunit // Caenorhabditis elegans
e Canfa-GNAT1|Q28300 // Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-1 // Canis familiaris

e Cte-GNA13|jgi|Capcal|3994|scaffold 114:31433-37912 // Capitella teleta

e Cte-GNAIIl|jgi|Capcal|178654|scaffold_137:391782-401064 // Capitella teleta

e Cte-GNAI2|jgi|Capcal|227716|scaffold_416:93901-100875 // Capitella teleta
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Cte-GNAI3|jgi|Capcal|197606|scaffold 3141:206-3638 // Capitella teleta
Cte-GNAO)|jgi|Capcal|120382|scaffold 56:73060-80748 // Capitella teleta
Cte-GNAQ)|jgi|Capcal|112050|scaffold 451:35514-45644 // Capitella teleta
Cte-GNAS]|jgi|Capcal|164626]|scaffold 186:37306-50143 // Capitella teleta
Cte-GNAS2|jgi|Capcal|109140|scaffold 353:23039-25906 // Capitella teleta
Danre-GNA14|57524689 // guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha 14 // Danio rerio

Danre-GNAQ|113682158 // guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha 11 (Gq class) // Danio
rerio

Daphp-GNA12/13|321479271 // guanine nucleotide binding protein, alpha 12/13 // Daphnia pulex
Dicdi-GPA1|P16894 // Guanine nucleotide-binding protein alpha-1 subunit // Dictyostelium discoideum
Dicdi-GPA12|Q54VG1 // Guanine nucleotide-binding protein alpha-12 subunit // Dictyostelium discoideum

Dromel-GNAL|P25157 // Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha homolog // Drosophila
melanogaster

Dromel-GNAO|P16378 // Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha // Drosophila
melanogaster

Dromel-GNAQ|P23625 // Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha // Drosophila
melanogaster

Geocy-GNAO|Q9XZV3 // Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha // Geodia cydonium
Geocy-GNAQ|Q9XZV4 // Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha // Geodia cydonium
Geocy-GNAS|QIXZVS // Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha // Geodia cydonium
Homam-GNAQ|P91950 // Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha / Homarus americanus
Homsa-GNA11|P29992 // Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 // Homo sapiens
Homsa-GNA12|Q03113 // Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-12 // Homo sapiens
Homsa-GNA13|Q14344 // Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 // Homo sapiens
Homsa-GNA14|095837 // Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-14 // Homo sapiens
Homsa-GNA16 // AAA35860.1 // G-alpha-16 protein // Homo sapiens

Homsa-GNAQ|P50148 // Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha // Homo sapiens
Homsa-GNAS2|P63092 // Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms // Homo sapiens
Homsa-GNAT1|P11488 // Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-1 // Homo sapiens
Lolfo-GNAQ|P38412 // Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha // Loligo forbesi
Lymst-GNAOI|P30683 // Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha // Lymnaea stagnalis
Lymst-GNAQ|P38411 // Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha // Lymnaea stagnalis

Mizye-GNAO|O15976 // Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha // Mizuhopecten
yessoensis

Musmu-GNA13|P27601 // Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-13 // Mus musculus
Musmu-GNAT15 // NP_034434.1 // guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-15 // Mus musculus
Ratno-GNAI1|P10824 // Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1 // Rattus norvegicus
Ratno-GNAO|P59215 // Guanine nucleotide-binding protein G(o) subunit alpha // Rattus norvegicus
Schma-GNAS|P30669 // Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha // Schistosoma mansoni
Xenla-GNA11[P43444 // Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 // Xenopus laevis
Xenla-GNA14|073819 // Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-14 // Xenopus laevis
Xenla-GNAQI|P38410 // Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha // Xenopus laevis
Xenla-GNAS|P24799 // Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha // Xenopus laevis
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8.5 Vesikulirer Acetylcholin-Transporter (Cte-VAChT)

M VAChT

Homsa-VAChT

P
hT
Cioni-VAChT

HCH

Strpu-VAChT-pred 1 --EAKTR
Braf1-VAChT MIVLGFEFPSLOGL
h PIINVD.
d h IPIINVDLHDIHERIETRE-------] N
Lotgi-mod QKFNE
Lymst-VAChT KVVDVLST 1
Dromel-VAChT PVII
Caele-UNC17 INRDSEI!
X hT-pred L YeS
N d QSLE EFKR
hT IVCVALI IL¥YMVIVPIVPDYL HMR( E:
Homsa-VAChT PRRORRLVLVIVCVA [LYMVIVPIVPDYIA- - - - - mmmm ] HMR -IGPTRIPBVHBEILPL S
Bosta-VAChT-pred LOBPRRORRLVLVIVCVALFLDNML¥MVIVPT EKPTRT SPTP.
Danre-VAChT IQDPERQRRIILVIVCVA! LYMVIVPT
Cioni-VAChT ISPGKSQRKLVLVIVCVA! LYMVIVPI s}
Strpu-VAChT-pred ITNPVMOKRMILIIVCIAL LYMVIVPIT SIGAWDEITP EP1
Brafl-VAChT IQDPKSQRKLVLVIVCIA! ILYMVIVPIIPDYLH. SIGAFEPIO b
Cte-VAChT VHEPDKQRRLVLVIVCIA] LYMVIVPIIP 1 TGHFEIR DFQDLNL m
Pdu-VAChT LHDPERQRRLVLVIVCIA ILYMVIVPIIP 1 ¥ GE!
Lotgi-mod A ILYMVIVPIIPNYL N---GV
Lymst-VAChT —PKSQRRLVLVIVCIAL IL¥MVIVPIIPNFLTRDKKQD IGUTHSEVM OAVLATNTSTHSEKHDNR
Dromel-VAChT PVNQRRLILVIVSIA LYMVIVPIIPDYLR E1G----SFD-. e
Caele-UNC17 QDNORKCVLVIVSIA ILYMVIVPIIPKYL THNYQVIFEGY el
Sakow-VAChT-pred IDRDQGRDNSESHKPEKTSFTAN-OKWTLFSIS yST
d L & I XF SIL
Pk oz :* T s .. o x *:on
Musmy—VACKT IDRMS| RALGVALAF
IDRMSYDVPLL L RALGVAL
Bosta—VAChT—pted IDRMSYDLPLLLGLGVLF! L RALGLAL
Danre-VAChT L IDRVGYDIPLLIGLSI! L RALGIALAFT, FAG-KRFPFIAL
Cioni-VAChT IKPLELGLMVMF: FLARSLOGLG; KALGLALAF T, FAG-REWPFLIL
trp hT-p: 1GYDIPMMIGLVVMFV, RALGIALAFI FAG-KIVPFMIL
Brafl-VAChT LI 1i KPMVIGISVMF, VLFI KALGIALAFT G-KRVPFLEL
Cte-VAChT 1i RPMILGLFILF: F VL KAQGIALAFT, FAG-KAVPFLLL
Pdu-VAChT L IDRIGYETPMLIGLIVI] FL KALGIALAF VFL
Lotgi-mod IDRIGYDYPMMIGLI IMF] F KALGIALAF L
Lymst-VAChT IDRIGYDMPMMIGLTIMF! A VLFLARSLOGL GIALAF - VIL
Dromel-VAChT IDKIGYDLPMMIGLTIMF! s VL GIALAFISFGCLVAPPF FAG-KEVPFLIL
Caele-UNC17 VNPFSGYIIDRVGYEIPMILG IFALGKSYG. VLL GIALAFISFGCLVAPPFGSVLYSLAG-KPVPFLIL
k hT-p: IGVKFMFIAGSFICGVCCII¥GFLIRLDKGIEFIVFCF TFPEN- - IATELGVLEIF SGLGFMLGPLT GG - FTLPFLVL
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Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener

Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die

Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. feleta wird

die Modellnummer aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

Bosta-VAChT-pred // XP_001253716.2 // vesicular acetylcholine transporter-like // Bos taurus
Brafl-VACHT // ABO38804.1 // vesicular acetylcholine transporter // Branchiostoma floridae
Caele-UNC17 // CCA65517.1 // UNC-17 protein // Caenorhabditis elegans
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Cioni-VAChT // NP_001027961.1 // vesicular acetylcholine transporter // Ciona intestinalis
Cte-VACT // jgi|Capcal|147365|e_gw1.10.10.1 // Capitella teleta

Danre-VAChT // NP_001071018.1 // probable vesicular acetylcholine transporter-A // Danio rerio
Dromel-VAChT // NP_477138.1 // VACKT // Drosophila melanogaster

Homsa-VACHT // NP_003046.2 // vesicular acetylcholine transporter / Homo sapiens

Lotgi-mod // jgi|Lotgil|107236le_gw1.6.509.1 // Lottia gigantea

Lymst-VAChT // AAO83850.1 // vesicular acetylcholine transporter //Lymnaea stagnalis
Musmu-VACT // NP_068358.2 // vesicular acetylcholine transporter // Mus musculus
Nemve-mod // jgi|Nemvel|171569|estExt_gwp.C 1810031 // Nematostella vectensis

Pdu-VACHhT // AB0O93216.1 // VACKT // Platynereis dumerilii

Sakow-VAChT-pred // XP_002732493.1 // vesicular acetylcholine transporter-like // Saccoglossus
kowalevskii

Strpu-VAChT-pred // XP_782213.1 // similar to VAChT CG32848-PA // Strongylocentrotus purpuratus
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8.6 FVRIamid (Cte-FVRI)
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Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener

Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die

Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. feleta wird

die Modellnummer aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

Aplca-FMRF // P08021.3 // FMRF-amide // Aplysia californica
Caele-FMRF // NP_505444.1 // FMRF-Like Peptide family member // Caenorhabditis elegans
Cte-FVRI // jgi|Capcal|226516|estExt_fgeneshl pg.C 1950010 // Capitella teleta
Dromel-FMRF // NP_523669.2 // FMRFamide-related // Drosophila melanogaster

Lotgi-mod // jgi|Lotgi1|228288|estExt fgenesh2 pg.C sca 20198 // Lottia gigantea
Lymst-FMRF // AAA63280.1 // FMRFamide precursor protein // Lymnaea stagnalis
Musdo-FMRF // A6P3B2.1 // FMRFamide neuropeptides // Mus domestica
Myted-FMRF // CAA10949.1 // neuropeptide FMRFamide precursor // Mytilus edulis

Pdu-FVRI // ACI88787.1 // FVRIamide neuropeptide precursor // Platynereis dumerilii
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8.7 Pax6 (Cte-pax6)
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Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener
Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die
Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. feleta wird
die Modellnummer aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

e Cte-pax6 // jgi|Capcal|52961|gw1.29.76.1 // Capitella teleta

e Dorop-pax6 // AAB40616.1 // Pax-6 // Doryteuthis opalescens

e Eupsc-pax6 // AAM74161.1 // Pax-6 protein // Euprymna scolopes

e Helro-mod // jgi|Helro1|8037|fgeneshl pg.C scaffold 4000533 // Helobdella robusta
e Homsa-pax6 // NP_000271.1 // paired box protein Pax-6 isoform a // Homo sapiens
e Musmu-pax6 // NP_038655.1 // paired box protein Pax-6 isoform 1 // Mus musculus
e Paliv-pax6 // AAAT75363.1 // Pax-6 // Paracentrotus lividus

e Pdu-pax6 // CAJ40659.1 // Pax6 protein // Platynereis dumerilii

e Ratno-pax6 // NP_037133.1 // paired box protein Pax-6 // Rattus norvegicus

e Sakow-pax6 // NP _001158383.1 // paired box 6 // Saccoglossus kowalevskii

o Xenla-pax6 // AAB05932.1 // Xpax6 // Xenopus laevis

e Xentr-pax6 // NP_001006763.1 // paired box 6 // Xenopus tropicalis
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8.8 Six (Cte-six1/2)
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Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener
Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die

Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. teleta wird

LNPPEYETSNSDYHSMSSINS YL NYEK IENET T ENP LR ININSSTNSSSYNP YFSONSYGNF HN

die Modellnummer aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

e Challo-six1/2 // ADJ58017.1 // Six1/2 // Chalinula loosanoffi

e Clara-six1/2 // AAT11873.1 // sine oculis-like transcription factor Six1/2 // Cladonema radiatum
e Cte-six1/2 // jgi|Capcal|180303|estExt GenewiselPlus.C 1120095 // Capitella teleta

e Danre-six1 / NP_996978.1 // homeobox protein SIX1 // Danio rerio

e Danre-six2 // NP_571858.1 // homeobox protein SIX2 // Danio rerio

e Dugja-six1/2 // CAD89530.1 // six1-2 protein // Dugesia japonica
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Helro-six1/2a-mod // DAA34942.1 // six-type transcription factor 1/2a // Helobdella robusta
Helro-six1/2b-mod // DAA34943.1 // six-type transcription factor 1/2b // Helobdella robusta
Helro-six1/2c-mod // DAA34944.1 // six-type transcription factor 1/2c // Helobdella robusta
Helro-six1/2d-mod // DAA34945.1 // six-type transcription factor 1/2d // Helobdella robusta
Helro-six1/2e-mod // DAA34946.1 // six-type transcription factor 1/2e // Helobdella robusta
Helro-six1/2f-mod // DAA34947.1 // six-type transcription factor 1/2f// Helobdella robusta
Homsa-six1 // NP_005973.1 // homeobox protein SIX1 // Homo sapiens

Homsa-six2 // AAK16581.1 // SIX2 // Homo sapiens

Lotgi-mod // jgi|Lotgil|129577|e_gw1.66.193.1 // Lottia gigantea

Musmu-six1 // CAA56585.1 // six1 // Mus musculus

Musmu-six2 // CAA56584.1 // six2 // Mus musculus

Nemve-mod // jgiNemvel|126214|e_gw.229.49.1 // Nematostella vectensis

Oikdi-six1/2 // AAZ23141.1 // Six1/2 // Oikopleura dioica

Ovar-six1 / NP_001167584.1 // homeobox protein SIX1 // Ovis aries

Pdu-six2 // CAC86663.1 // Six2 protein // Platynereis dumerilii

Sakow-six1-pred // XP_002735213.1 // SIX homeobox 1-like // Saccoglossus kowalevskii
Tricas-sineoculis / ABV68546.1 // sine oculis // Tribolium castaneum

Xenla-six1 // NP_001082027.1 // SIX homeobox 1 // Xenopus laevis

Xentr-six2 // NP_001093745.1 // SIX homeobox 2 // Xenopus tropicalis
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8.9 Eyes absent (Cte-eya)
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Helro-mod
Homsa-eyal RRGSDH D F: PPESVSLG! GG 354
Xenla-eya RRSSDS D F: PPESVSLG] GG 427
Homsa-eyad -ERTC] PPMAVTLG! GG 474
Homsa-eya3 IDDQSR-KNMNS - —————-| KNRGKKKADATSSQDS| FLI PTVVIGSGL' St IGG 408
Strpu-eya-pred GI GQGQGPKNGN SAGRSRRNNPSPPPED PAAVSLGL LCL 436
Sakow-eya-pred ENGRASRNRG----- GNN] v SVSLGLI LCL 411
d GRG] IFT 125
Brafl-hyp 438
Cte-eya —-—RGRRQ! F: A 1B alov 211
Dugja-eya QFCNGNSEZ-----------] NNNSGPKIPSEIVN] T A VSTV IO 386
Lotgi-mod ATLELATGV 47
Tricas-eya GNL VRGG 463
Dromel-eya RG HOPPSPERSTASDTGNSEAVKP! PNL 595
Redae-eya HAHPSPIRSSTSEPGVTEKA! P PNICLPNGVRGG 591
Oikdi-eya 235
ya2 S 373
Helro-mod
Homsa-eyal e 510
Xenla-eya M) G GAKKHSMPFWRT 583
Homsa-eyad & G PFWRT LAL 630
Homsa-eya3 vl IGRDEETAA] PFWRT VSL 564
Strpu-eya-pred VDWM A "AAKQLDFPFW] 592
Sakow-eya-pred VDM G PF1 567
Nemve-mod i G "ASRO! INL 281
Brafl-hyp v G 0! 3:4
Cte-eya 0 G 7
Dugj axeya ﬁ VL G o IVAL 542
Lotgi-mod e G INISLGLF! IT 203
Tricas-eya i VLL G IAAL 619
D 1-eya 0 G] IRAL 751
Redac-eya o o PFWRISSHSDIREL 747
Oikdi-eya m G TAAJ PFWP, 391
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Homsa-eyal L 519
Xenla-eya L 592
Homsa-eyad L 639
Homsa-eya3 AL] L 573
Strpu-eya-pred L 601
Sakow-eya-pred LTYL 576
Nemve-mod L 290
Brafl-hyp LNLL 603
Cte-eya EEYL 376
Dugja-eya SLG¥L 551
Lotgi-mod T¥HO--- 209
Tricas-eya ALDMDFL 628
Dromel-eya MGFL 760
Aedae-eya IMNFL 756
Oikdi-eya L 400
Homsa-eya2 L 538
Helro-mod -—-----—v 97

Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener

Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die

Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. feleta wird

die Modellnummer aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

e Aedac-eya // EAT43397.1 // eyes absent // Aedes aegypti

e Brafl-hyp / XP_002609675.1 // hypothetical protein BRAFLDRAFT 83679 // Branchiostoma floridae
e Cte-eya// jgi|Capcal|218995|estExt_fgeneshl pg.C 1030047 // Capitella teleta

e Dromel-eya // AAA28723.1 // eyes absent I // Drosophila melanogaster
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Dugja-eya // CAD89531.1 // eyes absent protein // Dugesia japonica

Helro-mod // jgi|Helro1|10626|fgenesh]l pg.C _scaffold 9000172 // Helobdella robusta
Homsa-eyal // AAI21799.1 // EYAL1 protein // Homo sapiens

Homsa-eya2 // CAA71310.1 // EYA2 // Homo sapiens

Homsa-eya3 // CAA71311.1 // EYA3 // Homo sapiens

Homsa-eya4 // CAA76636.1 // EYA4 protein // Homo sapiens

Lotgi-mod // jgi|Lotgil|124788|e_gw1.48.319.1 // Lottia gigantea

Nemve-mod // jgi|Nemvel|116873|e_gw.142.6.1 // Nematostella vectensis

Oikdi-eya // AAZ23130.1 // eyes absent // Oikopleura dioica

Sakow-eya-pred // XP_002735755.1 // eyes absent 1-like // Saccoglossus kowalevskii
Strpu-eya-pred // XP_789024.2 // similar to Eyal protein // Strongylocentrotus purpuratus
Tricas-eya // EFA07446.1 // eyes absent // Tribolium castaneum

Xenla-eya // NP_001083888.1 // eyes absent homolog 1 // Xenopus laevis
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8.10 Dachshund (Cte-dac)
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Tri a 546
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a ﬂ 751

D a SKPPIMY 602

Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener

Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die

Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. teleta

werden die Modellnummern aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

Aedae-dac // XP_001662126.1 // dachshund, putative // Aedes aegypti

Brafl-dac // AAQ11368.1 // amphioxus dachshund // Branchiostoma floridae

Cte-dac // jgi|Capcal|212927|fgeneshl pg.C_scaffold 63000042 // Capitella teleta
jgi|Capcal|212928|fgenesh]_pg.C_scaffold 63000043 // Capitella teleta

Cupsa-dac // CAD57736.1 // dachshund // Cupiennius salei
Danre-dac // AA162471.1 // Dacha protein // Danio rerio

Homsa-dac // AAF01351.1 // dachshund // Homo sapiens
Musmus-dac // AAF04742.1 // dachshund // Mus musculus

Pdu-dac // ADG26728.1 // dachshund protein // Platynereis dumerilii
Pehuc-dac // XP_002427868.1 // dachshund, putative // Pediculus humanus corporis
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Sakow-dac // ACG70190.1 // dachshund protein // Saccoglossus kowalevskii
Tricas-dac-pred // XP_969771.2 // dachshund // Tribolium castaneum
Xenla-dac // CAD88222.1 // putative dachshund A // Xenopus laevis
Xentr-dac // NP_001072176.1 // dachshund homolog 1 // Xenopus tropicalis
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8.11 Chx10 (Cte-chx10)
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Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener

Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die

Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. feleta wird

die Modellnummer aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

e Ascsu-cehl10// ADY46999.1 // Homeobox protein ceh-10 // Ascaris suum

e Caebr-ceh10 // XP_002641221.1 // CEH-10 protein // Caenorhabditis briggsae

e Cte-chx10 // jgi|Capcal|211682|fgeneshl pg.C scaffold 242000021 // Capitella teleta

e Danre-vsx2 // NP_571537.2 // visual system homeobox 2 // Danio rerio

e Helro-mod // jgi|Helro1|88135|e_gw1.62.186.1 // Helobdella robusta

e  Homsa-vsx2 // NP_878314.1 // visual system homeobox 2 // Homo sapiens

e Homsa-vsx1 // NP_055403.2 // visual system homeobox 1 isoform a // Homo sapiens

e Musmu-vsx2 // NP_031727.1 // visual system homeobox 2 // Mus musculus

e Musmu-vsx1 // NP _473409.1 // visual system homeobox 1 // Mus musculus

e Pehuc-chx10 // XP_002425985.1 // Homeobox protein CHX10, putative // Pediculus humanus corporis
e Sakow-vsx2-pred // XP_002736712.1 // visual system homeobox 2-like // Saccoglossus kowalevskii

e  Strpu-vsx2-pred // XP 781184.1 // similar to paired-like homeobox protein // Strongylocentrotus

purpuratus
e Tricas-vsx // CAX64460.1 // visual system homeobox protein // Tribolium castaneum

o Xentr-vsx1 // NP_001093670.1 // visual system homeobox 1 // Xenopus tropicalis
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8.12 Single-minded (Cte-sim)
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Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener

Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die

Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. feleta wird

die Modellnummer aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

Achte-sim // BAE87099.1 // Single minded // Achaearanea tepidariorum

Brafl-hyp // XP_002612587.1 // hypothetical protein BRAFLDRAFT 265033 // Branchiostoma floridae
Cte-sim // jgi|Capcal|165634|estExt Genewisel.C 40076 // Capitella teleta

Dromel-sim // AAC64519.1 // single-minded protein // Drosophila melanogaster

Helro-mod // jgi|Helro1|15822|fgenesh] pg.C scaffold 22000168 // Helobdella robusta

Homsa-sim1 // AAB62395.1 // hSIM1 // Homo sapiens
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Homsa-sim2 // CAA05055.1 // human SIM?2 // Homo sapiens

Mondo-sim-pred // XP_001367899.1 // single-minded homolog 1 // Monodelphis domestica
Musmu-sim1 // AAA91201.1 // SIM1 // Mus musculus

Musmu-sim2 // AAA91202.1 // SIM2 // Mus musculus

Nemve-mod // jgi[Nemvel|161959|estExt_gwp.C_ 260085 // Nematostella vectensis
Pehuc-sim // XP_002423706.1 // single-minded, putative // Pediculus humanus corporis
Sakow-sim // NP_001158398.1 // single-minded homolog 1 // Saccoglossus kowalevskii
Strpu-sim-pred // XP_782984.2 // similar to single-minded // Strongylocentrotus purpuratus
Tricas-sim-pred // XP_967930.2 // similar to Single minded // Tribolium castaneum
Xentr-sim-pred // XP_002932187.1 // single-minded homolog 1-like // Xenopus tropicalis
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8.13 LIM-Homeobox (Cte-lhx2/9)

oo g o x k3 % * .r s
Pdu-lhx2 | IN DEHLPL] F! 01 PHLNITSF) 149
Cte-1hx2/9 AN KLPLI F JGEFYPSSMOARQKRMRTISFKHHOLRIMKSYFOLN 154
Astfa-1hx9 L KLALJ F ﬁ 154
Taegu-1hx9 LRCL KLAL] F Q o 154
Musmu-1hx9 LR KLAL] F} QPPSQ! M) 154
Suscr-1hx9 LR KLAL) F L QPPSO! ! 154
Xenla-1hx9 LR KLTLI F 0 i 154
Galga-1lhx2 MR KLNL] F o 154
Xenla-lhx2 JKLNL] F! M] 154
Danre-1lhx2 MR KLNL) F 0l ! 154
Tricas-apterous H:c 1As| KLPLI F, DFCDTSDPHOPORIKRM 154
Drovir-apterous DEAGH IAs| ROPLI F o 154
Dromel. 0 M 154
Musmu-1hx6 1€s [VRELEES F: i 154
Homsa-1hx6 1€ss| (VRELEC: R aj 154
Galga-1hx7 L L A 154
Drome-awh FACD LEEVEGGTTSSYHKSK! a 154
Caele-lim4 FSCN( DSGVSSQKAKEKRV] 154
Caele-ttx3 OMEDIPFEY FVEF. NAVRSTVLCEESGSORSKRM 154
Dromel-lim ROFL PSDGKP’ 155
Homsa-isll NQYLI KE* 155
Homsa-is12 SQYLI 155
Brabe-isl o SDENQYL) 130
Caele-lim7 VEAGERLEISPRYFLRVNPNLEF] SRPLI 155
Homsa-1lmx1b VEEGEQRPISDRFLMRVN-ESSWHEE] 00AL! KEKDLLSSVSKDPRRP) 154
Homsa-lmxla VEEGEQRVILDRFLLRLN-DSFWHE! SCKEP] KERELLSLVSKDHKRP) 154
Mesau-lmxla VEEGEQRVISDRFLLRLN-DSFWHE S| P KERELL 154
Caere-1im6 LESAGGCLT I¥RVM-DESEHET CEOSSLSS! F, 154
Musmu-1hx3 FILKAL-| |SKELKESDEHV] F. 149
Danre-1hx3 TVDRFILKVL- SDEQSOL F. 149
Homsa-1hx4 ILDKFILKVL-| F. 148
Dromel-lim3 TLDRFILKVL- | SECHGOL F 154
Xenla-lhxl GEERPILDRFLLNVL- KCNLTEK| F 147
Homsa-1hx1 GEKRPILDRFLLNVL- KCNLTEK 147
Danre-1hx5 GCERPILDRFLLNVL- 147
Homsa-1hx5 \GEERPILDRFLLNVL-DRAWHIKCEV KTNLSEK| 147
Xenla-1lhx5 GEERPTLDRFLLNVL - KCNLTEK| 147
Dromel-liml \GENKPILDKFLLNVL- LOPLTDK| 154
Pdu-1hx2 149
Cte-1hx2/9 L LLKQDADG 198
Astfa-lhx9 VLRQENGG 198
Taegu-1hx9 G 198
Musmu-1hx9 A INLLRQENGG 198
Suscr-1hx9 A INLLRQENGG 198
Xenla-1hx9 L INLLRQENGG 198
Galga-lhx2 INLLRQENTG ~ 198
Xenla-lhx2 INLLROQENNG 198
Danre-1lhx2 INLLRQENTG 198
Tri L INIMRQEGGO 198
Drovi. KOL 198
Dromel. lv W 198
Musmu-1hx6 AD! TQVWF HRKHTPQ-———- 193
Homsa-1hx6 HRKH 193
Galga-1hx7 IQWF H 198

h I F DKKHIHAGKNKI 198
Caele-lim4 1 F S 198
Caele-ttx3 B FONA ELHDGGRSS 198
Dromel-lim PRPDALM KTIQMKLOM 199
Homsa-isll PRPDALMI WF 198
Homsa-is12 PRPDALM TRVWFY 198
Brabe-isl PRPDALM 173
Caele-lim7 SRPDATLKER 199
Homsa-1lmxlb SKP & 198
Homsa-lmxla E 198
Mesau-lmxla 198
Caere-1im6 198
Musmu-1hx3 5 192
Danre-1hx3 8 192
Homsa-1hx4 191
Dromel-lim3 197
Xenla-lhx1l PKPTRHI 191
Homsa-lhx1l PKPTRHI! 191
Danre-1hx5 PKPTRHI TQVWFY 191
Homsa-1hx5 PKPTRHI 191
Xenla-1hx5 PKPTRHI 191
Dromel-1liml PKPTRHI! IMKQITSMG- 197

Es folgt eine Auflistung der Abkiirzungen im Alignment verwendeter Gene verschiedener
Organismen, den Zugangsnummern und dem Namen in der Datenbank des NCBI oder die
Zugangsnummern fiir Modelle in der Datenbank des JGI sowie der Artname. Fiir C. feleta wird
die Modellnummer aufgefiihrt, im Alignment aber die eigene Sequenz verwendet.

e Astfa-1hx9 // A218Z7.1 // LIM/homeobox protein Lhx9 // Astyanax fasciatus

e Brabe-isl // D3Y295 // LIM-homeodomain transcription factor islet protein // Branchiostoma belcheri
e Caele-lim4 // Q23380 // Lim domain family protein 4 // Caenorhabditis elegans

e Caele-lim7 // Q94160 // CeLIM-7 // Caenorhabditis elegans

o Caele-ttx3 // AAB97099.1 // putative transcription factor TTX-3 // Caenorhabditis elegans
e Caere-lim6 // C8YUF4 // LIM-6 // Caenorhabditis remanei

e Cte-1hx2/9 // jgi|Capcal|73387|gw1.495.26.1 // Capitella teleta

e Danre-lhx2 // AAI62549.1 // LIM homeobox 2 // Danio rerio

e Danre-1hx3 // Q90421 // LIM/homeobox protein Lhx3 // Danio rerio

e Danre-1hx5 // P52889 // LIM/homeobox protein Lhx5 // Danio rerio

e Drome-awh // Q8IRC7 // LIM/homeobox protein Awh // Drosophila melanogaster

¢ Dromel-apterous / P29673 // Protein apterous // Drosophila melanogaster

e Dromel-lim // P92031 // LIM homeobox protein // Drosophila melanogaster

e Dromel-liml // Q9V472 // DLim1 // Drosophila melanogaster
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e Dromel-lim3 // Q9VJ02 // Lim3, isoform A // Drosophila melanogaster
e Drovir-apterous // XP_002059906.1 // apterous // Drosophila virilis
¢  Galga-lhx2 //NP_990220.1 // LIM/homeobox protein Lhx2 // Gallus gallus
o Galga-lhx7 // Q1PSV3 // LIM homeodomain protein // Gallus gallus
¢ Homsa-lhx6 // QOUPM6 // LIM/homeobox protein Lhx6 // Homo sapiens
e Homsa-isll / P61371 // Insulin gene enhancer protein ISL-1 // Homo sapiens
¢ Homsa-isl2 // Q96A47 // Insulin gene enhancer protein ISL-2 // Homo sapiens
e  Homsal-lhx1 // P48742 // LIM/homeobox protein Lhx1 / Homo sapiens
e  Homsa-lhx4 // Q969G2 // LIM/homeobox protein Lhx4 // Homo sapiens
e Homsa-lhx5 // Q9H2C1 // LIM/homeobox protein Lhx5 // Homo sapiens
¢  Homsa-lmxla// Q8TE12 // LIM homeobox transcription factor 1-alpha // Homo sapiens
¢ Homsa-lmx1b // 060663 // LIM homeobox transcription factor 1-beta // Homo sapiens
e Mesau-Imxla// Q04650 // LIM homeobox transcription factor 1-alpha // Mesocricetus auratus
e Musmu-lhx3 // P50481 // LIM/homeobox protein Lhx3 // Mus musculus
e Musmu-lhx6 / QIR1R0 // LIM/homeobox protein Lhx6 // Mus musculus
e Musmus-1hx9 // AAD22008.1 // LIM homeobox protein 9 // Mus musculus
e Pdu-lhx2 // ABO93218.1 // Lhx2 // Platynereis dumerilii
e Suscr-1hx9 // AAO85392.1 // LIM-homeobox protein 9 // Sus scrofa
e Taegu-1hx9 // NP_001185656.1 // LIM homeobox 9 // Taeniopygia guttata
e Tricas-apterous / NP_001139388.1 // apterous // Tribolium castaneum
e  Xenla-lhx1 // P29674 // LIM/homeobox protein Lhx1 // Xenopus laevis
e  Xenla-lhx2 // NP_001167469.1 // LIM homeobox 2 // Xenopus laevis
e Xenla-1hx5 // P37137 // LIM/homeobox protein Lhx5 // Xenopus laevis
e Xenla-1hx9 // ACJ65031.1 // LHX9 // Xenopus laevis
0.1
_|— Dromel-awh
97 Caele-lim4
100 — Galga-lhx7
| | Homsa-lhx6
100 81 Musmu-lhx6
Cte-lhx2/9
— Tricas-apterous
100 | I- Dromel-apterous
] 1 99 Drovir-apterous
Caele-ttx3
Pdu-lhx2
Astfa-lhx9
Xenla-lhx9
Taegu-1hx9
Suscr-lhx9
Musmu-hx9
Danre-lhx2
Galga-lhx2
9 Xenla-lhx2
Caele-lim7
Homsa-is|2
100 Homsa-isl1
86 Dromel-lim
82 Brabe-isl
Caere-limé
96 Homsa-Imx1b
97 H -
100 omsa-Imx1a
98 Mesau-Imx1a
Dromel-lim3
99 Homsa-lhx4
98 39 Danre-lhx3
Musmu-lhx3
96 Danre-lhx5
Homsa-lhx1
100 Xenla-lhx1
Xenla-lhx5
Dromel-lim1

Homsa-lhx5
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8.14 Abkiirzungsverzeichnis

°C

a

Abb

ATP

ap

AP

AS
BxTxH
bb

BSA
cDNA

ci

clo

cLSM
C-Terminus
CTP

cu
Dig-UTP
DIK
DNA
dNTP
DTT
EMBL
EtBr
Fluo-UTP

g

ga
GPCR
GTP

Grad Celsius

Auge

Abbildung
Adenosintriphosphat
Photorezeptorzelle Adultauge
Alkaline Phosphatase
Aminoséduren

Breite x Tiefe x Hohe
Basalkorper

Basenpaare

Bovines Serumalbumin
komplementire DNA

Cilien

cilidre Organe

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
Carboxy-Terminus
Cytidintriphosphat

Kutikula
Digoxygenin-Uridintriphosphat
Differentialinterferenzkontrast
Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotid-Triphosphate
Dithiothreitol

European Molecular Biology Laboratory
Ethidiumbromid
Fluorescein-Uridintriphosphat
Gehirn

Ganglion
G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Guanosintriphosphat

Stunden
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hin Hauptldngsnervenstrang
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
JGI DOE Joint Genome Institute
km Kommissur

kn Konnektiv

1 Liter

LB-Medium Lysogeny Broth-Medium

Ip Photorezeptorzelle Larvalauge
ma mikrovilldre Auslaufer

MFPL Max F. Perutz Laboratories

mi Mitochondrien

min Minuten

ml Milliliter

mM millimolar

MPI Max-Planck-Institut

mRNA Boten-RNA

mu Mundo6ftnung

mv Mikrovilli

NCBI National Center for Biotechnology
nep Nephridien

nM nanomolar

nm Nanometer

no Nuchalorgan

N-Terminus Amino-Terminus

nt Neurotroch

nu Zellkern

p Pinnulus

pc Pigmentzelle

PCR Polymerase-Kettenreaktion
pers personliche

pb Pharyngealbulbus

pk Perikaryen

elektronendunkle Plittchen



Appendix 149

POD Peroxidase

prc Photorezeptorzelle

prc cy Cytoplasma Photorezeptorzelle
PSEDN Pax-Six-Eyes absent-Dachshund-Netzwerk
pt Prototroch

ptc Zellen des Prototrochs

pv Pigmentvesikel

RACE rapid amplification of cDNA-ends
rae Rhabdom des Adultauges

rd Radiolus

RDGN retinal determination genes-Netzwerk
rer Raues Endoplasmatisches Retikulum
rle Rhabdom des Larvalauges

RNA Ribonukleinsédure

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

sc cy Cytoplasma des Zellkorpers

sc v intrazelluldre Vakuole

sec Sekunden

sk Schlundkonnektiv

smc Submikrovilldre Zisternen

sn Seitennerven

suc Stiitzzelle

tt Telotroch

UTP Uridintriphosphat

uv Ultraviolett

vn ventrales Nervensystem

wclo weitere cilidre Organe

WMISH Whole mount in situ-Hybridisierung
ug Mikrogramm

um Mikrometer

uM mikromolar

A Wellenlénge
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Organismen

Achte Achaearanea tepidariorum
Aedae Aedes aegypti

Anoga Anopheles gambiae
Apime Apis mellifera

Aplca Aplysia californica
Ascsu Ascaris suum

Astfa Astyanax fasciatus
Bosta Bos taurus

Brabe Branchiostoma belcheri
Brafel Branchiostoma floridae
Caebr Caenorhabditis briggsae
Caele Caenorhabditis elegans
Caere Caenorhabditis remanei
Canfa Canis familiaris

Challo Chalinula loosanolffi
Chlaf Chlamys farreri

Cioni Ciona intestinalis

Clara Cladonema radiatum
Cte Capitella teleta

Cupsa Cupiennius salei

Danre Danio rerio

Daphp Daphnia pulex

Dicdi Dictyostelium discoideum
Dorop Doryteuthis opalescens
Dromel Drosophila melanogaster
Drovir Drosophila virilis

Dugja Dugesia japonica

Eupsc Euprymna scolopes
Eurco Eurythoe complanata
Fugru Fugu rubripes

Galga Gallus gallus
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Geocy Geodia cydonium

Habur Haplochromis burtoni
Homam Homarus americanus
Homsa Homo sapiens

Limpo Limulus polyphemus
Lolfo Loligo forbesi

Lotgi Lottia gigantea

Lymst Lymnaea stagnalis
Mesau Mesocricetus auratus
Mizye Mizuhopecten yessoensis
Mondo Monodelphis domestica
Musdo Musca domestica
Musmu Mus musculus

Myted Mpytilus edulis

Neare Neanthes arenaceodentata
Nemve Nematostella vectensis
Octdo Octopus dofleini

Oikdi Oikopleura dioica

Ovar Ovis aries

Paliv Paracentrotus lividus
Patye Patinopecten yessoensis
Pdu Platynereis dumerilii
Pehuc Pediculus humanus corporis
Petma Petromyzon marinus
Plepa Plexippus paykulli

Podca Podocoryne carnea
Podoc Podocoryne carnea
Ratno Rattus norvegicus

Sakow Saccoglossus kowalevskii
Schja Schistosoma japonicum
Schma Schistosoma mansoni
Schme Schmidtea mediterranea
Sepof Sepia officinalis
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Strdr Strongylocentrotus droebachiensis
Strpu Strongylocentrotus purpuratus
Suscr Sus scrofa

Taegu Taeniopygia guttata

Todpa Todarodes pacificus

Tricas Tribolium castaneum

Utast Uta stansburiana

Xenla Xenopus laevis

Xentr Xenopus tropicalis





