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Abstract

Diversity and Phylogeny of Protists —
Discovered with Molecular Charac-
ters.

Molecular characters are gaining
increasing importance in biological syste-
matics. To date, the most often used mole-
cular character for phylogenetic analyses is
the coding region of the small subunit
RNA (SSU-rDNA). In the trees based on
SSU.-rDNA sequence comparisons amito-
chondriate taxa branch first, including spe-
cies of the microsporeans, parabasaleans,
and diplomonads. The next branches lead
to the euglenozoans, heteroloboseans, and
dictyostylids. Subsequently, a rapid ramifi-
cation leads to the red algae, chlorobionts
(green algae, mosses, and vascular plants),
fungi, metazoans and choanoflagellates.
Also included in this "radiation” are the
stramenopiles (oomycetes, hyphochitrio-
mycetes and heterokont algae), alveolates
(ciliates, apicomplexans, and dionoflagella-
tes), cryptomonads, and parts of the amo-
ebae. The parasitic myxozoans are bran-
ching within the metazoa. However, they
do not group with the cnidarians, as sug-

gested by ultrastructural similarities.

Comparisons of protein coding genes
support a sistergroup relationship of meta-
zoans and fungi. Protein gene- and rDNA-

trees are in conflict with regard to the posi-

tions of Entamoeba histololytica, Dictyo-
stelium discoideum, and the microsporans,
the latter branching in the radiation with
the fungi. However, the analysis of
different protein coding genes yields also
different results: a- and b- tubulin genes
support a close relationship with fungi,
whereas sequence comparisons of an elon-
gation factor (EF 1-a) are in agreement
with the ribosomal data. These conflicting
results might be caused by extremely diffe-
rent substitution rates in different lineages.
Especially parasites tend to have fast evol-
ving genes, which may lead to wrong topo-
logies, a phenomenon also known as ”long

branch artefact”.

Another reason might be that ramifica-
tion occurred in relatively short time inter-
vals wherein not enough molecular apo-
morphies evolved and thus, the inner seg-
ments of the tree cannot be reconstructed
confidently. The shorter the time intervals
are, the more variable nucleotide positions
are needed in order to resolve the inner
nodes. Besides the quantitative sequence
comparisons qualitative character analyses
should be given more weight, such as gene
rearrangements, insertions, deletions, and
duplications. As an example, character
differences between the histone H4 genes
of ciliates are analysed according to the

principles of phylogenetic systematics.
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1
Einleitung

Einzellige Eukaryoten (Protisten) werden
seit mehr als 300 Jahren mit Begeisterung stu-
diert. Insbesondere Emst HAECKEL hat ihre
Formenvielfalt und Schénheit untersucht und
beschrieben (HAECKEL 1904 und viele andere
Veroffentlichungen). Um ihrer taxonomi-
schen Bedeutung Rechnung zu tragen, hat er
als erster bereits 1866 ein eigenes Reich Proti-
sta eingefithrt (siehe den Beitrag von CORLISS
in diesem Band) und sich erstmals intensiv
mit ihrer Stammesgeschichte auseinanderge-
setzt (HAECKEL 1866).

Protisten weisen neben ihrer hohen mor-
phologischen, physiologischen und biochemi-
schen Diversitit eine enorme, vor allem mit
dem Elektronenmikroskop aufgedeckte struk-
turelle Komplexitit auf (RAGAN & CHAPMAN
1978; RoTHsCHILD & HEYwoop 1987;
MARGULIS et al. 1989). Dies hat ihre Ursache
vielleicht darin, daB alle Lebensprozesse von
einer einzigen Zelle bewerkstelligt werden
miissen. Neben der Entdeckung neuer ultra-
struktureller Merkmale und deren funktionel-
ler Analyse ergab sich aus den elektronenmi-
kroskopischen Untersuchungen auch, daB die
Flagellata (Mastigophora) und Sarcodina
(Rhizopoda) ein polyphyletisches Sammelsu-
rium darstellen. Die Rekonstruktion der Phy-
logenie der Protisten, sowie ihrer Verwandt-
schafisbeziehungen zu den vielzelligen
Eukaryoten gelang jedoch bislang nicht. Erst
mit Hilfe zusdtzlicher, molekularer Merkmale
beginnt sich ein Bild der Stammesgeschichte
der Protisten abzuzeichnen, das bereits in
neueren Klassifikationen beriicksichtigt wird
(HausMANN & HULSMANN 1996a, b). Im fol-
genden werden die phylogenetischen Bezie-
hungen der Protisten untereinander und zu
den vielzelligen Eukaryoten, wie sie sich aus
der Analyse molekularer Daten ergeben dar-
gelegt, sowie die Grenzen der derzeitig ver-
wendeten Merkmale und Methoden disku-
tiert.

2
Molekulare Merkmale

Der Einsatz molekularer Merkmale war
zuniichst aufgrund des hohen technischen und
experimentellen Aufwandes sehr begrenzt.
Durch die Erfindung der Polymerase-Ketten-
reaktion (INNIS et al. 1990), mit der gezielt
DNA-Sequenzen aus geringen Mengen geno-
mischer DNA in vitro vervielfiltigt und wei-
ter untersucht werden kénnen, dnderte sich
die Situation schlagartig. innerhalb von zehn
Jahren ist die Zahl der sequenzierten Gene
sprunghaft angewachsen. Die umfangreichste
Datenbasis gibt es mittlerweile fiir die codie-
rende Region der RNA der kleinen Riboso-
menuntereinheit (small subunit rRNA, SSU-
rRNA): mehr als 6000 komplette, davon etwa
1600 eukaryotische Sequenzen sind versffent-
licht (http://rrna.uia.ac.be, 324 Archibakteri-
en, 5484 Eubakterien und 1581 Eukaryoten).

Die vollstindige codierende Region der
groBen rRNA (large subunit rRNA, LSU-
rRNA) wird ebenfalls zunehmend fir die
Analyse phylogenetischer Probleme herange-
zogen. Es liegen jedoch bislang weit weniger
Sequenzen vor als von der SSU-rDNA (356,
davon 23 Archibakterien, 161 Eubakterien
und 72 Eukaryoten). Im wesentlichen ergibt
die Untersuchung der LSU-rRNA dasselbe
Bild wie die hier niher besprochenen SSU-
tRNA Sequenzvergleiche (DE Rk et al.
1995). Lediglich die Analyse partieller
Sequenzen der LSU-tRNA fihre zu stark
abweichenden und schwer nachvollziehbaren
Stammbzumen (PAWLOWSKI et al. 1994).

Ein Problem beim Vergleich von Sequen-
zen ist die korrekte Homologisierung von
Nukleotidpositionen zwischen den vergliche-
nen Sequenzen ("alignment”). Im Falle der
tDNAs wird diese Homologisierung durch im
Gen verteilte hochkonservierte Abschnitte
und durch die Beriicksichtigung der Sekun-
dérstruktur erleichtert. Hochvariable Berei-
che werden zudem bei Vergleichen zwischen
Sequenzen enifernt verwandrer Taxa elimi-
niert, um das Verhilnis von phylogeneti-
schem Signal zu uninformativem Rauschen
(durch multiple Substitutionen gesirttigte
Positionen) zu verbessern (ELwoOOD et al.
1985).



3
Sequenzvergleiche der SSU-rRNA

Die Sequenzunterschiede in der SSU-
rRNA eukaryotischer Protisten iibertreffen
sowohl die aller Prokaryoten, als auch die aller
vielzelligen eukaryotischen Taxa (Abb. 1). Ein
zusammenfassendes Bild der Protistenphyloge-
nie, wie sie sich aus der Sequenzanalyse mit
Hilfe von Distanz Matrix und Maximum Par-
simony Methoden darstellt, zeigt Abbildung 2
(aus LEIPE & HAUSMANN 1993, modifiziert).

3.1
Friihe Abzweigungen im Stammbaum
der Eukaryoten

An der Basis des Eukaryoten-Stammbau-
mes zweigen Vertreter einer Reihe artenarmer
Taxa ab, die Microsporidia, Diplomonadida
und Parabasalea. Sie besitzen alle keine Mito-
chondrien. Die rRNA-Sequenzanalysen
konnten die genaue Abfolge der Aufzweigun-
gen innerhalb dieser mitochondrienlosen
Gruppen nicht 100%ig auflésen (LEIPE et al.
1993). Da alle hier abzweigenden Organismen
entweder Parasiten sind oder in anderen sau-
erstoffarmen Milieus vorkommen, hatte man
lange angenommen, daB sie ihre Mitochondri-
en als Anpassung an solche Lebensriume ver-
loren hitten. Endgiiltig ist diese Frage jedoch
noch nicht geklirt und durch neue Unter-
suchungen an Hitzeschockproteinen in jiing-
ster Zeit verstirke in der Diskussion (BUi et al.
1996). Trichomonaden (Vertreter der Paraba-
salea) besitzen Hydrogenosomen, ein unge-
wohnliches, von einer Doppelmembran
umbhiilltes Organeli, das am Kohlehydratabbau
beteiligt ist. Pyruvat wird zu Acetat, CO, und
molekularem Wasserstoff abgebaut. Hierbei
wird ATP durch Substratkettenphosphorylie-
fung gewonnen. Das an der Decarboxylierung
beteiligte Enzym (Pyruvat:Ferredoxin-Oxi-
doreductase) und das Schliisselenzym Hydro-
genase sind ebenfalls bei anaeroben Bakterien
weit verbreitet. Die innere Membran ist nicht
gefaltet und besitzt keine nachweisbaren Men-
gen von Cytochromen und Cardiolipin. Es
wird deshalb von manchen Autoren ange-
nommen, daB die Hydrogenosomen nicht mit
den Mitochondrien homolog sind, sondemn
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unabhiingig aus einem anaeroben Bakterium
entstanden sind (MULLER 1993). Andere
Autoren gehen jedoch von einem gemein-
samen evolutiven Ursprung der beiden Orga-
nelle aus (CAVALIER-SMITH 1992). So wird z.
B. die ATP-Synthese bei beiden durch die
Succinyl-CoA Synthase katalysiert (Bul et al.
1996 und darin). Zudem wurden durch Hybri-
disierungsexperimente Hitzeschockproteine
in den Hydrogenosomen lokalisiert, die in
einigen Merkmalen mit mitochondrialen
Hitzeschockproteinen iibereinstimmen. Sie
weisen z. B. ahnliche ,Leader“-Sequenzen auf,
die fiir den Import in die Mitchondrien wich-
tig sind. Es kommen identische Sequenzmoti-
ve vor (,Signature”-Sequenzen), die man als
Synapomorphien deuten kann. In Stamm-
baumanalysen gruppieren die Hydrogenoso-
menproteine zusammen mit den Mitochondri-
en-Hitzeschockproteinen (Bul et al. 1996).
Somit erhilt derzeit die Hypothese, daB beide
Organelle einen gemeinsamen Vorfahr haben,
starkere Unterstiitzung als bisher.

Als erste im Stammbaum der Eukaryoten
kénnten die Vorfahren der Mikrospora abge-
zweigt sein, da sie eine Reihe weiterer, als
urspriinglich interpretierbare Merkmale auf-
weisen. Sie haben eine sehr kurze rRNA. So
weist z. B. Vairimorpha necatrix eine Linge
von 1255 Basenpaaren auf. Es fehlen eukary-
otentypische Loops (VOSSBRINCK et al. 1987;
WoLTers 1991) und die 5,8 S RNA

Abb. 1:

Distanz-Matrix-Phanogramm der
Archaebakterien, Eubakterien und
Eukaryoten, basierend auf dem
Sequenzvergleich der SSU-rRNA. Die
Liange der Aste entspricht der geneti-
schen Distanz. Die anhand der ermit-
telten Sequenzunterschiede geschétz-
ten genetischen Distanzen der Proti-
sten Gbertreffen sowoh! die der Pro-
karyoten, als auch die aller vielzelli-
gen Taxa. Verandert und erginzt nach
Soain (1991).
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(VossBrRINCK & WOESE 1986). AuBer den
Mitochondrien fehlen Golgi-Apparat, Cyto-
skeletr und 9+2-Flagellen. In ulerastrukturel-
len Untersuchungen von Mikrosporidiern
konnten jedoch fiir die Meiose typische syna-
ptonemale Komplexe nachgewiesen werden
(HULsMANN & HAUSMANN 1994). ,Sex” (im
Sinne von Genaustausch) gehérte demnach
zum Grundplan der Eukaryoten.

Zu den nichsten Asten im Stammbaum
gehoren die Euglenozoa, sowie verschiedene
Taxa der ,alten” Amoben: ,Amoboflagella-
ten (Naegleria, Vahlkampfia, Tetramites), die
azelluliren Schleimpilze (Physarales), sowie
die zelluliiren Schleimpilze (Dictyostelidae).
Eine Art, Entamoeba histolytica, scheint ihre
Mitochondrien sekundir wieder verloren zu
haben, da hier ebenfalls ein mitochondri-
enspezifisches Chaperonin (CPN 60) ent-
deckt wurde {CLARK & ROGER 1995). Die
Euglenozoa sind mit etwa 200 Arten die groB-
te Gruppe, die in dieser ,mittleren Stamm-
baumebene* abzweigt. Zu ihnen gehéren die
heterotrophen Kinetoplasta und die zum Teil
autotrophen Euglenida. Elekcronenmikrosko-
pische Untersuchungen haben aber gezeigt,
daB ihre Plastiden nicht von zwei, sondem
von drei Membranen umgeben sind. Diese
Plastiden haben auflerdem die gleichen Chlo-
rophylle wie die Chlorobionta (a und b).
Somit handelt es sich wohl bei diesen Symbi-
onten nicht primir um Prokaryoten, sondern
um die Reste eines eukaryotischen Endobi-
onten, nidmlich einer Griinalge. Da die
Griinalgen spiiter in der Stammesgeschichte
der Eukaryoten entstanden, missen auch die
autotrophen Eugleniden eine spite Entwick-
lung sein. Daraus kann man schlieBen, daB die
Euglenozoa urspriinglich eine heterotrophe
Gruppe waren.

3.2
Multiple Aufspaltungen in der spite-
ren Eukaryotenphylogenie

Neben den vielzelligen Tieren, Pflanzen
und ,hoheren® Pilzen findet sich hier eine
ganze Reihe weiterer Taxa, deren engere Ver-
wandtschaftsbeziehungen erst durch die
Sequenzvergleiche erkannt wurden. Vor allem
im englischen Sprachraum hat sich hierfir der

ungliickliche Ausdruck ,Kronengruppe®
(crown group) eingebiirgert, der jedoch in der
Systematik anders definiert ist (JEFFERIES
1980; SupHAUS & REHFELD 1992), nimlich
als das iiberlebende Taxon einer ausgestorbe-
nen Stammlinie. Eine Kronengruppe im Sin-
ne von JEFFERIES wire somit das Taxon
Eukaryota.

Die genaue Abfolge der Aufspaltungen
1Bt sich jedoch mit den ribosomalen Daten
bislang nur zum Teil bestimmen. Vielleicht
haben sich diese in erdgeschichtlichen MaB-
stiben kurzen Zeitabstinden vollzogen, so dall
sich nicht geniigend Mutationen ereignet und
damit Sequenzunterschiede evolviert haben,
die eine Rekonstruktion dieser inneren Seg-
mente des Baumes erméglichen (s. uv.). Ein
Monophyllum stellen die Metazoa, Choano-
flagellata und Pilze dar (WAINRIGHT et al.
1993), das von CAVALIER-SMITH als Ophisto-
konta bezeichnet wird (CAVALIER-SMITH &
CHAO 1997). Weitere Merkmale sprechen fiir
eine nihere Verwandtschaft von Pilzen und
Tieren. Bei beiden kommt Chitin vor, sie ver-
wenden als Speicherstoff Glycogen im Gegen-
satz zu Stirke und im mitochondrialen geneti-
schen Code wird UGA fiir Tryptophan ver-
wendet, wihrend es bei Pflanzen fiir Stop
codiert.

Bei den verbleibenden Taxa wurden erst
durch die Sequenzvergleiche die Verwandt-
schaftsbeziehungen  ultrastrukeurell  gut
begriindeter, aber isoliert stehender Taxa
erkannt (LEIPE & Hausmann 1993). Die
Alveolata umfassen die Dinoflagellata, iiber-
wiegend Photosynthese betreibende Arten
und wenige Parasiten (sie wurden frither auf-
grund des offensichtlichen Fehlens von Histo-
nen als besonders primitive Eukaryoten
betrachtet), die Apicomplexa, eine Gruppe,
die durchweg endoparasitische Arten enthiilt
und die nur noch im Zusammenhang mit der
sexuellen Fortpflanzung begeiBelte Stadien
aufweisen. Diese beiden stellen nach den
Sequenzdaten die Schwestergruppe der primir
phasorrophen Ciliophora dar. Diese drei Taxa
sind in ihrer Feinstruktur und ihren 6kologi-
schen Anspriichen derart verschieden, daff
ihre Zusammengehorigkeit vor den Sequen:-
vergleichen zwar diskutiert (TAYLOR 1976),
aber nicht anerkannt wurde, obwohl es schon
vorher auch ultrastrukturelle Hinweise gab,
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niamlich die submembranagsen Alveolen, die
dieser Gruppe ihren Namen gaben (CAVALIER-
SMITH 1993).

Im Fall der Stramenopilaten stiitzen die
Sequenzdaten eine vor allem auf der Flagel-
lenmorphologie  basierende  Gruppierung
(PATTERSON 1989). Auf der Membranober-
flache befinden sich insbesondere auf einer
der beiden Flagellen diinne, dreigeteilte Haare
oder davon abgeleirete Bildungen des Golgi-
apparates. Neben den heterokonten Algen
gehoren die Oomyceren und Hyphochytrio-
myceten in diese Gruppe (LEIPE er al. 1994).
In den Stammbiumen gruppieren die Alveo-
laten mit den Stramenopilaten, allerdings
mit  schwacher bootstrap-Unrerstiitzung
(WorTers 1991; VAN pE PeeR et al. 1993;
WAINRIGHT et al. 1993; LEIPE et al. 1994).

Dieser Bereich des Stammbaums enthiile
noch weitere Sequenzen: die Kern rRNAs der
Crypromonaden zusammen mit den Chlorobi-
onten und Teile der friheren ,Amdben®. Es
sind dies die bakrerienfressenden lobosen
JLimax-Amoben®” (Acanthamoeba castellani,
Hartmanella vermiformis) und filose Amaben
(Euglypha rotunda und Paulinella chromato-
phora). Lerztere stellen woméglich eine unab-
hangige Evolutionslinie dar, die auch Vertre-
ter der rhizopodialen Gattung Chlorarachnion
enthalten (BHATTACHARYA et al. 1995).

3.3
Phylogenie der Myxozoa

Die Myxozoa sind eine rein parasitische
Gruppe von Eukaryoten, die sowohl ein- bis
mehrkernige trophische Stadien, als auch
mehrzellige Sporen ausbilden. Thre systemari-
sche Zugeharigkeit ist seit langem umstritten.
Anhand ultrastruktureller Ubereinstimmun-
gen in den Polfiden wurde eine Verwandt-
schaft zu den Cnidariern, und hierbei zu den
Hydrozoa (Narcomedusae) vermutet (LOM
1989). In den bisherigen Sequenzanalysen
gruppieren die Myxozoa tatsichlich mit den
Metazoa (SMOTHERS er al. 1994; SCHLEGEL et
al. 1996; SInDAL et al. 1996). Allerdings wird
die Verwandtschaft zu den Cnidaria, und zwar
zu Polypodium hydriforme (Narcomedusae) in
nur einer der drei Untersuchungen bestatigt
(SippAL et al. 1996). In den anderen Arbei-
ten, gruppieren die Myxozoa tiberraschender-
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weise zu den Bilateria (Abb. 3). Die bislang
untersuchren Sequenzen der Myxozoa, sowie
von Polypodium hydriforme zeigen jedoch eine
hohe Substitutionsrate, wie dies bei Parasiten
haufig der Fall ist. Die phylogenetische Analy-
se schnell evolvierender Sequenzen ist oft pro-
blematischer als die langsamer evolvierender,
da die Zahl multipler Substitutionen erhoht
wird. Dadurch hiufen sich Konvergenzen und
Analogien an, die zu falschen Gruppierungen
fuhren (FELSENSTEIN 1978; WoLTERS 1991,
VAN DE PEER et al. 1996a). Die Stammbiaume
in der Arbeit, in der die Myxozoen-Sequenzen

zusammen mit Polypodium abzweigen, weisen

Abb. 2:

Dendrogramm der Eukaryoten, basie-
rend auf Distanz-Matrix und Maxi-
mum Parsimony Baumen der SSU-
rRNA. Verandert und erganzt nach
Lewpe & Hausmann (1993).
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zudem nicht nachvollziehbare Gruppenbil-
dungen auf (SIDDAL et al. 1996). So erschei-
nen die Cnidaria als paraphyletische Gruppe,
wobei Hydra mit den Schwimmen niher ver-
wandt erscheint, und die Myxozoa mit Polypo-
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Abb. 3:

Stellung der Myxozoa im SSU-rRNA-
Dendrogramm. Der Baum wurde nach
der Maximum Parsimony Methode
erstellt (FELsensTein 1993). Verdandert
nach ScHLEGEL et. al. (1996).
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dium in die Gruppe fallen, in der auch die tri-
ploblastischen Metazoa stehen.

In unserer Arbeitsgruppe (WYLEZICH et
al., unveroffentlicht) wurde mit einem
erweiterten Datensatz eine Sparsamkeits-
Analyse durchgefiihrt, in der die mindestens
notwendigen Mutationsschritte berechnet
werden, um die verglichenen Sequenzen
ineinander zu iiberfithren. Dabei ergab sich
ein sparsamster Baum mit 5392 Mutationen.
Hierbei stehen die Myxozoa bei den triblobla-
stischen Bilateria und Polypodium bei den
Chnidariern. In einem weiteren Schritt wurde
ein Baum vorgegebenen, bei dem die Myxo-
zoen zu den Cnidariemn gestellt waren. Diese
Gruppierung benétigte nur sechs Mutations-
schricte mehr! Daraus ergibt sich fiir uns der
SchluB}, daB mit Hilfe der SSU-tDNA allein
die exakte Stellung der Myxozoa im Stamm-
baum der Eukaryonten nichr sicher emittelt
werden kann, wenn auch ihre Zugehérigkeit
zu den Metazoa wahrscheinlich ist. Weitere
molekulare Merkmale miissen deshalb zur
Klirung dieser Frage hergezogen werden.

Immerhin gelang es einer anderen
Arbeitsgruppe, mit dem Vergleich ribosomaler
Sequenzen eine spannende Frage zur Evolu-
tion innerhalb der Myxozoa mit zu kldren. In
den Lehrbiichern werden die Myxozoa in die
Klassen Myxosporea (Fischparasiten) und
Actinosporea (Oligochaten- und Sipunculi-
denparasiten) eingeteilt (LoM 1989). Kom-
plette Lebenszyklen wurden, wenn iiberhaupt,
nur sehr selten beobachtet. Nach einer Hypo-
these von WOLF & MARKIEV (1984), die sie
aufgrund von Ubertragungsstudien im Labor
aufgestellt hatten, sollte es sich zumindest im
Falle von Myxobolus cerebralis (Myxosporea)
und Triactinomyxon gyrosalmo (Actinsporea)
nicht um Vertreter verschiedener Klassen,
sondern um verschiedene Stadien im Lebens-
zyklus ein und derselben Art handeln, die
iibrigens die wirtschaftlich bedeutende
Drehkrankheit bei Salmoniden hervorruft.
Diese Hypothese wurde unter anderem des-
halb bezweifelt, weil sehr viel weniger
Actinosporidier beschrieben sind (39 Arten),
als Myxosporidier {ca. 1200 Arten). Eine
Sequenzanalyse von M. cerebralis und T.
gyrosalmo ergab jedoch eine Ubereinstim-
mung von 99,8 %, die signifikant hoher ist als
zwischen Sequenzen verschiedener Arten der
Gattung Myxobolus (ANDREE et al. 1997).
Somit erhilt die Hypothese, daB die verschie-
denen Klassen der Myxozoa lediglich ver-
schiedene Stadien in komplizierten Lebenszy-
klen sind, in denen zwei verschiedene Spo-
renstadien auftreten, massive Unterstiitzung.

4
Intertaxonische Rekombination

Neben den sogenannten primiren inter-
taxonischen Rekombinationen (Aufnahme
von Prokaryoten, die zu Mitochondrien und
Plastiden wurden; SITTE 1991) kam es im Lau-
fe der Eukaryotenevolution auch zu sekun-
ddren intertaxonischen Rekombinationen,
wie dies bei Euglena schon angesprochen wur-
de. Bei verschiedenen Vertretern der Crypto-
monaden, sowie der Chlorarachniophyta, sind
die Reste des eukaryontischen Endobionten
noch sichtbar. Sie besitzen ein ungewohnli-
ches Zellkompartiment, das den Chloro-
plasten und einen rudimentiren Kem enthiilt,



das Nukleomorph. Die Plastiden von Chlora-
rachnion besitzen Chlorophyll a und b.
Man wiirde deshalb einen einzelligen Vertre-
ter der Griinalgen als Endobionten von Chlor-
arachnion annehmen. Die Cryptomonaden-
plastiden haben neben den Chlorophyllen a
und ¢ Phycobilline als akzessorische Pigmente,
wie die Rotalgen, zu denen man deshalb eine
nihere Verwandtschaft vermuten wiirde
(GiBBs 1981). Die Analyse der Nucleomorph-
SSU-tRNAs ergab jedoch zunichst keine
sichere Aussage zur Herkunft der eukaryoti-
schen Endobionten in diesen beiden Gruppen
(DoucLas et al. 1991; MAIER et al. 1991;
BHATTACHARYA et al. 1995). Erst eine verbes-
serte Methode zur Schitzung der Substitu-
tionsraten (VAN DE PEER et al. 1996a) und die
darauf erstellten Stammbiume bestitigten
eine Gruppierung des Chlorarachnion-Nucleo-
morphs mit den Griinalgen und des Crypto-
monaden-Nucleomorphs mit den Rotalgen

(VAN DE PEER et al. 1996b; Abb. 4).

5
Grenzen der Methode bzw. des
Informationsgehalts der SSU-rRNA

Es wurde bereits bei den mitochondrienlo-
sen Taxa gezeigt, daB die rRNA-Daten die
Aufzweigungsabfolgen nicht immer eindeutig
wiedergeben. Eine Methode zur Uberpriifung,
wie gut ein Dendrogramm von dem zugrunde
liegenden Datensatz unterstiitzt wird, ist das
bootstrap-Verfahren (FELSENSTEIN 1985).
Filschlich wird dies immer wieder als ein sta-
tistisches Verfahren bezeichnet. Es wird aber
nicht im statistischen Sinne ein Istwert mit
einem Erwartungswert verglichen und die Irr-
tumswahrscheinlichkeit berechnet. Vielmehr
handelt es sich um ein iteratives Verfahren,
bei dem aus dem Datensatz zufiillig Nukleorid-
positionen zu einem wiederum gleich groBen
Datensatz ausgewihlt werden. Dabei werden
einige Positionen mehrfach reprisentiert,
wihrend andere fehlen. Wird eine Aufzwei-
gung des Dendrogrammes durch viele Positio-
nen unterstiitzt, wird diese bei wiederholten
Tests hiufig wiedergefunden. Sind es nur
wenige, ergibt sich eine geringe Wiederfin-
dungsrate. Selbst bei hohen bootstrap-Werten
muB jedoch bedacht werden, daB diese iiber

Chlorarachniophyta ( Nucleomorph)

Distanz 0,1

100 . CHk 1408
—1 Criarmactrion . 242 _l

Gritnalgen +
Clorarachniophyta
(Nucleomorph)

_ |

Charophyta
Landpflanzen

: Glaucophyta
Cryptomonadina ( Nucleus)

Haptophyta
Metazoa

] Choanoflagellata

Fungi

Chlorarachniophyta (Nucleus)

~| Eugtyphina
Oomycetes _\

Strameno-

heterakonte Algen pilaten

.. |

Cryptomonadina (Nucleomorph)
Rhodophyta
Ciliata

Dinoflagellata

Alveolaten

Apicomplexa

den Informationsgehalt des Datensatzes selbst
noch keine Aussagen machen (FELSENSTEIN
1985).

Bei weitem nicht alle Aufzweigungen in
den rRNA-Stammbiumen sind durch hohe
bootstrap-Werte gekennzeichnet (Abb. 4).
Ein Grund hierftir kann die Sittigung an vie-
len Nukleotidpositionen sein, d. h. bei schnell
evolvierenden Sequenzen oder bei sehr lange
getrennten Sequenzen treten zunehmend mul-
tiple Substitutionen auf.

Sittigung kann z. B. in einer Maximum
Parsimony Analyse durch Vergleich der im
Stammbaum errechneten Sequenzunterschie-
de mit den tatsichlich vorhandenen Unter-
schieden dberprisft werden (PHILIPPE et al.

Abb 4:

Stellung der Nucleomorph- und Kern-
SSU-rRNA der Cryptomonadina und
der Chlorachniophyta. Das Distanz-
Matrix-Dendrogramm wurde mit der
Neighbor-joining Methode erstellt.
Verdndert nach Van bt Peer et al.
(1996b).
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Abb. 5:

Vergleich von errechneten Substitu-
tionen gegeniiber den tatsachlich
beobachteten Substitutionen. Aus PHi-
uppe et al. (1994).

Abb. 6 (rechts):

Verhaltnis zwischen der Zeit zweier
Aufspaltungsereignisse und der Zahl
der variablen Nukleotidpositionen,
die benotigt werden, um fiir eine Auf-
zweigung eine 95%ige bootstrap-
Unterstitzung zu erhalten. Die
Abschnitte in der Ordinate korrespon-
dieren mit der Zahl informativer Posi-
tionen partieller 28S-rRNA (200), der
kompletten SSU-rRNA (700) und der
kompletten SSU + LSU-rRNA (1500).
Aus PHiueee et al. (1994).

1994). Bei Sarrigung nehmen ratsichliche
Unterschiede gegeniiber errechneten Unter-
schieden ab {‘5\ bb. 3).

Ein weitere Merhode zur Erkennung von
Satrigung oder Verrauschung von Daren-
sirzen ist die Split-Zerlegung (BANDELT &
DrEss 1992; BaNDELT [994). Ber Vorliegen
vieler Merkmalswiderspriiche nimmr dabei
ein Diagramm keine Baumstruktur an, son-
dern erscheint vernerzt,

Von WAGELE wird zudem ein Verfahren
vorgeschlagen, bet dem vor der Stammbaum-
konstruktion eine Suche nach Apomaorphien
in Sequenzen homologer Gene durchgefiihr
wird (WAGELE 1996). Im Prinzip werden fiir
ein potentielles Monophylum die Sequenzpo-
sitionen zusammengezihlt, die ein anderes
Nukleotid autweisen als die Taxa der Aullen-
gruppe. Emn dhnliches Verfahren wurde von
HENDY & Pensy (1993) und HenDY er al.
(1994) veroftentliche

Eine Uberpriutung der verittentlichten
Sequenzvergleiche mit Hilfe dieser Methoden
erscheint dringend geboten, um vor allem die
zwischen rtRNA- und Proteindaten vorliegen-
den Widersprische zu klaren {siche unten)

Wenn der vorliegende Datensatz nicht die
Rekonstruknion  der  Autzweigunegsabtolee
ur!.ml‘t. Lumn niu‘\, wie h:rt'lh n‘n\';ihn[. daran
liegen, dabh in der untersuchten Gruppe eme

Radiation vorliegr. in der sich nicht gentugend

125 150 1S 500

Zeit zwischen zwei Aufspaltungen (Mill. J))

molekulare Apomorphien evolviert haben.
Um weit zunickliegende Radiationen aufzu-
[6sen, braucht man schr viel mehr Sequenzin-
formation als ber jungen Aufspaltungsereig-
nissen, bei denen variable Regionen unter-
sucht werden kénnen, die noch nicht ver-
rauscht sind. PHILIPPE ¢t al. (1994) konnren
zeigen, dal} die Zahl der bendtigten variablen
Nukleotidpositionen in Abhiingigkeir von
den  Aufspaltungsereignissen  exponentiell
ansteigt. Je kirzer die Aufspaltungen nachein-
ander erfolgten, desto mehr Sequenzinforma-
tion braucht man, um sie aufzulosen. Manche
werden \\'ulll.’i;_rluh gar nicht aluiprlmr werden
konnen (Abh. 6).

Solche Radiarionen sind nicht nur aus
der Metazoen-Evolution bekannt. Es besteht
der begrindete Verdacht, daly auch bei ein-
zelnen Protistenphyla solche Radiationen

den
1992;

startgetunden  haben, wie z. B. bei
Ciliaten (BAROIN-TURANCHEAL et al.
BERNHARD er al. 1993) und ber den Srrame-
noptlaten (LEIPE et al. 1994). Es wurden daher
ber der Rekonstruktion der Eukaryoten-
phylogenie Versuche unternommen, die SSU-

fRNA und die LSU-rRNA

b USAMIMCT] AusTy-

werten, wobel ca. 3300 Posinonen verglichen
werden konnren (VAN DER AUWERA er al
1995). Hierbei ergab sich = B. eine deutlich
hohere bootstrap-Unterstiitzung von 95 % fur
ein Schwestergruppenverhaltis der Alveo-

lata und Stramenopilaten. Andere Aufzwei-




gungen konnten jedoch auch mit dieser ,ver-
langerten” Sequenz nicht aufgel6st werden.

5.1
Vergleich von proteincodierenden
Genen

Der exponentielle Anstieg der benétigten
Nukleotidpositionen ist vielleicht auch der
Grund dafiir, daBl Vergleiche proteincodieren-
der Gene bisher nicht den Durchbruch bei
den durch die tRNA-Vergleiche ungeldst
gebliebenen Fragen erbracht haben (LOOMIS
& SMITH 1990; BHATTACHARYA et al. 1991;
BALDAUF & PALMER 1993; HASEGAWA et al.
1993; RiLEy & KRIEGER 1995; EDLIND et al.
1996). In etlichen Punkten gibt es iiber-
einstimmende Topologien, wie z. B. in der
Gruppierung von Metazoa und Fungi
{BALDAUF & PALMER 1993; HASEGAWA et al.
1993; DoOLITTLE et al. 1996). In anderen
Fragen widersprechen die Proteindaten den
ribosomalen Daten. Dies betrifft besonders
die Stellung von Entamoeba histolytica und
Dictyostelium discoideum (Abb. 7). Entamoeba
histolytica zweigt sehr frih in den Protein-
stammbidumen ab, woraus einige Autoren
schlossen, dafl diese Art primir mitochondri-
enlos sei, und sie ihre Mitochondrien nicht
sekundir verloren habe (HASEGAWA et al.
1993), wie man aufgrund der ribosomalen
Daten annahm. Die Entdeckung mitochon-
drialer Sequenzen in E. histolytica (CLARK &
ROGER 1995) spricht jedoch dafiir, dal} die
ribosomalen Daten die Phylogenie richtig
wiedergeben. Die Proteindaten sprechen wei-
terhin fiir ein viel spiteres Abzweigen von
Dictyostelium in der Eukaryontenevolution. In
den Proteinstammbiiumen sind jedoch in eini-
gen Fillen gut charakterisierte Gruppen, wie z.
B. die Ciliophora nicht monophyletisch
(BHATTACHARYA et al. 1991; BaLbaur &
PALMER 1993) und die Position von Dictyoste-
lium nicht konstant (LoomIS & SMITH 1990).
Somit {iberzeugen auch in der Position von
Dictyostelium die Proteinstammbiume weniger
als die ribosomalen Daten. Hinzu kommt, daf}
zwar Sequenzen von vielen Proteinen
(DOOLITTLE et al. 1996), aber von weit weni-
ger Taxa vorliegen als ribosomale Daten. Die
Proteindaten erlauben deshalb zur Zeit nur

Homo sapiens

Xenopus laevis

2 8 —— Drosophila melanogaster
7 Artemia salina
4 ~ Onchocerca volvulus
10 Saccharomyces cerevisiae
9 Candida albicans
3] 1 Mucor racemosus
Absidia glauca
) 13 Arabidopsis thaliana
12] Lycopersicon esculentum
1 Dictyostelium discoideumn
Euglena gracilis
Entamoeba histolytica
0 Sulfolobus acidocaldarius
Thermococcus celer
14

15

Thermoplasma acidophilum

16

Methanococcus vannielii

0,1 Substitutionen/Position

Halobacterium marismotui

einen eingeschrinkten Vergleich aus der Viel-
falt der Protisten. Der gravierendste Unter-
schied ergibt sich derzeit in der Stellung der
Microsporidier. Ganz im Gegensatz zu den
ribosomalen Daten weisen die Sequenzver-
gleiche der a- und b-Tubulin-Gene auf eine
nihere Verwandtschaft zu den Fungi (EDLIND
et al. 1996; KEELING & DOOLITTLE 1996). Die-
se wire eine plausible Erklarung, warum bei
dem Mirosporidiern als einzigen unter den
amitochondriaten Protisten ein synaptine-
maler Komplex und somit Hinweise fiir den
Ablauf einer Meiose gefunden wurde.

In den Tubulin-Genen sind jedoch nach
Angabe der Autoren wenig informative Posi-
tionen enthalten, und die Ergebnisse werden
auch entsprechend vorsichtig interpretiert.
Zudem finden sich auch in diesen Stammb:u-
men nicht nachvollziehbare Gruppierungen.

Abb 7:

Maximume-Likelihood Dendrogramm
basierend auf den Aminosaurese-
quenzen des Elongations-Faktor 1-a
(Positionen 4 bis 429) von 14 Eukaryo-
ten und 5 Archaebakterien-Sequen-
zen. Aus Hasecawa et al. (1993).
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In einer Analyse des a-Tubulins sind die
Griinalgen mit den Alveolaten niher ver-
wandt als mit den GefiBpflanzen, im b-Tubu-
lin-Stammbaum sind die Ciliaten paraphyle-
tisch (KEELING & DOOLITTLE 1996). Die
Stellung von Entamoeba histolytica ist extrem
unterschiedlich in den beiden b-Tubulin-
Biumen von EDLIND et al. (1996) und
KEELING & DOOLITTLE (1996). Im einen Fall
zweigt die Sequen:z gan: an der Basis ab
(EpLIND et al. 1996), wihrend sie im anderen
Fall ,,oben“ im Stammbaum bei den Pilzen

Deletionen, Duplikationen, Anordnung von
Genen), die als Apomorphien monophyleti-
scher Gruppen gedeutet werden kénnen. So
fanden z. B. BALDAUF & PALMER (1993) bei
Metazoa und Fungi eine Insertion von 12
Aminosduren in einer hochkonservierten
Region im Gen, das fiir den Elongationsfakior
EF 1-a codiert. Drei weitere Synapomorphien
(zwei Deletionen und eine Insertion) wurden
in der Enolase gefunden. Ein vielversprechen-
der Kandidat fiir phylogenetische Untersu-
chungen bei verschiedenen Protistengruppen

20 30 40 50 60 70 80
* * * * * * *
Bleph.und. 4 KR-HRRVIRENIQGITKPAIRRLARRGGVKRLSGLVYDETRNVLKVFLEGVVRDAVTYTEHARRKTVTALDV
Bleph.und. 1 T e e e e e e e e e e e e e e e e G
Bleph.und. 2 T e e e e e e e e e e e e e e e e, D e
Bleph.spec. T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
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Oxytr. nova RH-TKKSLK.|T|.M). . .- -« o oo e e I.S.I.E...... RS...NJIJISL.....| KIL........
Eu.euryst. 1 RH-TKKAF. T L{V] . oo oo oo oo I.5...E.. B JGL . NI} {SE..... | Ki........
Eu.euryst. 4 RH-TKKAL. T[|L{{V]. . . . .. oo I.S...E.. JGE . NI {Sf..... | KL.o.......
Eu.minuta RHAAKKTL. [T|JLV]. . ... ... ... ... I.S...E.. . 4G ...I. st...... Kl........
Eu.vannus RH KAL. DLV o e e e e e I.s...E..alL.[G}. ST} Sk..... .| Kb ..o .
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Abb. 8: gruppiert (KEELING & DooLITTLE 1996). Ein  scheint das Histon H4 zu sein. Im Gegensatz

Vergleich einer Teilsequenz des Histon
H4 Gens verschiedener Ciliaten. Als
abgeleitete Merkmale interpretierbare
Aminosdureaustausche sind einge-
rahmt. Vier Aminosaureaustausche
kénnen als Synapomorphien fiir die
Stichotrichia (Stylonychia lemnae,
Oxytricha nova) und Hypotrichia
(Euplotes eurystomus, E. minuta, E.
vannus) gedeutet werden (die Ami-
nosduren Threonin, T; Isoleucin, |;
Serin, S; Lysin, K). Weiterhin sind eine
Autapomorphie fir die Stichotrichia
(die Aminosaure Methionin in Positi-
on 29) und vier Autapomorphien far
die Hypotrichia erkennbar (Leucin, L;
Valin, V; Alanin, A; Glycin, G). Aus
BERNHARD & ScHLEGEL (1998).
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Grund fiir dieses derzeitige Durcheinander
konnte in der Organisation proteincodieren-
der Gene wie der Tubuline in Genfamilien
liegen, die durch Genduplikarionen entstan-
den sind. Durch den Vergleich paraloger
Gene wiirden nicht die Unterschiede ermit-
telt, die sich seit der Aufspaltung der Taxa
akkumuliert haben, sondern diejenigen, die
sich seit der Genduplikation ereignet haben,
wodurch stammesgeschichtliche Beziehungen
falsch wiedergegeben werden.

Immerhin soll erwihnt werden, da der
Sequenzvergleich des Elongationsfaktor-Gens
EF-l1a wie die ribosomalen Daten fiir eine
basale Stellung der Mirosporidier im Stamm-
baum der Protisten spricht (KAMAISHI et al.
1996).

5.2
Analyse von qualitativen Merkmalen
Neben den gingigen Auswertemethoden

wird bislang eher zuriickhaltend nach qualita-
tiven Merkmalen gesucht (z. B. Inversionen,

zu den Metazoa findet man z. B. bei den Cilia-
ten (BERNHARD & SCHLEGEL 1995), bei
Trichomonas (MARINETS et al. 1996) und bei
Trypanosoma (BENDER et al. 1992) viele
Sequenzunterschiede. Bei den Ciliaten kén-
nen diese miihelos phylogenetisch interpre-
tiert werden (BERNHARD & SCHLEGEL 1998;
Abb. 8).

Die evolutiven Verinderungen in der
Anordnung mitochondrialer Gene kénnten
in der Zukunft einen weiteren, phylogene-
tisch auswertbaren Merkmalskomplex darstel-
len. Bei den Metazoa sind bereits 35 komplet-
te mitochondriale Genome untersucht und
wurden z. T. schon fiir stammesgeschichtliche
Fragen analysiert (JANKE et al. 1994). Auch
bei den Protisten erscheins dieser Ansar bei
den Gruppen, die Mitochondrien besitzen
sinnvoll, da die Ansichi immer mehr Anhin-
ger findet, daB Mitochondrien homolog sind.
Es sind jedoch erst wenige mitochondriale
Genome untersucht. Zudem muB bei entspre-
chenden Analysen immer an sekundire



Endocytobiosen und an die Maglichkeit
gedacht werden, daB das untersuchte Mito-
chondriengenom nicht aus der Wirtszelle,
sondern aus dem eukaryotischen Endobionten
stammt. Von etlichen Protisten werden zudem
bereits die kompletten Genome untersucht
{Microsporidium, Trypanosoma, Leishmania,
Toxoplasma).

Im Zuge der zunehmenden automatisier-
ten DNA-Sequenzierung wird das Datenmate-
rial rapide anwachsen und zusammen mit den
verbesserten, phylogenetischen Auswertungs-
methoden weitere schliissige Erkenntnisse zu
unserem immer noch sehr unvollstindigen
Bild der Eukaryotenphylogenie erbringen.

6
Zusammenfassung

Molekulare Merkmale gewinnen
zunehmend an Bedeutung in der biologi-
schen Systematik. Zur Rekonstruktion
stammesgeschichtlicher Beziehungen wird
am hiufigsten die ribosomale RNA der
kleinen Ribosomenuntereinheit (,,small
subunit rRNA®, SSU-rRNA), bezie-
hungsweise deren codierende Region
(SSU-rDNA) verglichen. In den davon
abgeleiteten Stammbiumen der Eukaryo-
ten zweigen als erste mitochondrienlose
Taxa ab (Mikrosporidier, Diplomonaden
und Parabasalia). Spiter im Stammbaum
zweigen die Euglenozoa, Heterolobosa
(Amoboflagellaten) und Dictyostelida ab.
Dann kommt es zu einer raschen Abfolge
von Aufzweigungen, die zu den Rotalgen,
Chlorobionten (Griinalgen, Moosen und
GefiBpflanzen), Fungi, Metazoa und Cho-
anoflagellata fiihrt. Weiterhin gruppieren
in dieser ,,Radiation die Stramenopilaten
{Oomyceten, Hyphochitriomyceten und
heterokonte Algen), Alveolaten (Ciliaten,
Dinoflagellaten und Apicomplexa), Cryp-
tomonaden und Teile der ,,Amoben“
(Limaxamében, filose Amdben). Die para-
sitischen Myxozoa zweigen innerhalb der
Metazoa ab. Eine aufgrund ultrastrukturel-
ler Ubereinstimmungen vermutete nihere

Verwandtschaft zu den Nesseltieren 148t

sich jedoch aus den Sequenzdaten nicht

ableiten.

Sequenzvergleiche proteincodierender
Gene unterstiitzen ein Schwestergruppen-
verhiltnis von Metazoen und ,,héheren*
Pilzen. Widerspriiche zwischen Proteinse-
quenz- und SSU.rDNA-Stammbiumen
ergeben sich jedoch in der Stellung von
Entamoeba histolytica und Dictyostelium
discoideum, sowie neuerdings in der Stel-
lung der Microsporidier. Die Analyse ver-
schiedener Proteingene fiihrt jedoch eben-
falls zu unterschiedlichen Ergebnissen. a-
und b-Tubulingene sprechen fiir eine nihe-
re Verwandtschaft zu den Pilzen, wihrend
die Sequenzvergleiche eines Elongations-
faktor-Gens (EF-1a) die ribosomalen
Daten unterstiitzen. Diese widerspriichli-
chen Befunde kénnten ihre Utsache in
extrem unterschiedlichen Evolutionsraten
homologer Gene in verschiedenen Linien
haben. Besonders parasitische Taxa weisen
hiufig hohe Substitutionsraten auf, die zu
falschen Gruppierungen fithren kénnen.
Ein weiterer Grund wiren kurze Zeitab-
stinde, in denen die Aufspaltungsereignis-
se stattgefunden haben (Radiationen). In
diesen Abstinden konnten in den bislang
untersuchten Molekiilen nicht geniigend
molekulare Apomorphien evolviert sein,
um diese Ereignisse verliBlich rekonstru-
ieren zu konnen. Je kiirzer die Abfolgen
der Aufspaltungsereignisse sind, um so
mehr variable Nukleotidpositionen werden

benétigt, um diese aufzulosen.

Bei den Sequenzvergleichen sollte wei-
terhin qualitativen Merkmalsanalysen
(Verinderungen in der Genanordnung,
Insertionen, Deletionen, Duplikationen
u.a.) mehr Aufmerksamkeit geschenkt
werden. Als Beispiel werden die Merkmal-
sunterschiede in den Histon H4 Genen der

Ciliaten phylogenetisch interpretiert.
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