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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Marine Kegelschnecken der Gattung Conus

Dem Einvernehmen nach stellt Conus mit ca. 600-1000 Arten sowohl die grofite Gattung
rduberischer Gastropoden, als auch die grofite Gattung giftiger Tiere liberhaupt dar. Weiterhin
wird wegen ihres Umfanges vermutet, dass es sich bei Conus auch um die Gattung mariner
Invertebraten handelt, die die groBte Diversitit hervorgebracht hat (KOHN, 1997, 2001).

Die Taxonomie der Gattung beruht auf den Gehédusen der Tiere. Diese weisen zahlreiche
Strukturen und farbliche Merkmale auf, denen grofe Bedeutung bei der Artbestimmung
zukommt. Hierzu dienen Merkmale wie Form, Zeichnung, Gewicht etc.. ROCKEL et al. 1995
versuchten diese formelméBig auszudriicken, indem sie Indices zur Bestimmung anfiihren, die
sich aus den Verhéltnissen verschiedener Variablen, wie z.B. Lénge, Breite, Hohe der Spira
und Gewicht zusammensetzen. Allerdings unterliegen viele dieser Merkmale auch einer hohen
innerartlichen Variabilitdt und bei vielen Artbezeichnungen ist es fragwiirdig, ob sie nicht
lediglich Farbmorphe bereits beschriebener Arten darstellen. Andererseits wird bei vielen
Arten aufgrund ihrer grofen morphologischen Variabilitit vermutet, dass es sich um
Artkomplexe handelt.

Die Tatsache, dass Kegelschnecken seit langem wegen ihrer Gehduse im Blickpunkt von
Sammlern stehen, hat das taxonomische Chaos um diese Gattung vergréfert. Hier wurden von
Laien neue Arten eingefiihrt, deren Beschreibung nur im Mindesten dem Internationalen Code
fiir die zoologische Nomenklatur entsprechen. Auch wurde in vielen Fillen eine Uberpriifung
der innerartlichen Variabilitdt versdumt.

Alle Versuche die Gattung aufzuspalten sind bisher gescheitert. Es gibt keine Nomenklatur,
die allgemein anerkannt wurde, auch weil es zahlreiche Ubergangsformen bei den Gehiusen
(Abbildung 1.1) und teilweise groB3e innerartliche Variabilitét gibt.

Zusammen mit den Familien der Turridae und Tereberidae bilden die Conidae die
Superfamilie Toxoglossa (Giftziingler). Abgesehen von einigen Ausnahmen innerhalb der
Turridae die ihre Radula reduziert haben (KANTOR & SYSOEV, 1989), sind die einzelnen
Radulazihne bei den iibrigen Vertretern dieser Superfamilie stark vergroBert, als
Chitinbléttchen eingerollt und bilden hohle, mit Widerhaken versehene harpunendhnliche
Pfeile (Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.1: Verschiedene Conus-Arten zur Veranschaulichung der innergenerischen
Gehiusevariabilitit. Obere Reihe von links nach rechts: C. gloriamaris, C. bengalensis, C.imperialis,
C. geographus, C. aulicus, C. pergrandis. Mittlere Reihe von links nach rechts: C. kintoki, C. bullatus, C. tribblei,
C. molluccensis, C. episcopatus, C. marmoreus, C. neotorquatus. Untere Reihe von links nach rechts: C. magus,
C. glaucus, C. comatosa, C. spirofilis, C. typhon, C. generalis.

Als Bewohner tropischer und subtropischer Gewisser leben Kegelschnecken in der
Brandungszone bis ca. 1000 m Tiefe auf sandigem Untergrund, meist in der Ndhe von
Korallenriffen. Im natiirlichen Lebensraum ist oft der einzige freiliegende Teil der
Kegelschnecken der Sipho, der zur Atmung aus dem Sand gestreckt wird, wihrend der Rest
der Schnecke darin verborgen bleibt. Zuweilen wird auch die Proboscis mit den Fiihlern und
Augen teilweise aus dem Sand gestreckt (KOHN, 1983a, eig. Beobachtung). Wie viele
Neogastropoda sind auch die Kegelschnecken getrenntgeschlechtlich. Nach einer inneren
Befruchtung werden einige hundert bis mehrere Millionen Eier vom Weibchen in Eikapseln
abgelegt (KORN, 1994).

Innerhalb der Gattung finden sich zwei verschiedene Entwicklungsweisen: Arten mit einer
intracapsulidren Entwicklung und Arten, die eine planktonische Veliger-Phase durchlaufen. Bei
den wenigen Arten mit einer direkten Entwicklung schliipfen die Larven im Veliconcha-

Stadium und durchlaufen entweder gar keine oder nur eine sehr kurze (wenige Stunden)
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dauernde planktonische Phase (KOHN & PERRON, 1994). Diese Arten kommen vornehmlich in
Gebieten mit starker Stromung, z.B. an der Kiiste Stidafrikas, vor. Vermutlich handelt es sich
hierbei um eine Anpassung an den Lebensraum, um ein Abdriften der Larven zu verhindern.
Arten mit einer planktonischen Phase produzieren héhere Eizahlen. Aus den Eiern schliipfen
Veliger-Larven die zunéchst frei umher schwimmen, um sich anschlieend zur Veliconcha-
Larve weiter zu entwickeln, bevor sie die Metamorphose in benthisch lebende Juvenile

durchlaufen.

Der Giftapparat der Kegelschnecken besteht aus dem Radulasack, der Giftblase, der
Giftdriise (Giftschlauch) und dem Pharynx—Proboscis—Komplex (Abbildung 1.2.). Die
Giftblase dient als Speicherort fiir das Gift und als Pumpe bei der Giftabgabe, wobei sie das
Gift aus der Giftdriise driickt. Die Giftdriise, ein bis zu 1 Meter langer Schlauch, ist Ort der
Giftsynthese. Wie der Radulasack miindet auch die Giftdriise in den Pharynx. Im Radulasack
werden die Chitinpfeile gebildet und gelagert. Zum Beutefang wird jeweils ein Pfeil in den
Pharynx gebracht und dort mit Gift gefiillt. Durch Druck der Pharynxmuskulatur wird der
Pfeil, der mit einem fadendhnlichen Ligament mit dem Radulasack verbunden bleibt, aus der
Proboscis in die Beute geschossen (HERMITTE, 1946; MEBS, 1989, 2000). Nach ENDEAN &
RUDKIN (1965) soll die Form dieser Pfeile an die bevorzugte Beute adaptiert sein.

Sédmtliche Vertreter der Conidae sind carnivor, die von ihrer Erndhrungsweise her in drei
Kategorien eingeteilt werden: vermivor, molluscivor und piscivor (KOHN, 1959a, b, 1983b:
ENDEAN & RUDKIN, 1963). Nach LiM (1969) sind ca. 65 % der Coniden vermivor, 16 %
molluscivor und ~18 % piscivor. Weiterhin gibt es auch einige omnivore Arten (<1 %) die
nicht auf eine bestimmte Beute spezialisiert sind (z.B. C. californicus, C. pictus), sondern ein
breit gefachertes Nahrungsspektrum besitzen (LEGALL et al. 1999). Piscivore Arten haben im
Laufe der Evolution zwei unterschiedliche Strategien zum Fangen der Beute entwickelt.
Beispielsweise hat Conus purpurascens sich auf das Fangen freischwimmender Fische
spezialisiert (hook-and-line Strategie, siehe unten). Conus geographus benutzt dagegen eine
Netzfang—Strategie, bei der das Rostrum iiber schlafende Fische gestiilpt wird und diese erst
harpuniert werden, wenn der Fisch nicht mehr in der Lage ist zu entweichen. Dadurch ist es
den Tieren moglich, einen kompletten Schwarm Beutefische auf einmal zu erbeuten, indem sie
die Fische im Rostrum gefangen halten und nacheinander abschiefen (OLIVERA, 1997).
Hingegen bringt die hook-and-line Strategie den Tieren den Vorteil, dass Fische aus einer
groBBeren Entfernung erbeutet werden kdnnen. Bei dieser Strategie muss die Beute schnell

immobilisiert werden (KOHN, 1956), d.h. das Gift von ,,hook-and-line-Arten muss andere
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Komponenten aufweisen, als das Gift der Arten, welche die Netzfang-Strategie entwickelt
haben (OLIVERA et al. 1985a; HOPKINS et al. 1995). Die meisten lebensgefahrlichen Unfille
beim Menschen werden durch piscivore Arten verursacht. So wird von Conus geographus
berichtet, dass 66 % der Unfille einen todlichen Verlauf nehmen (CORNEY, 1902; FLECKER,

1936; RICE & HALSTEAD, 1968; JOHNSON & STABLUM, 1971; MCMICHAEL, 1971; CrUZ et al.
1976, 1978; GRAY et al. 1988).

Abbildung 1.2.: Der Giftapparat von Conus. (Oben): Der Bildungsort des Giftes ist die Giftdriise.
In der Giftblase wird es gespeichert. Auflerdem fungiert die Giftblase als Pumpe bei der
Giftabgabe. Im Radulasack werden die Radulazdhne (Pfeile) gebildet, gespeichert und gelagert.
Zum Beutefang werden sie in den Pharynx befordert, hier mit Gift beladen und durch die
Proboscis abgeschossen. (Mitte): Ein Radulazahn in der Komplettansicht. (Unten):
Harpunenformige Spitze eines Radulazahnes mit Widerhaken (MEBS, 2000).
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Abbildung 1.3.: REM—-Aufnahme eines Radulazahnes von Conus textile (MEBS, 2000)
1.2. Kegelschnecken-Toxine

Kegelschnecken-Gift ist eine milchige Fliissigkeit, die liberwiegend Proteine und Peptide
enthélt und ein komplexes Gemisch hochwirksamer Toxine darstellt. (GRAY et al. 1981,

JIMENEZ et al. 1983).

Bei den Toxinen der Kegelschnecken, generell Conotoxine genannt, handelt es sich um
kleine, meist basische Peptide, die Kettenldngen von 10 bis liber 30 Aminosduren besitzen. Sie
werden als ldngere Prépropeptide mit Kettenldngen von ca. 70—120 Aminosduren synthetisiert.
Die interspezifische Divergenzrate bei homologen Prépropeptiden ist in den drei verschiedenen
Bereichen (Signalregion, Proregion und Toxinregion) in unterschiedlichem Mafle ausgeprigt.
Wihrend die Toxinregion hypervariabel ist, ist vor allem die Signal- aber auch die Proregion

relativ konserviert. Im Genom sind diese drei Bereiche durch Introns voneinander getrennt.

Etwa 20 % der Conotoxine enthalten y-Carboxyglutamat, was posttranslational gebildet
wird. Diese Carboxylierung von Glutamat-Resten wird durch eine Erkennungssequenz in der

Proregion hervorgerufen, die von einer Vitamin K-abhingigen Carboxylase erkannt wird.
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Bereits jetzt sind bei Kegelschnecken mehr vy-Carboxyglutamat-enthaltende Peptide
nachgewiesen worden, als in allen anderen Tiergruppen zusammengenommen. Neben der
Carboxylierung von Glutamat finden sich in Conotoxinen weitere posttranslationale
Modifikationen, wie die Hydroxylierung mancher Prolin-Reste, der Bromierung von
Tryptophan, der Glykosylierung von Serin- und Threonin-Resten, der Sulfation von Tyrosin
oder der Epimerisation von L-Trypthophan zu D-Trypthophan. Derart mannigfaltige
Modifikationen sind bei keiner anderen Polypeptid-Familie nachgewiesen (JIMENEZ et al.
1996, 1997; CRAIG et al. 1997, 1998a, 1999a; LOUGHNAN et al. 1998; BANDYOPADHYAY et al.
1998; RIGBY, 1999).

Die Inhibitor-Cystein-Knoten-Anordnung (ICK inhibitor cysteine knot) wird in einer
groen Anzahl kleiner Toxine und inhibitorischen Polypeptiden unterschiedlicher Funktion
und diversen Ursprungs gefunden (NARASIMHAN et al. 1994; PALLAGHY et al. 1994;
DRAKAPOULOU et al. 1998), so auch bei den Conotoxinen. Conotoxine sind durch drei Stringe
anti—paralleler B-Faltbldtter charakterisiert, die durch Disulfidbriicken (cysteine knot)
miteinander verbunden sind (siche Abbildung 1.4). Es gibt Hypothesen, die besagen, dass fiir
die Ausbildung dieses Cytein-Motivs, die Signalregion des Prepropeptids von entscheidender

Bedeutung ist (LEGALL et al. 1999; OLIVERA & CRUZ, 2001).

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung des ICK-Motivs bei einem 4—Loop
Conotoxin. Disulfidbriicken sind durch Linien gekennzeichnet (veréndert nach
NORTON & PALLAGHY, 1998).
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Innerhalb einer Superfamilie lassen sich hinsichtlich der pharmakologischen Aktivitét inkl.
der Bindungsorte, Unterschiede zwischen den verschiedenen Toxinen feststellen. Insofern
werden diese Toxinklassen weiter nomenklatorisch unterteilt (MCINTOSH et al. 1999b,
WALKER et al. 1999). Eine weitere Klassifikation der Conotoxine bezieht sich auf die Anzahl
der Regionen zwischen den Disulfidbriicken, den ,,Loops*. Beispielsweise werden Toxine der
O—Superfamilie als 4-Loop-Toxine bezeichnet, da sie vier Loops zwischen drei

Disulfidbriicken ausgebildet haben.

Gerade piscivore Kegelschnecken bendtigen zur schnellen Paralysierung ihrer Beute ein
hochaktives Gift. Die rasche Paralyse der Beute wird hauptsdchlich durch Toxine aus vier
Toxinklassen erreicht: den a-, 6-, p- und ®- Conotoxinen. Durch Kombination dieser einzelnen
Komponenten (auch mit anderen Giftbestandteilen) kommt es zusdtzlich zu einer

Wirkungssteigerung.

a-Conotoxine bestehen aus einer Kette von 12—15 Aminosduren die intramolekular durch
zwei Disulfidbriicken verkniipft sind. Bei den a-Conotoxinen handelt es sich um ein Analogon
zu dem siidamerikanischen Pfeilgift Curare und a-Bungarotoxin (aus dem Gift des Vielbinden-
Kraits Bungarus multicinctus). Diese Toxine binden an die nicotiniergen ACh-Rezeptoren der
postsynaptischen Membran motorischer Endplatten, wodurch die Erregungsfortleitung auf den
Muskel unterbunden wird. Diese Bindung ist hochspezifisch und nur z.T. reversibel
(McMANUS et al. 1981; McCINTOSH et al. 1982; ZAFARALLA et al. 1988; MYERS et al. 1991,
MARTINEZ et al. 1995; CARTIER et al. 1996; Luo et al. 1998).

Abgesehen von den a-Conotoxinen sind noch vier andere Toxingruppen beschrieben, die
als Antagonisten der nicotinergen ACh-Rezeptoren wirken: aA-Conotoxine, aS-Conotoxine,
y-Conotoxine und aD-Conotoxine. aA-Conotoxine binden v.a. an die nicotinergen Ach-
Rezeptoren im Muskel, allerdings fehlt ihnen die Affinitit zu manchen Rezeptor-Untertypen
(al/a-interface) an die a-Conotoxine binden. Auch die aS- und y-Conotoxine binden selektiv
an ACh-Rezeptoren des Muskels, jedoch an unterschiedlichen Untereinheiten. Diese
Toxinklassen sind aus verschiedenen Arten beschrieben und treten selten gemeinsam auf. Aus
C. vexillum sind beispiclsweise nur aD-Conotoxine beschrieben (ARIAS & BLANTON 2000,

NICKE et al. 2004, TERLAU & OLIVERA 2004, TEICHERT et al. 2005a, LOUGHNAN et al. 2006).

0-Conotoxine sind Peptide mit 25-32 Aminoséduresubstituenten und drei Disulfidbriicken-

Bindungen. Diese Toxine verzogern die Inaktivierung des Natriumkanals, indem sie an die
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Untereinheit VI binden. Bei Conus purpurascens scheinen d-Conotoxine eine Schliisselrolle
bei der schnellen Immobilisierung der Beutetiere zu spielen, da sie zu einer tetanischen
Kontraktion der Muskulatur fithren und damit eine Lihmung bewirken (FAINZILBER et al.

1994, 1995a; SHON et al. 1995; TERLAU et al. 1996a; MCINTOSH et al. 1999b).

o-Conotoxine besitzen bei Kettenldingen von 25-32 Aminosduren ebenfalls drei
Disulfidbriicken. Sie blockieren Calciumkanéle und unterbinden dadurch den Einstrom von
Ca*"-Ionen in die Zelle nach der Depolarisation der Zellmembran, was die Freisetzung von
Acetylcholin aus der Endplatte verhindert. w-Conotoxine sind die ersten bekannten Toxine
tierischen Ursprungs, die Ca’*-Kanile als Wirkungsort haben (OLIVERA et al. 1984, 1987,
1994; Cruz et al. 1987a; MCCLESKY et al. 1987; DUNLAP et al. 1995; LEwIS et al. 2000).

p-Conotoxine stellen eine Kette aus etwa 20 Aminosduren dar, die ebenfalls durch drei
Cysteine miteinander verbunden ist. Aufgrund des abweichenden Cystein-Motivs gehdren sie
jedoch der M-Superfamilie an, gegensitzlich zu den 8- und ®-Conotoxinen die zur O-
Superfamilie gerechnet werden. Analog zum Tetrodotoxin fithren p-Conotoxine, durch eine
Bindung an Untereinheit I der extrazelluldren Seite der Porenregion, zu einer Inaktivierung der
Natriumkanéle, wodurch der Kanal blockiert wird. Hingegen werden Natriumkandle von
Nervenmembranen nicht von p-Conotoxinen blockiert. Thr spezifischer Angriffspunkt sind
Natriumkanéle der Muskelmembran (SATO et al. 1983; Cruz et al. 1985b; MOCYDLOVSKY et
al. 1986, OHizuMmI et al. 1986; SHON, 1998a).

Neben den erwihnten Toxinen sind noch eine Reihe weiterer Peptide aus den Giften der
Kegelschnecken isoliert worden. So bewirkt das k-Conotoxin PVIIA aus dem Gift von Conus
purpurascens eine Blockade des Kalium-Kanals bei Drosophila und Xenopus und fiihrt zu
einer Blockade des K '-Ausstroms aus der Zelle. In Kombination mit dem 8-Conotoxin PVIA,
das einen vermehrten Na'-Einstrom bewirkt, fiihrt es zur Depolarisation der Zellmembran und
somit zur Dauerkontraktion der Muskulatur (TERLAU et al. 1996a, SHON et al. 1998b). Andere
Peptide verursachen nach intracranialer Injektion bei Mausen u.a. ein charakteristisches Zittern
wie das ,shaker*-Pepid oder unkoordinierte Bewegungen wie das ,,spasmodic“-Peptid.
Contulakin-G (friiher als sluggish peptide bekannt) ruft bei intracerebroventricularer Injektion
depressive Aktivitdt und Apathie hervor, bei intrathekaler Injektion an Hunden wurde aber
ebenfalls eine schmerzlindernde Wirkung nachgewiesen (CRUZ et al. 1987a; CRAIG et al.
1998a, 1999b; LIRAZAN et al. 2000; NARANJO, 2002, ALLEN et al. 2007; KERN et al. 2007).
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Das Toxin ViTx aus der I-Superfamilie, das aus dem Gift von Conus virgo isoliert wurde,
weist funktionelle Analogien zu PVIIA auf, da es auch an den K'-Kanal bindet. Wie PVIIA
hemmt ViTx nicht nur Kalium-Kanédle von Invertebraten. Auch die Bindung von ViTx ruft
eine verldngerte Depolarisation und eine daraus resultierende Dauerkontraktion hervor. Aus
der gleichen Superfamilie finden sich aber auch Toxine in den Giften von C. capitaneus und
C. vexillum, die ebenfalls an die Kaliumkanéle Kv 1.1 und Kv 1.3 binden, ebenso wie die kA-
Conotoxine. Dabei weisen diese unterschiedlichen Toxin-Gruppen z.T. stark voneinander

abweichende Cystein-Motive auf (CRAIG et al. 1998b, KAUFERSTEIN et al. 2003, 2004).

Bei den sogenannten Conantokinen handelt es sich um Peptide aus 17 bis 21 Aminosduren,
sie besitzen keine Disulfidbriicken und zeichnen sich durch einen hohen Anteil an
y-Carboxyglutamat aus. Die Conantokine sind die ersten toxischen Peptide, von denen diese
Aminosdure beschrieben wurde. Intracranial in junge Maéuse injiziert (<2 Wochen) 10st
Conatokin—G ein schlafdhnlichen Zustand aus, weshalb es frither als sleeper peptide bezeichnet
wurde. Bei Méusen, die élter als drei Wochen sind, flihrt es jedoch zu Hyperaktivitit.
Conantokin-G befindet sich in den USA in Phase I der klinischen Erprobung als Mittel gegen
Schmerz und Epilepsie. Der Wirkungsort der Conantokine sind die NMDA-Rezeptoren (N-
methyl-D-aspartat; ein Subtyp excitatorischer Aminosdure-Rezeptoren, der auf erregende
Aminosduren wie Glutamat, Glutamin und Glycin anspricht. NMDA-Rezeptoren steuern z.B.
im Gehirn die Gedachtnisleistungen), was zur Folge hat, dal dort kein Kationen-Austausch
mehr stattfinden kann. Interessant sind sie deshalb, da aufler den Conantokinen keine Toxine
bekannt sind, die die NMDA-Rezeptoren als Wirkungsort besitzen (MCINTOSH et al. 1984;
OLIVERA et al. 1985b; HAACK et al. 1990; BINGHAM et al. 1995; OLIVERA, 20006).

Bei der Immobilisierung der Beute wirken noch weitere Peptide wie beispielsweise die
Vasopressin-Homologe (z.B. Lys—Conopressin—G, y-Conopressin). Conopressine haben
gefdaBverengende Eigenschaften, und bewirken auf diese Weise einen schnelleren Transport der
Toxine iiber den Kreislauf an ihren Wirkungsort (Cruz et al. 1987b; NIELSEN et al. 1994).
Ahnliche Wirkungen kdnnte ebenfalls das Neurophysin-Homolog Conophysin—R besitzen, das
aus dem Gift von C. radiatus isoliert wurde (LIRAZAN et al. 2002, TERLAU & OLIVERA 2004,
MOLLER & MARi 2007).



1. Einleitung

Es wird vermutet, dass jede Kegelschneckenart zwischen 100 und 200 unterschiedliche
Peptide in ihrem Gift sezerniert, von denen bei der liberwiegenden Zahl weder die biologische
Wirkung, noch ihr Angriffspunkt bisher bekannt sind (OLIVERA et al. 1990). Funktionell
homologe Toxine sind zwar im interspezifischen Vergleich gefunden worden, jedoch variieren
sie z.T. erheblich in ihrer Aminosdure—Sequenz. Wihrend des Evolutionsverlaufs konnte
offenbar eine grofle Vielfalt an Toxinen entstehen. Im Hinblick auf die GroBe der Gattung
schitzt man die Zahl an Conotoxinen auf ca. 70.000 (EsSPIRITU et al. 2001). Diese hohe

Diversititsrate wird vor allem drei Parametern zugeschrieben:

1. Die Aminosédurereste zwischen den Loop-Regionen sind hypervariabel, lediglich die
Cysteine besitzen eine konservierte Anordnung. Bei GVIA, einem ®-Conotoxin aus
C. geographus, sind die wichtigsten Aminoséduren, die fiir die Affinitdt zum Calciumkanal
verantwortlich sind, Lys” und Tyr'’. Dabei handelt es sich um zwei Aminosiuren, die relativ
konserviert sind und auch bei den Toxinen anderer Arten zu finden sind, z.B. bei MVIIA,
MVIIB, MVIIC aus C. magus und SVIB aus C. striatus (WOODWARD et al. 1990; Kim et al.
1994; LEw et al. 1997). Andere Aminoséduren innerhalb der Loop-Regionen dieser Toxine sind
hingegen variabel. Die Loop-Regionen der Conotoxine sind starken Modifikationen in Bezug
auf ihre Sequenz und Linge unterworfen. Durch diese Verdnderungen konnten sich
evolutionsgeschlichtlich die mannigfachen Spezifititen fiir die verschiedenen Rezeptoren

entwickeln.

2. Durch Umgestaltung der Cystein-Anordnungen kann eine breitere Vielfalt ausgebildet
werden. So besitzen die aA- und die y-Conotoxine jeweils drei Disulfidbriickenbindungen,
allerdings mit voneinander abweichendem Cystein-Motiv sowie unterschiedlichen Orten der
physiologischen Aktivitit (targets). Die Anordnung der Disulfidbriicken ist jedoch bei beiden
Toxinklassen fiir ihre biologische Aktivitit von Bedeutung. a- und A-Conotoxine besitzen
beide die gleiche Cystein-Anordnung, es findet jedoch eine unterschiedliche
Disulfidbriickenbildung statt. a- und aA-Conotoxin hingegen binden beide an den
kompetitiven Antagonisten des ACh-Rezeptors, haben jedoch abweichende Cystein-Motive.

(FAINZILBER et al. 1995b; MCINTOSH et al. 1999a, ¢, 2000; BALAJI et al. 2000).

3. Viele Conotoxine werden posttranslational modifiziert, beispielsweise durch die
Hydroxylierung von Prolin-Resten, der Sulfation von Tyrosin, der Carboxylierung von

Glutamat-Resten oder der Bromierung von Tryptophan. Keine anderen bekannten Polypeptide
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werden in solch mannigfaltiger Art modifiziert (JIMENEZ et al. 1997; CRAIG et al. 1997, 1999a;

LOUGHNAN et al. 1998).

Aufgrund ihrer hohen Affinitdt zu bestimmten lonenkandlen und Rezeptoren sind die
Conotoxine wichtige Werkzeuge fiir die neurophysiologische Forschung. Wegen ihrer
geringen Grof3e ist es moglich, sie ohne groflen Aufwand kiinstlich zu synthetisieren. Durch die
von o—Conotoxinen verursachte selektive Inhibierung war es moglich, verschiedene Typen
von Ca*-Kanilen an den prisynaptischen Endplatten zu identifizieren. a-Conotoxine sind
wegen ihrer Diskriminierung zwischen verschiedenen nah verwandten nicotinergen
Acetylcholin-Rezeptor-Isoformen von pharmakologischem Interesse. GVIA aus dem Gift von
C. geographus ist das am haufigsten in der Neurophysiologie benutzte Conotoxin. Seine
Verwendung ist in iiber 2000 wissenschaftlichen Verdffentlichungen belegt

Weiterhin zeigen einige dieser Toxine vielversprechende therapeutische Wirkungen,
wodurch sie auch fiir den medizinischen Gebrauch interessant sind (siche Tabelle 1.1), z.B. hat
sich k-PVIIA, ein K'-Kanal Blocker im Tierversuch als effektives Mittel gegen Herzinfarkt
herausgestellt. Von den ersten identifizierten Conotoxinen befinden sich ca. 10% mindestens in
Phase I der klinischen Erprobung, wie Conantokin-G als Mittel gegen Epilepsie und Schmerz.
MVIIA, ein ®-Conotoxin aus dem Gift von Conus magus, wird mittlerweile unter dem
Handelsnamen ,,Zirkontid* als Schmerzmittel vertrieben. Es dient zur Schmerzunterdriickung,
da es an den N-Typ der Ca**-Kanile (CaV2.2) von Synapsen im Riickenmark angreift. Es gibt
weitere Conotoxine die sich in der Erprobungsphase zum analgetischen Gebrauch befinden.
Die Wirkungsweise unterliegt dabei fiinf unterschiedlichen Mechanismen, von denen keines
Opioid-basiert ist. Die Anzahl an Analgesika in Tabelle 1.1 zeigt eine weitere wichtige
Bedeutung dieser Conopeptide: Die Identifizierung neuer pharmakologischer Mechanismen.
Zum Beispiel war der N-typ Ca**-Kanal zuvor als Wirkort fiir Schmerzmittel unbekannt. Dies
zeigt, dass selbst Conotoxine, die nicht direkt fiir den therapeutischen Gebrauch synthetisiert
wurden, sehr wichtig zur Identifizierung bisher unbekannter Wirkorte fiir potentielle neue
Heilmittel sind. (MYERS et al. 1993; HEADING, 1999; Hu et al. 1999; JONES & BuLAJ, 2000;
MCINTOSH & JONES, 2001; OLIVERA & CRUZ, 2001; PUTZIER & FRINGS, 2002; ZHANG et al.
2003; TERLAU & OLIVERA, 2004; LUBBERS et al. 2005).
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Tabelle. 1.1: Conotoxine im medizinischen Gebrauch

Wirkort Conus Peptid Therapeutischer Einsatz Status der Entwicklung
(Stand Okt. 2006; USA)
N-typ. Ca™"| -MVIIA Schmerz Zugelassen Dezember.2004
Kanal o-CVID
Neurotensin Contulakin-G Schmerz Phase I
Rezeptor
Norepinephrin | x-MrIA Schmerz Phase I
Transporter
Nicotinerger a-Vel.l Schmerz Phase I
Rezeptor
NMDA- Conantokin-G | Epilepsie, Schmerz Phase I
Rezeptor
K'-Kanal Kk-PVIIA Myocard-Infarkt Vorklinische Phase
Na'-Kanal pO-MrVIB Schmerz Vorklinische Phase

Die drei verschiedenen Bereiche (Signalregion, Proregion und Toxinregion) der
Conotoxin-Precursor divergieren in unterschiedlichen Raten. Anhand des Vergleichs von
synonymen (Austausch eines Nuleotides ohne eine Anderung der Aminosiure zur Folge zu
haben) und nicht-synonymen (Nukleotid-Austausch, der eine Anderung der Aminosiure
bewirkt) Substitutionsraten der verschiedenen Regionen eines Priapropeptides wird vermutet,
dass die Mutationshiufigkeit innerhalb der verschiedenen Regionen variiert. Die Signalregion
besitzt die niedrigste, die Toxinregion die hochste Mutationsrate. Die drei Bereiche der
Priapropeptide werden durch Introns voneinander getrennt. Das fiihrte zur Vermutung, dass
voneinander durch Introns getrennte Exons das Potential besitzen, unterschiedliche
Mutationsraten zu entwickeln (HILLYARD, et al. 1989; OLIVERA et al. 1990, 1999; WALKER et
al. 1999).

Fiir Phylogenie-Analysen ergibt sich aus diesen unterschiedlichen Divergenzraten, dass die

Toxineregion wegen ihrer Hypervariabilitit ungeeignet ist. Die besten Ergebnisse erhdlt man

hier durch Vergleiche der Signalregionen, evtl. in Kombination mit den Pro-Regionen.
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1.3. Aufgabenstellung und Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die von ROCKEL et al. (1995)
eingefithrten Gehaduse-morphologischen Indices ausreichend bei der Artdetermination sind,
was anhand einer in sich geschlossenen Gruppe (C. marmoreus-Gruppe) iiberpriift wurde.

Eine weitere Fragestellung war, in welchem verwandschaflichen Verhiltnis die
atlantischen Vertreter der Conidae zueinander stehen und ob sich die Gattung Conus in eine
west-atlantische/ost-pazifische und eine indo-pazifische Radiation aufspalten ldsst. Dazu wurde
eine molekulare Phylogenie-Analyse unter Verwendung eines Abschnittes des 16S rRNA-Gens
durchgefiihrt. Die erhaltenen Daten wurden mit Sequenzen aus einer Datenbank ergénzt.
Daraus sollten Modelle fiir die systematische Einteilung der Gattung Conus gefunden werden.
Basierend auf den molekular-phylogenetischen Daten sollte {berpriift werden, ob eine
Charakterisierung der Arten einer Gruppe aufgrund von Ubereinstimmungen des #uBeren

Erscheinungsbildes moglich ist.

Durch einem Vergleich der Prepro-Regionen der Toxine der A-Superfamilie mit den Daten
der molekularen Phylogenie, basierend auf dem Abschnitt des 16S rRNA-Gens, sollte
iiberpriift werden, ob sich die phylogenetische Stellung einzelner Arten auch in ihren Toxin-
Zusammensetzungen widerspiegelt.

Bei ausgewihlten west-atlantischen/ost-pazifischen Arten wurde zur besseren
Charakterisierung einzelner Toxin-Superfamilien gezielt nach der Nukleotid-Sequenz ihrer
Precursor gesucht

Weiterhin wurde untersucht, ob durch den direkten Vergleich der Sequenzen der Prepro-
Regionen verschiedener Toxin-Superfamilien eine Aussage nach der phylogenetischen

Evolution der Toxine ableitbar ist.
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2. Material & Methoden

2.1. Chemikalien

Die Chemikalien wurden in p.a.—Qualitdt von der Firma Merck, Darmstadt, bzw. von den

Firmen AppliChem, Darmstadt, Roth, Karlsruhe sowie ICN Biomedicals GmbH, Meckenheim

bezogen.

2.2. Stammldsungen und Puffer

2.2.1 Puffer

Lysis-Puffer
10 mM TRIS
10 mM EDTA
100 mM NacCl
2 % SDS

TAE-Puffer (50x-Stammldsung)
242 g TRIS,

100 ml 0,5 M Na2EDTA (pH 8,0)
57,1 ml Eisessig

mit H,O dest auf 1 1 auffillen

2x CTAB-Puffer

100mM Tris-HCI, pH 8,0

1,4M NaCl

20mM EDTA

2% CTAB

Ethidiumbromid-Stammlésung
10 mg/ml Ethidiumbromid
Zur Verwendung bei Gelen 1: 10 verdiinnen

lichtgeschiitzt bei 4 °C lagern

Agarosegel (2%0)

1 g Agarose

in 50 ml 1x TAE-Puffer autkochen

nach Abkiihlung auf ca. 52°C 2,5 pul

Ethidiumbromid hinzugeben
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2.2.2 Kulturplatten und Kulturmedien fur Bakterien

LB-Medium (1 Liter)

5 g Bacto Yeast Extract (Firma Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, USA)
10 g Trypton (Firma Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, USA)

10 g NaCl (Firma Merck, Darmstadt)

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen

Ampicilin—-Stammldsung
100 mg/ml Ampicilin in H,O dest.
bei 4°C lagern

LB-Amp-Medium
LB—Medium mit 0,02 % Ampicilin

X-Gal Stammlésung

40 mg/ml X-Gal (5-Bromo—4—Chloro-3 Indolyl-B-D-Galactopyranosid)
in DMSO l6sen

lichtgeschiitzt bei 4°C lagern

IPTG-Stammlésung
24 mg/ml IPTG (Isopropyl-—D—thio—Galactopyranosid) in H,O losen
bei 4°C lagern

LB-IPTG/X-Gal/Amp-Platten

LB—-Amp-Medium mit 1,5 % Bacto Agar

(Firma Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, USA)
40 ul X—Gal und 60 pl IPTG

2.3. Probenmaterial

Die fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellten Gewebeteile verschiedener Conus-Arten
stammten aus der Karibik, dem atlantischen Ozean, Sidafrika sowie dem Ostlichen

Indopazifik. Die verschiedenen indo-pazifischen Conus-Arten wurden nach ROCKEL et al.
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(1995) bestimmt: Conus ammiralis LINNE 1758, C. anemone LAMARCK 1810, C. arenatus
LIGHTFOOT 1786, C. aristophanes SOWERBY II 1857, C. aurisiacus LINNE 1758, C. bandanus
HwAsSs IN BRUGUIERE 1792, C. boeticus REEVE 1844, C. capitaneus LINNE 1758, C. carinatus
SWAINSON 1822, C. circumcisus BOrN 1778, C. coffeae GMELIN 1791, C. distans LIGHTFOOT
1786, C. dorreensis PERON 1807, C.eburneus HwWASS IN BRUGUIERE 1792 , C. flavidus
LAMARCK 1810, C. frigidus REEVE 1848, C. generalis LINNE 1767, C. geographus LINNE 1758,
C. glans HwAss IN BRUGUIERE 1792, C. imperialis RODING 1798, C. legatus LAMARCK 1810,
C. litoglyphus Hwass IN BRUGUIERE 1792, C. litteratus LINNE 1758, C. magus RODING 1798,
C. marmoreus LINNE 1758, C. miles LINNE 1758, C. mitratus HWASS IN BRUGUIERE 1792,
C. moluccensis DILLWYN 1817, C. mucronatus REEVE 1843, C. muriculatus SOWERBY I & II
1833, C. musicus HWASS IN BRUGUIERE 1792, C. mustulinus HWASS IN BRUGUIERE 1792,
C. nanus SOWERBY I & II 1833, C. nocturnus LIGHTFOOT 1786, C. obscurus SOWERBY I & II
1833, C. omaria HWASS IN BRUGUIERE 1792, C. pennaceus BORN 1778, C. pertusus HWASS IN
BRUGUIERE 1792, C. planorbis BOrRN 1778, C. quercinus LIGHTFOOT 1786, C. radiatus
GMELIN 1791, C. rattus HwAss IN BRUGUIERE 1792, C. sanguinolentus Quoy & GAIMARD
1834, C. striatellus LiNk 1807, C. striatus LINNE 1758, C. tessulatus Born 1778, C. textile
LINNE 1758, C.varius LINNE 1758, C.vexillum GMELIN 1791, C.victoriae REEVE 1843,
C. vidua REEVE 1843, C. virgo LINNE 1758 und C. vulpinus HWASS IN BRUGUIERE 1792.

Aus Siidafrika, dem west-atlantischen und ost-pazifischen Ozean wurden weiterhin
folgende Arten in die Untersuchung mit einbezogen: C. archon BRODERIP 1833, C. bartschi
HANNA & STRONG 1949, C. beddomei SOWERBY 111 1901, C. brunneus Woob 1828, C. burryae
CLENCH 1942, C. cargilei CoLTRO 2004, C. caribeaeus CLENCH 1942, C. cedonulli LINNE
1767, C. cingulatus SOWERBY I 1825, C. dalli STEARNS 1873, C. daucus HWASS IN BRUGUIERE
1792, C. delessertii REcLuz 1843, C.donnae (PETUCH 1998), C.ermineus BORN 1778,
C. flavescens SOWERBY I & II 1834, C.fontonae ROLAN & TrROVAO 1990, C. gladiator
BRODERIP 1833, C.gradatulus WEINKAUFF 1875, C. infrenatus REEVE 1848, C. jaspideus
GMELIN 1791, C. lindae PETUCH 1987, C. mahogani REEVE 1843, C. mindanus HWASS IN
BRUGUIERE 1792, C. mus HwWASS IN BRUGUIERE 1792, C. nux BRODERIP 1833, C. patricius
HinDs 1843, C. poormani BERRY 1968, C. princeps LINNE 1758, C. purpurascens SOWERBY |
& 11 1833, C.richardbinghami PETUCH 1993, C.sanderi WILS & MOOLENBEEK 1979,
C. scopulorum vAN MoL, TURSCH & KEMPF 1971, C. spurius RODING 1798, C. stimpsoni DALL
1902, C. tinianus HWASS IN BRUGUIERE 1792, C. vanhyningi REHDER 1944 und C. villepinii

FISCHER & BERNARDI 1857 wurden zur Untersuchung des 16S rRNA-Genabschnitts
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verwendet. Diese Daten wurden fiir die Phylogenie-Analyse des 16S rRNA-Gens durch

Sequenzen aus der NCBI-Datenbank erweitert.

Bei C.villepinii wurden die Gene der F-Superfamilie, sowie einer bis dahin
unbeschriebenen Stoffgruppe aus Kegelschnecken-Gift untersucht. Bei C. ermineus,
C. jaspideus, C. nux, C. purpurascens, und C. villepinii auch die Gene der A-Superfamilie.
Weiterhin fand bei C. regius auch eine Analyse der Gene der I-Superfamilie statt. Fiir die
Phylogenie-Analysen der Precursor-Sequenzen wurde der Datensatz durch Sequenzen aus der

NCBI-Datenbank vergrofert.

2.4. DNA—-Extraktion

Um DNA aus Geweben zu extrahieren wurden im Laufe der Arbeit verschiedene Techniken

erprobt.

2.4.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Aus den Geweben der Kegelschnecken kann die DNA nach einem Proteinase K—Verdau,
einer Phenol/Chloroform—Extraktion, und anschlieBender Ethanol Prézipitation gewonnen
werden. Durch die Phenol/Chloroform—Extraktion wird die DNA (in der oberen, wiBrigen
Phase) von Proteinen und unpolaren Verbindungen (in der unteren phenolischen Phase)
getrennt. Zur Unterstiitzung der sich daran anschlieBenden Ethanol-Féllung wurde Glasmilch

eingesetzt.

Zur Extraktion wurden Gewebeproben der Kegelschnecken, welche in Ethanol, bzw.

Isopropanol gelagert wurden, verwendet.

Durchfiihrung:
-Zugabe von 500 pl Lysis-Puffer und 20 pl Proteinase K (20ug/pl)
-Inkubation der Proben iiber Nacht im Wasserbad bei 56 °C
-mit 1 Volumen Roti®-Phenol/Chloroform (Carl Roth GmbH & Co, mit TE-Puffer gesittigt,
pH 7,5-8,0) versetzen und schiitteln
-Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 13000 rpm

-Uberfiihren der oberen Phase in ein neues Gefil
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- mit 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) versetzen und schiitteln
-Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 13000 rpm

-Uberfiihren der oberen Phase in ein neues Gefi

-Zugabe von 1 Volumen Isopropanol, 1/100 Volumen (5 pl) 3M Natriumacetat und
3 ul Glasmilch (Fa. Mo Bio, Solana Beach, USA)

-Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 13000 rpm

-Uberstand verwerfen, waschen des Pellets mit 1 ml Ethanol (70%)
-Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 13000 rpm

-Uberstand verwerfen und Trocknen des Pellets bei 56 °C im Heizblock
-Hinzugabe von 60-100 pl Milli-Q-H,0..

-Resuspension des Pellets iiber Nacht bei 4 °C

Von dem erhaltenen Uberstand wurden Verdiinnungen (1:10, 1:100, 1:1000) in die PCR

eingesetzt.

2.4.2 CTAB-Extraktion

Die Extraktion mit CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) &hnelt der unter 2.4.1
beschrieben Methode. Der Unterschied zu dieser besteht in der Wahl des Losungspuffers. und

der Proteinase K-Menge.

-Zugabe von 500 pul CTAB-Puffer und 50 pl Proteinase K (20 pg/ul)
-Inkubation der Proben tiber Nacht rotierend bei 56 °C

-Danach wie unter 2.4.1 weiterverfahren

2.4.3. Extraktion nach SokoLov (2000)

-Zugabe von 1 ml Lysis-Puffer und 20 pl Proteinase K (20ug/ul)
-2-6 Stunden bei 56 °C inkubieren

-Zugabe von 100 pl 30% KCL-Losung

-5 Minuten auf Eis inkubieren

-15 Minuten bei 13000 rpm zentrifugieren

-Uberstand in 2 ml-Tube iiberfiihren

-Zugabe von 50 pl 3M NaAcetat und eiskaltem 100% Ethanol
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-Uber Nacht bei -20 °C DNA fillen

-15 Minuten bei 13000 rpm zentrifugieren

- Uberstand mit 200 pl 70% Ethanol waschen
-10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugieren
-Ethanol abnehmen

-Pellet bei 56 °C trocknen

-Hinzugabe von 60-100 pl Milli-Q-H,0
-Resuspension des Pellets iiber Nacht bei 4 °C

2.4.4 DNAZzol-Extraktion

-Zugabe von 1 pl DNAzol (MRC, Cincinnati, USA) und 20 pl Proteinase K (20 pg/ul)
-Inkubation der Proben iiber Nacht rotierend bei 56 °C
-10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugieren

-Zugabe von 500 pl eiskaltem 100% Ethanol

-Proben 3-6x wenden

-tiber Nacht bei +4 °C inkubieren

-10 Minuten bei 10000 rpm zentrifugieren

-Pellet mit 70% Ethanol waschen

-5 Minuten bei 10000 rpm zentrifugieren

-Pellet erneut mit 70% Ethanol waschen

-5 Minuten bei 10000 rpm zentrifugieren

-Pellet bei 56 °C trocknen

-Hinzugabe von 60-100 pl Milli-Q-H,O
-Resuspension des Pellets iiber Nacht bei 4 °C

2.5. RNA-Extraktion

Zur Analyse der Toxin-Gene war es notig RNA aus den Giftschlduchen zu extrahieren, da
die Gene im Genom von langen Introns unterbrochen sind. Um die Giftschlduche zu erhalten
wurden die Tiere auf Eis runtergekiihlt und aus dem Gehiduse prépariert. Die aus den Tieren
entnommenen Giftschlduche wurden bis zur weiteren Verwendung in RNAlater (Ambion,

Austin, USA) bei -20°C aufbewahrt. Die Extraktion der RNA aus den Giftschlduchen der Tiere
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erfolgte mittels des RNeasy Kit von Qiagen (Hilden). Dabei wurde nach Herstellerangaben

vorgegangen.

2.6. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase—Kettenreaktion (SAIKI et al., 1985; MuLLIS, 1986, 1990) wird dazu
verwendet, bestimmte DNA—Bereiche in vitro zu vervielféltigen. Thre Entwicklung fiihrte zu
einer Beschleunigung der DNA-Sequenzierung (SIMONE et al., 1994), und hat den Vorteil, daf3
lediglich geringe Mengen an DNA bendtigt werden. In sukzessiven Zyklen wird die
doppelstrangige DNA durch Hitze aufgetrennt (denaturiert), anschlieBend lagern sich die
Oligonukleotidprimer (kurze einzelstraingige DNA-Abschnitte) an das DNA-Template
(annealing) an. Die Primer sind komplementéir zu den Enden der Zielsequenz. (PINGOUD &
URBANKE, 1997) Je nach ihrer Basenabfolge sind unterschiedliche optimale
Anlagerungstemperaturen notwendig. Im dritten Schritt wird mit Hilfe der hitzestabilen Tag—
Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus (SAIKI et al., 1988) und dNTP’s, der zum
Template komplementire DNA-Strang synthetisiert (extension). Zur erneuten Synthese
werden die gesamten Schritte im nichsten Zyklus wiederholt. Somit kommt es zu einem
exponentiellen Anreichern der Zielsequenz.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Thermocycler-Modelle Peqlab cyclone gradient, Peqlab

cyclone 25 sowie Eppendorf Mastercycler personal benutzt.

2.6.1. PCR des 16S rRNA-Genabschnittes
Bei der Durchfiihrung wurde die DNA vorgelegt und der fertige Reaktionsmix hinzugegeben.

Bei der PCR der 16S rRNA-Genabschnittes wurde die DNA in unterschiedlichen
Verdiinnungen (1:10, 1:100, 1:1000) verwendet. Folgende Primer wurden eingesetzt (PALUMBI
1996):

16Sar: 5 CGCCTGTTTATCAAAAAACAT -’3
16Sbr: 5° ACGTGATCTGAGTTCAGACCGG -’3

PCR—-Ansatz:
1 pl Primer 16Sar (10 pmol), Fa. MWG, Ebersberg

20



2. Material & Methoden

1 wl Primer 16Sbr (10 pmol), Fa. MWG, Ebersberg
2 ul dNTPs (je 200 pmol), Fa. NEB, Ipswich

3 ul 10x PCR-Puffer, Fa. NEB, Ipswich

2,4 ul MgCl, (25 mmol), Fa. NEB, Ipswich
0,2-0,5 pul Tag—Polymerase Fa. NEB, Ipswich

20 ul H,O dest.

PCR-Bedingungen:

Initialer Denaturierschritt: 120 s bei 94°C
PCR-Zyklus (30-40x):
Denaturierung: 60 s bei 94°C
Annealing: 60 s bei 50°C — 56°C
Extension: 60 s bei 72°C
Additional Extension: 300 s bei 72°C

Die PCR—Produkte wurden auf ein 2 %iges Agarose—Gel aufgetragen, und sofern sie die
erwartete Linge hatten, sequenziert. Um die Lange der erhaltenen Banden zu iiberpriifen,
wurde auf jedes Gel ein Fragment-Léngen Standard Marker (Fa. Hybaid-AGS, Heidelberg)
mitaufgetragen (100 bp length).

2.7. RACE-PCR

Bei der RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA Ends), oder auch einseitigen PCR
handelt es sich um eine verankerte PCR. Hierbei wird ein kleiner bekannter Sequenzabschnitt
innerhalb eines Gens ausgenutzt, um die unbekannten 3’- und 5’-Enden einer cDNA zu
amplifizieren. Von diesem bekannten Abschnitt aus beginnt die Synthese in Richtung des
unbekannten 3’- oder 5’-Endes der cDNA. Die Verldngerung der cDNA vom unbekannten zum
bekannten Ende wird durch die Verwendung eines Primers erreicht, der an den existierenden
PolyA—Schwanz bindet, oder an einen angehdngten Homopolymer-Schwanz (FROHMAN,
1988). Die 3’- und 5’-Enden der cDNA werden in zwei getrennten Schritten isoliert. Bei der
cDNA-Synthese nach Frohman wird an die RNA Matrize ein Oligo (dT) Primer, auch bekannt
als Frohman Primer, ligiert (siche Abschnitt 2.6.1.1).
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2.7.1 3’-cDNA-Synthese

2.7.1.1 cDNA-Synthese nach FROHMAN et al. (1988)

Mit dieser Methode kann die Genexpression auf der Stufe der RNA untersucht werden.
Hierzu wird an die RNA Matrize ein Primer hybridisiert und mittels der reversen Transkriptase
und einer anschlieBenden PCR eine komplementire DNA (cDNA) synthetisiert. Bei der
reversen Transkriptase handelt es sich um ein Enzym aus dem Méuse—Leukidmie—Virus (MuL—
RT), einem Retrovirus. Reverse Transkriptasen sind RNA—abhidngige DNA—Polymerasen, bei
denen der genetische Informationsflul von der RNA zur DNA verlduft, also umgekehrt als auf
dem normalen Wege. Mit einer Reversen Transkriptase kann prinzipiell die komplette zelluldre
RNA umgeschrieben werden. Es ist aber auch moglich nur mRNA zu verwenden. Bei den
meisten eukaryontischen Zellen ist die mRNA an ihrem 3’ Ende polyadenyliert. Diese
Eigenschaft wird bei einer RACE des 3’—Endes ausgenutzt. Hier wird die Synthese des ersten
Stranges mit einer reversen Transkription an einem komplementiren Oligo (dT)—Primer, bzw.
dem Frohman-Primer begonnen (NEWTON & GRAHAM, 1994). Der Primer besitzt eine
zusétzliche Adaptersequenz an der in der nachfolgenden PCR ein einzelner oder sogar zwei
verschachtelte Primer binden konnen. Die Synthese erfolgte mit dem Qiagen Omniscript RT-
Kit.

In der vorliegenden Arbeit wurden 3—4 pg Gesamt-RNA der jeweiligen Conus Art eingesetzt.

Frohman-Primer:

5> -GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTT- 3°

Reaktionsansatz:
Volumen

Buffer RT 2ul
dNTP-Mix, je 10 mM, (Fa. NEB, Ipswich) 2 ul
Reverse Transkriptase (50 U/ul) 1l
Frohman-Primer 100 uM, (Fa. BioSpring, Frankfurt) 2 ul
RNase Inhibitor, 20 U/pl, 1 pl
RNA 3ul

mit depc — H,O auf 20 pl auffiillen

22



2. Material & Methoden

AnschlieBend wurde der Ansatz kurz abzentrifugiert und fiir die Dauer von 60 Minuten bei

42°C im Thermocycler inkubiert und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt.

2.7.1.2 3’-cDNA-Synthese mit dem SMART RACE cDNA Amplification Kit

Diese Methode funktioniert nach einem &hnlichen Prinzip wie die bereits erwihnte, hat
jedoch den Vorteil, dass man eine groBere Menge, reinerer cDNA erhélt. Auch hierbei wird
beim cDNA-Synthesevorgang ein Adapterprimer an das unbekannte Ende der zu

synthetisierenden cDNA ligiert.

Reaktionsansatz und Durchfiihrung:

RNA 3ul
3’-CDS-Primer A 1 pl

-2 Minuten bei 70°C inkubieren
-2 Minuten auf Eis runterkithlen

-kurz abzentrifugieren

Zugabe von:

5x First-Strand Buffer 2ul
DTT (20mM) 1l
dNTP-Mix (je 10mM) 1 ul
PowerScript Reverse Transkriptase 1 ul

-kurz abzentrifugieren

-90 Minuten bei 42°C inkubieren

-Zugabe von 20-100 pl Tricine-EDTA-Buffer
-7 Minuten bei 70°C inkubieren
-Aufbewahrung bei -20°C
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2.7.1.3 3’-RACE-PCR des Genabschnittes der Toxine der I-Superfamilie

Als Template wurden jeweils 0,1 pl, 1 pl und 2 pul cDNA vorgelegt.
Zur Steigerung der Anreicherung wurde mit diesen PCR-Produkten eine Reamplifikation

durchgefiihrt. Die Produkte wurden 1:10 bzw. 1:5 verdiinnt, und erneut in die PCR eingesetzt.

Signal 2: 5’- ATGATGTTTCGATTGACGTCAGTCAGC -’3
Anker: 5’- CCAGTGAGCAGAGTGACG -3

Reaktionsansatz:

0,5 pl Primer Signal 2, 10 pmol, (Fa. MWG, Eberstadt)
0,5 ul Primer Anker, 10 pmol, (Fa. MWG, Eberstadt)

2 ul dNTPs, je 200 umol, (Fa. NEB, Ipswich, USA)

5 ul 10x PCR—Puffer, 25 mmol, (Fa. NEB, Ipswich, USA)
0,5 ul Taq Polymerase 5 U, (Fa. NEB, Ipswich, USA)

mit H,O dest. auf 50 pul auffiillen.

PCR-Bedingungen:

Initiale Denaturierung: 10 min bei 95°C
PCR-Zyklus (40x):
Denaturierung: 60 s bei 95°C
Annealing: 60 s bei 48°C
Extension: 60 s bei 72°C
Additional extension: 7 min bei 72°C

2.7.1.4 3’-RACE-PCR des Genabschnittes der Toxine der A-Superfamilie

Als Template wurden jeweils 0,1 pl, 1 ul und 2 pul cDNA vorgelegt.
Zur Steigerung der Anreicherung wurde mit diesen PCR-Produkten z.T. eine Reamplifikation
durchgefiihrt. Die Produkte wurden 1:10 bzw. 1:50 verdiinnt, und erneut in die PCR eingesetzt.
Als Primer dienten der Alpha—Primer (WANG et al. 2003) und der Qa—Primer, (Anker-Primer)

mit folgender Sequenz:
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Alpha: 5’- ATGGGCATGCGGATGATGTTC -’3
Anker: 5’- GACTCGAGTCGACATCGA -’3
Reaktionsansatz:

0,5 ul Primer Signal 2, 10 pmol, (Fa. MWG, Eberstadt)
0,5 pl Primer Anker, 10 pmol, (Fa. MWG, Eberstadt)

2 pl dNTPs, je 200 umol, (Fa. NEB, Ipswich, USA)

5 ul 10x PCR—Puffer, 25 mmol, (Fa. NEB, Ipswich, USA)
0,5 ul Taq Polymerase 5 U, (Fa. NEB, Ipswich, USA)

mit H,O dest. auf 50 pl auffiillen.

PCR-Bedingungen:

Initiale Denaturierung: 10 min bei 95°C
PCR-Zyklus (40x):
Denaturierung: 60 s bei 95°C
Annealing: 60 s bei 51-53°C
Extension: 60 s bei 72°C
Additional extension: 7 min bei 72°C

2.7.2 5’-cDNA-Synthese

Die 5’-cDNA-Synthese erfolgte ausschlieBlich mit Hilfe des SMART RACE cDNA

Amplification Kit (BD Biosciences Clontech, Heidelberg). Die Synthese ist identisch mit der

unter 2.6.1.2. beschriebenen. Der einzige Unterschied besteht in den Komponenten, aus denen

der anféngliche Ansatz besteht.

Reaktionsansatz und Durchfiihrung:
RNA

5’-CDS-Primer A

SMART II A Oligo

Weitere Vorgehensweise wie unter 2.6.1.2 beschrieben.

3ul
1l
1 ul

25



2. Material & Methoden

Verwendete 5’-Primer:
Vil1293: 5°-RTT RTA NCC RAA NSW RTT RCA RAA NGG-3’
Vil 14a: 5°-TAR CAC ATN GTY TTR CAY TGD ATR AA-3’°

Reaktionsansatz:

0,5 pl Primer Universal Primer Mix, (Clontech, Mountain View)

0,5 ul genspezifischer Primer, (Fa. MWG, Eberstadt)

0,5 ul dNTPs, je 200 umol, (Clontech, Mountain View)

2,5 ul 10x Advantage 2 PCR—Puffer, (Clontech, Mountain View)

0,5 ul 50x Advantage 2 Polymerase Mix, (Clontech, Mountain View)
mit H,O dest. auf 25 pl auffiillen.

PCR-Bedingungen:

PCR-Zyklus (5x):
Denaturierung: 60 s bei 94°C
Annealing + Extension: 60 s bei 72°C
PCR-Zyklus (5x):
Denaturierung: 30 s bei 94°C
Annealing: 30 s bei 68-70°C
Extension: 120 s bei 72°C
PCR-Zyklus (20-25x):
Denaturierung: 30 s bei 94°C
Annealing: 30 s bei 66-68°C
Extension: 120 s bei 72°C
Additional extension: 180 s bei 72°C

2.7.3 Nested PCR (Verschachtelte PCR)

Mittels einer nested PCR wird die Empfindlichkeit und Spezifitit der ersten PCR
gesteigert, Hierbei wird ein, bei der ersten PCR verwendeter Primer, durch einen anderen,
eingeschobenen Primer ersetzt. Dieser eingeschobene Primer wird so gewdhlt, dass er

innerhalb des in der ersten PCR synthetisierten DNA—Abschnittes bindet.
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Bei der 5’-RACE-PCR der Conotoxine der F-Superfamilie und des Toxins v1293a wurde
der am 5’-Ende bindende Universal Primer Mix (Clontech, Mountain View) durch den

eingeschobenen Universal Nested Primer (Clontech, Mountain View) ersetzt.

PCR-Bedingungen:
PCR-Zyklus (15-20x%):

Denaturierung: 30 s bei 94 °C

Annealing: 30 s bei 68-70 °C

Extension: 120 s be1 72 °C
Additional Extension: 180 s bei 72 °C

Nach Erhalt des 5’-Endes (Signalregion) wurden genspezifische Primer designed, um die

Ergebnisse zu verifizieren und mogliche Isotoxine zu identifizieren.

Mit Hilfe dieser nested PCR konnten im 5’-terminalen Genabschnitt (Signalregion)
konservierte Bereiche identifiziert werden, die zur Erstellung genspezifischer Primer (Signal 3)
Verwendung fanden. Diese Primer wurden zusammen mit dem jeweiligen Anker-Primer in die

3’-RACE-PCR eingesetzt.

vil 1293fw: 5’-ATG TTG TCC CAG ATC TCC CTG CCC TCC TCC TCC-3’
vil 14a fw: 5’-ATG GGA TTC AGA GTG TTG GTC TTG GTC GTC ATG-3’

2.8. Klonierungstechniken

Bei den erhaltenen PCR-Produkten der Toxingene handelte es sich um Mischsequenzen.
Aus diesem Grund wurden die Produkte mittels eines geeigneten Vektors zur Vereinzelung in

kompetente Zellen transformiert, um einzelne Sequenzen isolieren zu kénnen.

2.8.1 Ligation

Oft ist es vor der Ligation notig iiberhdngende Enden an das PCR—Produkt zu koppeln.
Dabei werden Poly A—Fragmente an das 3’-Ende der PCR—Produkte iiber die Transferase
Aktivitdt der Tag—Polymerase, angehéngt (Tailing). Nachdem am Vektor ebenfalls ein Tailing

(allerdings ein Poly T-Tailing) erfolgt ist, ist es so moglich, diese beiden komplementiren
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Enden miteinander zu hybridisieren. Diese Verkniipfung (Ligation) erfolgt z.B. mit der T4
DNA Ligase. Sie katalysiert die Ausbildung von Phosphodiesterbriicken zwischen freien 5’
Phosphat— und freien 3’~Hydroxy—Gruppen.

Zur Klonierung wurde der pGEM-T® bzw. der pGEM-Teasy”-Vektor (Firma Promega,
Madison, USA) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben.

Ligationsansatz:

Der Ansatz wurde auf Eis pipetiert.

3 ul PCR—Produkt

5 ul 2 X Rapid Ligation—Puffer

1 pl pGem®-T Vektor bzw. pGem®-Teasy Vektor

1 ul T4 DNA Ligase (3 U/ul)

Der Ansatz wurde kurz gemischt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.8.2 Transformation der Plasmid—-DNA in kompetente Bakterienzellen

Da der benutzte Vektor eine Ampicillinresistenz zeigt, wurden fiir eine Selektion
plasmidtragender Bakterienzellen LB—Platten mit Ampicillin verwendet. Eine Uberpriifung, ob
die Ubertragung des Inserts in den Vektor erfolgreich war, erfolgt iiber die
a—Komplentierung, da die verwendeten Escherichia coli—Stamme nicht mehr in der Lage sind,
das lacZo—Gen zu expremieren und deshalb keine B—Galaktosidaseaktivitidt besitzen. Bei
diesen E. coli — Zellen kann aber eine Komplementierung durch den Vektor erfolgen. Der
Polylinker des Vektors ist jedoch so konstruiert, daB3 bei erfolgter Insertion der Fremd-DNA
eine Expression des o—Peptids der p—Galaktosidase unterbunden wird. Auf LB—AMP—Platten,
die IPTG (den Induktor des lac—Operons) sowie als Substrat den Farbstoff X—Gal tragen,
bilden rekombinante Bakterien weile Kolonien, nicht rekombinante Kolonien dagegen blaue,
da sie das Substrat X—Gal nicht hydrolysieren konnen. Auf diese Weise kann eine Selektion

erfolgen. Bei der Transformation wurden alpha-5 Competent Cells der Firma NEB, verwendet.

Durchfiihrung:
- 25 ul kompetenter Bakterien-Zellen auf Eis auftauen
- Zugabe des Ligationsansatzes

- Ansatz kurz mischen und anschlieend fiir 30 min auf Eis inkubieren

- Hitzeschock: 30 s bei 42°C
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Inkubation: 2 Minuten auf Eis
900 pl SOC — Medium dazugeben
40 pl X—Gal und 40 pl IPTG auf LB-AMP—Platten ausstreichen

Platten bei 37 °C vorwirmen

- Ansatz 45 Minuten bei 37°C und ca. 200 rpm schiitteln

- kurz abzentrifugieren

- 735 pl Medium abziehen und das Bakterienpellet in den restlichen 200ul auflésen
- je 50 pl und 150 pl auf die LB-—AMP—Platten ausstreichen

- iiber Nacht bei 37°C inkubieren

2.8.3 Isolierung der Plasmid-DNA aus den Bakterienzellen

Zur Isolierung der Plasmid-DNA wurden das QIAprep Spin Miniprep-Kit (Fa. Qiagen,
Hilden) und das Fast Plasmid Mini Kit (Eppendorf) verwendet. Bei beiden Kits wurde nach

Herstellerangaben vorgegangen.

2.8.4 Restiktrionsspaltung

Restriktionsenzyme erkennen spezifische palindrome Sequenzen in doppelstrangiger DNA.
Verwendung finden meist Enzyme des Typs II, da diese kein ATP zur Spaltung bendtigen. Sie
konnen dazu dienen isolierte Plasmid-DNA an verschiedenen Stellen aus dem Vektor zu
schneiden. Dieses Produkt wird gelelektrophoretisch aufgetrennt, wodurch eine Bestimmung
der InsertgroBe erfolgen kann. Auf diese Weise kann bestimmt werden, ob die Klonierung
erfolgreich war. Die Erkennungssequenz von ECORI des in dieser Arbeit verwendeten Enzyms
ist: (GJ{AATTC). Diese Restriktionsenzyme wurden von der die Firma Amersham Pharmacia,

Freiburg bezogen.

Verdauungsansatz:

1 pl 10X Puffer (Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg)

2 pl EcoRI 1U,

5 ul DNA

2ul H>O dest.

Der Ansatz wurde fiir 90 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieBend mit 2 pl Ladepuffer

gelelektrophoretisch aufgetrennt.
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2.8.5 Clon-check PCR

Die clon-check PCR stellt eine weitere Moglichkeit dar, zu {iberpriifen ob die
Bakterienkolonien das Insert aufgenommen haben. Als Template dient hierbei 0,1 ul der

isolierten Plasmid-DNA.

M13 forward: 5°- GTAAAACGACGGCCAG -3’
M13 reverse: 5°- CAGGAAACAGCTATGAC -3’

Reaktionsansatz:

0,1,25 pl M13 forward, 100 umol, (Fa. MWG, Eberstadt)
0,1,25 pul M13 reverse, 100 umol, (Fa. MWG, Eberstadt)
0,625 ul dNTPs, je 200 umol, (Fa. NEB, Ipswich, USA)
2,5 ul 10x PCR—Puffer (Fa. NEB, Ipswich, USA)

0,2 ul Taq Polymerase 5 U (Fa. NEB, Ipswich, USA)
21,425 pl H,O dest.

PCR-Bedingungen:
Initiale Denaturierung: 10 min bei 95°C

PCR-Zyklus (40x):

Denaturierung: 60 s bei 95°C

Annealing: 60 s bei 50°C

Extension: 60-120 s bei 72°C
Additional extension: 180 s bei 72°C

2.9. Molekulare Taxonomie und Phylogenie-Analyse

Die molekulare Taxonomie dient, ebenso wie die morphologische Taxonomie dazu,
Unklarheiten in den Verwandtschaftsbeziechungen verschiedener Organismen zueinander
aufzukldren. So lassen sich diese Organismen in ein phylogenetisches System einordnen. Die
molekulare Taxonomie gewinnt vor allem bei solchen Arten an Bedeutung, wo aufgrund der
morphologischen Unterschiede keine exakte Charakterisierung moglich ist, weil die Vertreter
der einzelnen Arten sehr dhnlich sind, und eine genaue morphologische Unterscheidung sehr

schwierig ist. Die molekulare Taxonomie ist somit ein weiteres Werkzeug zur
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Artcharakterisierung. Auch lassen sich aufgrund der Grof3e des Sequenzunterschiedes des fiir
die jeweilige Untersuchung verwendeten Genes, wie bei morphologischen Differenzen, die
Verwandtschaftsbeziechungen verschiedener Arten zueinander ermitteln, und so eine
phylogenetische Analyse durchfiihren. Da diese phylogenetische Analyse auf anderen
Merkmalen als denen der morphologischen Klassifizierung basiert, kann dadurch eine
Uberpriifung der Einteilung nach morphologischen Kriterien erfolgen. Auf diese Weise ist es
moglich das bis dahin giiltige System zu verifizieren oder es zu revidieren und ein neues

System aufzustellen.

2.9.1 Sequenzvergleich

Die nach dem Sequenziervorgang erhaltenen Rohdaten wurden mit den Programmen
BioEdit und MEGA 4.1 weiter bearbeitet. Die bereits automatisch ausgewerteten Rohdaten
wurden dabei am Bildschirm iiberpriift und Lesefehler des Gerdtes gegebenenfalls per Hand
berichtigt. Danach wurde die Riicksequenz revers komplementdr umgeschrieben und, nach
erfolgter Alinierung, mit den anderen Sequenzen verglichen. Nach Abgleich beider Stringe
wurde der iiberhdngende Bereich, d.h. der Bereich in welchem keine komplementére Sequenz
mehr vorlag, abgeschnitten. Bei den sequenzierten Klonen wurden zudem noch die
Primersequenzen entfernt. AbschlieBend wurden alle Sequenzen miteinander verglichen, sowie
die einzelnen Basenunterschiede anhand der Elektropherogramme am Bildschirm verifiziert,
um sicherzustellen, dal3 es sich nicht um Lesefehler handelt, die das Ergebnis verfédlschen
wiirden. Bei den Sequenzen des 16S rRNA-Gens wurden Deletionen mit bzw Insertionen mit
gaps aufgefiillt. Die endgiiltige Linge betrug 453 Nukleotide. Beim Genabschnitt der a-
Conotoxine wurden fiir die Analyse der Signalregion lediglich die ersten 26-45 Aminosduren
(108-135 Nukleotide) verwendet, bei der Analyse der Conotoxine verschiedener Familien

wurden 72-264 Basenpaare verwendet.

2.9.2 Distanzwertberechnung

Als einfachstes DistanzmaB3 zwischen zwei Arten gilt deren prozentuale Divergenz
zueinander, die durch 100 dividiert, als Distanz zwischen 0,0 und 1,0 angegeben wird. Hierbei
erfolgt eine Gleichbehandlung aller Positionen. Unterschiedliche Substitutionsraten an den
verschiedenen Positionen der verschiedenen Codons bei proteincodierender DNA werden

vernachléssigt.
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Von den eingesetzten DNA-Sequenzen wurden unkorrigierte paarweise Distanzmatrizen mit
dem Computerprogramm PAUP* 4.0 beta 10 (SWOFFORD et al. 1996) erstellt. Gaps in den

Sequenzen wurden bei der Berechnung nach Moglichkeit als 5. character bewertet.

2.9.3 Maximum-Parsimony Analyse

Bei der Maximum—Parsimony Analyse wird jede Einzelbase der DNA als ein Merkmal
angesehen, das in vier verschiedenen Merkmalszustdnden vorliegen kann (A, G, C, T).
Unter informativen Parsimonie—Kriterien, versteht man eine Position innerhalb eines
Datensatzes, wenn an dieser Position mindestens zwei verschiedene Nukleotide vorhanden
sind, die wenigstens zweimal vorkommen.
Bei der Maximum-—Parsimonie Methode wird die Stammbaum Hypothese bevorzugt, die die
wenigsten Mutationsschritte in sich birgt. Nachteilig wirkt sich hierbei aus, dafl unabhéngig
voneinander entstandene identische Sequenzen (Homoplasien) zusammen gruppiert werden.
Wihrend der Evolution nimmt die Wahrscheinlichkeit zu, da3 bei zwei Arten gleichzeitig eine
Mutation erfolgt. Genauso wie es mit zunehmender Dauer héufiger zu Riickmutationen
kommen kann.
In der vorliegenden Arbeit wurde das Parsimonie—Kriterium nach FITCH (1971) verwendet, bei
dem eine direkte Umwandlung eines Merkmalzustandes in einen anderen moglich ist. Hierbei
gilt jede Transformationsédnderung als gleich wahrscheinlich.
Um die optimalen Stammbidume unter den Parsimonie—Kriterien zu finden, konnen
unterschiedliche Algorithmen Verwendung finden. Wegen des hohen Rechenaufwandes konnte
in der vorliegenden Arbeit allerdings kein genauer Algorithmus benutzt werden, sondern
lediglich die heuristische Suchfunktion mit ,,stepwise addition* von PAUP*. Hierbei handelt es
sich um einen Algorithmus, der nidherungsweise Berechnungen durchfiihrt. Nachteilig ist
hierbei allerdings, daB nicht gewéhrleistet ist, ob alle optimalen Stammbdume gefunden
werden. Bei dieser Methode werden zunidchst drei Taxa aus dem Datensatz fiir den
anfanglichen Stammbaum ausgewéhlt. AnschlieBend wird ein weiteres, zufdllig gewihltes
Taxon zu den Asten des vorhandenen Stammbaumes hinzugefiigt, und der Stammbaum,
welcher die optimale Linge aufweist, wird fiir die ndchste Berechnung gespeichert. Im
weiteren Verlauf tritt eine Wiederholung des beschriebenen Vorgangs auf, bis alle Taxa im
Stammbaum enthalten sind. Wichtig ist, da3 ein zufilliges Hinzufligen der Taxa gegeben ist.
Somit wird verhindert, da8 die Reihenfolge der Taxa in der Datenmatrix Einflul auf das

endgiiltige Ergebnis des Stammbaumes ausiibt. Fiir das 16S rRNA-Gen Suche wurden 1000

32



2. Material & Methoden

zusdtzliche bootstrap-Wiederholungen durchgefiihrt, bei den Toxingenen 100. Fiir sémtliche
Datensidtze wurde die ,,stepwise addition® verwendet. Bei der Maximum-Parsimony Analyse
kommt es oft zur Erstellung mehrerer gleichlanger Stammbdume, was auch fiir diese Arbeit
zutrifft. Von den so erhaltenen Stammbdume wurden sowohl Strict Consensus Stammbédume
als auch Majority-Rule Consensus Stammbéume erzeugt. Bei dem Strict Consensus Befehl von
PAUP* wird aus allen vorhanden Bidumen ein einziger Baum erzeugt. Dabei werden alle
Abzweigungen, die sich widersprechen, durch Polytomien ersetzt. Bei dem Majority-Rule
Consensus Befehl wird dieses Problem geldst, indem bei sich widersprechenden
Abzweigungen diejenigen ausgewdihlt werden, die in mehr als 50 % aller Bdume vorhanden

sind (FUTUYMA, 1996).

2.9.4 Neighbor joining Analyse

Die Neighbor-joining Analyse basiert meist auf dem Kriterium der ,,Minimum Evolution®,
jedoch finden auch andere Modelle hierbei Verwendung. Dabei wird zu Beginn der Analyse
von einem sternformigen Baum ausgegangen. Anschliessend werden die beiden Taxa mit den
dhnlichsten Sequenzen ausgewé#hlt und zu einem Ast des Baumes vereinigt. Von den im
urspriinglichen Baum verbliebenen Sequenzen werden erneut die Distanzen verglichen und
wieder die beiden dhnlichsten zu einem Ast zusammengefiigt. Dies wiederholt sich bis alle
Taxa eingefiigt worden sind (SAITOU & NEI 1987, STUDIER & KEPPLER 1988).

Die Berechnung der Stammbéume erfolgte mit PAUP* 4.0 beta 10 (SWOFFORD et al. 1996)
nachdem zuvor mit Modeltest 3.7 (POSADA & CRANDALL 1998) das am besten fiir den
jeweiligen Datensatz geeignete Evolutionsmodell mit seinen dazugehdrigen Parametern

bestimmt wurde.

2.9.5 Maximum Likelihood Analyse

Analog zur Neighbor joing Analyse finden auch bei der Maximum-Likelihood Analyse
verschiedene Evolutionsmodelle Beachtung. Ausgehend von einem vorgegebenen Stammbaum
wird fiir jede Position innerhalb des Alignments evaluiert wie die Wahrscheinlichkeit dafiir ist,
dass der Stammbaum diese Daten hervorgebracht hat. Die Gesamtwahrscheinlichkeit des
Datensatzes ergibt sich dabei aus dem Produkt der Einzelwahrscheinlichkeiten aller Positionen
im Alignment. Dabei wird nicht der wahrscheinlichste Stammbaum gesucht, sondern der, der

die maximale Wahrscheinlichkeit zeigt, dass sich alle Gendaten aus ihm ableiten lassen.
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Im Unterschied zu den zuvor beschrieben zwei Methoden erfolgte die Berechnung der
Maximum Likelihood Stammb&dume mit Treefinder (JOBB et al. 2004). Zuvor wurde fiir jeden
Datensatz mit Modeltest 3.7 (POSADA & CRANDALL 1998) das am besten geeignete

Evolutionsmodell mit seinen dazugehdrigen Parametern ermittelt.

2.9.6 Auswahl der Outgroups (Auliengruppen)

Das Auswiéhlen einer Outgroup dient dazu, dem Stammbaum eine phylogenetische
Richtung zu verleihen (,,rooting*). Dies ist oft schwierig, da es nicht immer leicht ist, eine
geeignete Gruppe zu finden, deren Evolutionslinien nicht weit von denen der Innengruppe
entfernt sind. Wird eine Gruppe als Outgroup definiert, die sich evolutionér bereits zu weit von
der Innengruppe entfernt hat, da mittlerweile zu viele Substitutionen (bzw. Insertionen oder
Deletionen) stattgefunden haben, kann dies dazu fiihren, dafl eine zufdllige Anordnung der
Sequenzen der Innengruppe erfolgt.

Empfehlenswert ist es, mehr als ein Taxon als Outgroup zu verwenden, damit eine
Monophylie der Innengruppe iiberpriift werden kann (SWOFFORD et al. 1996). Trennt nur ein
einziger Ast die Outgroup von der Innengruppe, ist die Hypothese einer vorliegenden
Monophylie bei der Innengruppe richtig. Andernfalls ist hiermit diese Vermutung
zuriickgewiesen (SWOFFORD et al. 1996).

Bei den Stammbdumen des 16S-rRNA Gens wurden als Outgroup fiir Stammbdume mit
den Datensitzen, welche der Datenbank entstammten, wie auch fiir den Stammbaum mit den
selbst ermittelten Sequenzen die Arten Terebra crenulata und Terebra subulata ausgewahlt.
Hierbei handelt es sich um marine Schnecken der Familie Terebridae, einer Schwesterngruppe
der Conidae innerhalb der Superfamilie Conoidea (auch bekannt als Toxoglossa). Weiterhin
wurde zusitzlich noch eine Berechnung mit einer in den vorherigen Analysen sehr basal
resultierenden Gruppe der Conidae als Outgroup erstellt. Auller den beiden Sequenzen von
Terebra sp. waren keine weiteren Sequenzen fiir mogliche nah verwandte Arten aus der

Datenbank zu erhalten.

2.9.7 Datierung einer molekularen Divergenz

Die Datierung einer molekularen Uhr erfolgt mit Fossilien, die mdglichst nah mit
Vertretern des Datensatzes verwandt sind. Dazu wurde das Programm PATHAS (BRITTON et

al. 2007) verwendet. Dabei handelt es sich um eine Generalisierung der mean path length
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(MPL) Methode (BREMER & GUSTAFSSON 1997, BRITTON et al. 2002) Die Methodik bei
PATHAS8 basiert auf dem Prinzip, dass das relative Alter eines Knotenpunktes durch die
durchschnittliche Distanz dieses Knotens zu allen Asten, verglichen mit der der

durchschnittlichen Distanz der Wurzel zu allen Asten, abgeschwiitzt wird.

2.10. Morphologie-Analysen

Zur Untersuchung der Morphologie wurden die Vertreter den C. marmoreus-Gruppe
ausgewdhlt, da diese anhand der Zeichnung gut voneinander zu unterscheiden sind und eine
groe Probenmenge der Arten C.araneosus, C.bandanus, C.marmoreus, C. nicobarius,
C. nigrescens, C. nocturnus und C. vidua vorlag.

Die Schalen der Tiere wurden mit einer Nikon CoolPix 990 Kamera fotografiert, sowie
Gewicht und Lange manuell vermessen.

Die weiteren Distanzen die zur Ermittelung der Indices von ROCKEL et al. (1995) wurden
anhand der Fotografien mit dem Programm AnalySIS durchgefiihrt.

Folgende Indices wurden ermittelt:

W = Gewicht (weight), in g

L = Lénge (length), in mm

MD = Maximaler Durchmesser (maximum diameter) in mm
AH= Hoéhe der Offnung (aperture height), in mm

HMD = Hohe des maximales Durchmessers (height of maximum diameter), in mm
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Abb. 2.1: Ilustration der Gehduse-morphologischen Indices am Beispiel von C. gradatulus

Relatives Gewicht (RW) = RW = V%

Relativer Durchmesser der letzen Windung (RD) = —XE
Position des maximalen Durchmessers (PMD) = _HA|\|/|_|D
Relative Hohe der Spira (RSH) = #
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3. Ergebnisse

3.1.  Morphologie

Von ROCKEL et al. (1995) wurden Indices eingefiihrt, die zur Artcharakterisierung
herangezogen werden. Diese Indices leiten sich aus Messungen verschiedener Parameter der
Gehduse her (u.a. Gewicht, Lénge). Am Beispiel der C.marmoreus-Gruppe wurde die
innerartliche Variabilitat dieser Indices bestimmt und ihre Anwendbarkeit zur Artunterscheidung
bei nahverwandten Arten tberprift. S&mtliche Mitglieder dieser Gruppe sind bereits im 18. bzw.
19. Jahrhundert beschrieben worden. Dabei handelt es sich um mittlere bis grofe indo-pazifische

Arten, die ein helles tent-mark Muster auf dunklem Grund aufweisen und eine konisch-geformte
Schale ausbilden (Abb. 3.1, 3.2).

Abbildung 3.1 Arten der C. marmoreus-Gruppe. Oben von links nach rechts: C. marmoreus, C. marmoreus (rote
Form), C.bandanus, C.nigrescens. Unten von links nach rechts: C.araneosus, C. nicobaricus, C. vidua,
C. nocturnus.

Abb. 3.2 Conus nocturnus deburghiae. Gehduse mit unterschiedlichen Strukturen der Oberflache.

37



3.Ergebnisse

Die Tabelle 3.1. vergleicht die wahrend der Studie ermittelten Indices mit den
Literaturwerten. Vor allem die Werte bei Conus nocturnus weichen voneinander ab.
C. nigrescens und C vidua werden von ROCKEL et al. (1995) zu C. bandanus gestellt, ebenso
wie C. nicobaricus zu C. araneosus. Deswegen stehen fur diese Arten nicht bei allen Indices
Literaturwerte zur Verfugung. Die ermittelten Werte entsprechen bei C. bandanus und C. vidua
(mit Ausnahme des maximalen relativen Durchmessers (RD)) denen in der Literatur, bei
C. nigrescens wird der Maximalwert des RSH mit 0,12 im Vergleich zu 0,11 leicht nach oben
erweitert. Der gemessene maximale RD von C. nicobaricus ist mit 0,65 im Vergleich zum
Literaturwert (0,63) leicht erhoht, bei C. araneosus weicht der maximale PMD leicht nach oben
ab (0,95 im Vergleich zu 0,94). Von C. nocturnus liegen nur beim minimalen RSH die Werte
innerhalb der Literaturangaben, alle anderen weichen sowohl beztglich der Minimal-, als auch
der Maximalwerte ab. Somit konnte der Varianzbereich bei C. nocturnus deutlich vergroRert

werden.

Tabelle 3.1: Vergleich der Indices der Messungen wahrend dieser Arbeit mit den Literaturwerten. RW =
Relative Weight, RD = Relative Diameter, PMD = Position of Maximum Diameter, RSH= Relative Spire Height

RWmin |RWmax |RDmin|RD max |PMD min | PMD max | RSH min | RSH max
araneosus
eig. Messung 0,56 1,07 0,63 0,67 0,88 0,95 0,09 0,13
nach ROCKEL et al. 1995 0,4 15 0,61 0,7 0,86 0,94 0,09 0,15
bandanus
eig. Messung 0,44 0,97 0,61 0,65 0,86 0,94 0,06 0,16
nach ROCKEL et al. 1995 0,08 1,9 0,53 0,63 0,82 0,94 0,03 0,2
marmoreus
eig. Messung 0,20 1,05 0,60 0,66 0,86 0,93 0,07 0,14
nach ROCKEL et al. 1995 0,45 1,95 0,56 0,65 0,85 0,94 0,05 0,15
nicobaricus
eig. Messung 0,62 0,91 0,61 0,65 0,88 0,91 0,11 0,14
nach ROCKEL et al. 1995 0,54 0,63 0,04 0,09
nigrescens
eig. Messung 0,11 0,12 0,63 0,63 0,87 0,88 0,11 0,12
nach ROCKEL et al. 1995 0,58 0,66 0,07 0,11
nocturnus
eig. Messung 0,098 0,44 0,55 0,64 0,85 0,98 0,11 0,21
nach ROCKEL et al. 1995 0,19 0,4 0,55 0,6 0,8 0,93 0,09 0,2
vidua
eig. Messung 0,14 1,13 0,58 0,64 0,88 0,93 0,04 0,16
nach ROCKEL et al. 1995 0,57 0,63 0,03 0,1
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Abbildung 3.3: Vergleich des relativen Gewichtes (RW) bei den untersuchten
Arten der Conus marmoreus-Gruppe Ngesam=46.
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Abbildung 3.4: Vergleich der relativen Durchmessers (RD) bei den untersuchten
Arten der Conus marmoreus-Gruppe Ngesam=46.
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Abbildung 3.5: Vergleich der Position des maximalen Durchmessers (PMD) bei
den untersuchten Arten der Conus marmoreus-Gruppe Ngesam=46.
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Abbildung 3.6: Vergleich der relativen Hohe der Spira (RSH) bei den
untersuchten Arten der Conus marmoreus-Gruppe Ngesam=46.

Die Abbildungen 3.3. bis 3.6. zeigen die intraspezifische Variabilitat der einzelnen Indices.
Anhand der Rechtecke in den Diagrammen ist die Hauptverteilung der gemessenen Werte zu
erkennen. Durch den direkten Vergleich mit den Messreihen der anderen Arten lasst sich
weiterhin die interspezifische Varianz erkennen. Dabei ist festzuhalten, dass es bei samtlichen
Indices sehr groRe interspezifische Uberlappungen gibt, sowohl beziiglich der Gesamtheit der
Werte, als auch bei deren Hauptverteilung. Am deutlichsten ist dieses beim RW (Abb. 3.3) der
Arten C. araneosus, C. bandanus, C. marmoreus und C. nicobaricus ersichtlich. Die Werte
dieser vier Arten Uberlappen sich komplett, mit der grofiten Variabilitit bei C. marmoreus. Die
Hauptverteilung hier liegt im gleichen Bereich (0,7-0,91).

Beim RD gibt es ebenfalls Uberlappungen bei den Werten samtlicher Arten (Abb. 3.4). So
sind bei allen Arten Werte im Bereich von 0,60 bis 0,63 gemessen worden. C. araneosus und
C. nicobaricus zeigen sehr dhnliche Werte, die alle bis auf den Maximalwert von C. nicobaricus
innerhalb der Literaturwerte liegen. Die Variabilitét ist bei C. araneosus groRer, jedoch liegen
die bei C. nicobaricus gemessenen Werte konzentriert im oberen Bereich. Die Werte von
C. bandanus und C. vidua liegen ungefédhr im gleichen Bereich, jedoch zeigt C. bandanus
sowohl den hoheren Minimal- (0,61), als auch den héheren Maximalwert (0,65) und liegt im
Diagramm im gleichen Wertbereich wie C. marmoreus (0,60-0,66).

Beim PMD (Abb. 3.5) besitzt C. nocturnus die hochste (0,85-0,98), C. nicobaricus mit 0,88
bis 0,91 (Medianwert 0,88) die niedrigste Variabilitdt (abgesehen von der Messreihe fur
C. nigrescens, die nur zwei Individuen beinhaltete). Insgesamt liegt die Mehrheit der Werte aller

Arten im Bereich von 0,88 bis 0,93, mit einem Medianwert von 0,9-0,91.
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Abbildung 3.6 zeigt die Variabilitit des RSH bei den verschiedenen Arten. Die
Medianwerte liegen im Bereich von 0,11-0,12, die einzige Ausnahme hierbei stellt
C. nocturnus mit einem Medianwert von 0,16 dar. Die variabelste Art beziliglich des RSH-
Wertes ist C. vidua (0,12), bei dieser Art ist auch die Diskrepanz zwischen dem gemessenen
maximalen Wert und dem maximalen Literaturwert mit 0,06 am grofiten. Die geringste
Variabilitat zeigt C. nicobaricus mit einer Differenz von 0,03 zwischen dem Minimal- und dem
Maximalwert (Literatur 0,05). Die Messreinen von C. araneosus, C.bandanus und
C. marmoreus zeigen eine geringere Variationsbreite als die Literaturdaten, wahrend die

Messreihe von C. nocturnus mit 0,1 fast identisch mit dem Literaturwert von 0,11 ist.
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Abbildung 3.7.1: Verhéltnis der Gewichtszunahme in Relation zum GréRenwachstum
(RW) bei Conus araneosus. Die Formel der Funktion steht oberhalb des Graphen. n=7

120 ~

100 ~

o]
o
I

A3

D
o
I

Gewicht (g)

y = 6,0471e0.028
20 A

0 T T T 1
20 40 60 80 100

Lé&nge (mm)

Abbildung 3.7.2: Verhdltnis der Gewichtszunahme in Relation zum
GroRenwachstum (RW) bei C. nicobaricus. Die Formel der Funktion steht unterhalb
des Graphen. n=7
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Abbildung 3.7.3: Verhéltnis der Gewichtszunahme in Relation zum Gréenwachstum

(RW) bei Conus araneosus und C. nicobaricus in einem kombinierten Graphen. Die
Formel der Funktion steht unterhalb des Graphen. n=14
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Abbildung 3.8.1: Verhéltnis der Gewichtszunahme in Relation zum GréfRenwachstum
(RW) bei Conus bandanus. Die Formel der Funktion steht rechts vom Graphen. n=6
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Abbildung 3.8.2: Verhéltnis der Gewichtszunahme in Relation zum Gréf3enwachstum
(RW) bei C. vidua. Die Formel der Funktion steht unterhalb Graphen. n=6
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A
bbildung 3.8.3: Verhéltnis der Gewichtszunahme in Relation zum GréRenwachstum
(RW) bei Conus bandanus und C. vidua in einem kombinierten Graphen Die Formel
der Funktion steht unterhalb des Graphen. n=12
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Abbildung 3.9: Verhéltnis der Gewichtszunahme in Relation zum GréRenwachstum
(RW) bei Conus marmoreus. Die Formel der Funktion steht unterhalb Graphen. n=10
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Abbildung 3.10: Verhéltnis der Gewichtszunahme in Relation zum GrofRenwachstum
(RW) bei Conus nocturnus. Die Formel der Funktion steht rechts vom Graphen. n=10
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Abbildung 3.11: Verhiltnis der Gewichtszunahme in Relation zum GroBenwachstum
(RW) bei samtlichen untersuchten Arten der Conus marmoreus-Gruppe in einem
kombinierten Graphen Die Formel der Funktion steht unterhalb des Graphen. n=46

Die Abbildungen 3.7.1-3.11 zeigen die graphische Darstellung des Gewichts gegen die
Liange (RW). Daraus ergibt sich bei sdmtlichen Arten eine exponentielle Abhdngigkeit des
Gewichts zur Lange. Bei fortschreitendem Langenwachstum vervielfacht sich das Gewicht und
folgt iiber das gesamte GroBenspektrum keinem linearen Verhéltnis. Besonders deutlich zeigen
das die Graphen von C. marmoreus (Abb. 3.9), C. nocturnus (Abb. 3.10) und C. vidua (Abb.
3.8.2), die alle aus einer anfanglichen stationdren Phase rasch ansteigen. Bei C. bandanus ist
dieser Trend ebenfalls zu beobachten (Abb. 3.8.1). Allerdings liegen hier sdmtliche Messpunkte
in einem relativ engen Bereich, da lediglich verhiltnismaBig groBe Gehéuse in die Untersuchung
eingebunden werden konnten. Gleiches trifft auf die Messreihen von C. araneosus und
C. nicobaricus (Abb. 3.7.1 bis 3.7.3) zu, auch hier sind ausschlieBlich grole Gehéuse fiir die
Analyse verwendet worden. Das Diagramm in Abbildung 3.11 zeigt alle 46 in der Analyse
vermessenen Gehduse in der C. marmoreus-Gruppe auf. Durch den erweiterten Datensatz wird
der bei den einzelnen Arten beobachtete exponentielle Verlauf weiter gestiitzt. Hierdurch zeigt
sich, dass dem exponentiellen Wachstum eine stationdre Phase folgt. Lineares Wachstum tiber

die gesamte Messreihe liegt nicht vor.
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Abbildung 3.12.1: Verhiltnis der Offnungshéhe in Relation zum maximalen
Durchmesser (RD) bei Conus araneosus. n=7
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Abbildung 3.12.2: Verhiltnis der Offaungshdhe in Relation zum maximalen
Durchmesser (RD) bei Conus nicobaricus. n=7
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Abbildung 3.12.3: Verhiltnis der Offnungshéhe

in Relation zum maximalen

Durchmesser (RD) bei Conus araneosus und C. nicobaricus in einem kombinierten

Graphen. n=14
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Abbildung 3.13.1: Verhiltnis der Offnungshéhe
Durchmesser (RD) bei Conus bandanus. n=6
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Abbildung 3.13.2: Verhiltnis der Offnungshéhe in Relation zum maximalen
Durchmesser (RD) bei Conus vidua. n=6
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Abbildung 3.13.3: Verhiltnis der Offaungshdhe in Relation zum maximalen
Durchmesser (RD) bei Conus bandanus und C. vidua in einem kombinierten Graphen.
n=12
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Abbildung 3.14: Verhiltnis der Offnungshéhe in Relation zum maximalen Durchmesser
(RD) bei Conus marmoreus. n=10
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Abbildung 3.15: Verhiltnis der Offnungshéhe in Relation zum maximalen Durchmesser
(RD) bei Conus nocturnus. n=10
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Abbildung 3.16: Verhiltnis der Offnungshéhe in Relation zum maximalen Durchmesser
(RD) bei sdamtlichen untersuchten Arten der Conus marmoreus-Gruppe in einem
kombinierten Graphen n=46

Die graphische Darstellung des relativen Durchmessers (RD) zeigt bei sdmtlichen
untersuchten Arten ein lineares Verhiltnis der Offnungshéhe zum maximalen Durchmesser. Die
Steigungen der Regressionsgeraden variieren zwischen 0,91 (C. araneosus) bis 1,80
(C. nocturnus), wobei die Mehrzahl der Steigungswerte bei ca. 1,50 liegt. So zeigt die Steigung
bei C. bandanus (Abb. 3.13.1) einen Wert von 1,48, bei C. vidua (Abb. 3.13.2) einen Wert von
1,50, genauso wie bei C. nicobaricus (Abb. 3.12.2). Bei einem kombinierten Graphen aus
C. bandanus und C. vidua zeigt die Regressionsgerade ebenfalls einen Wert von 1,50. Die
Regressionsgerade der Kombination aus C. araneosus und C. nicobaricus hat wegen der
deutlich niedrigeren Steigung von C. araneosus einen Steigungswert von 1,06. Die Steigungen
von C. marmoreus (1,60; Abb. 3.16) und C. nocturnus (1,80; Abb. 3.15) verlaufen hingegen
steiler, was sich in den hoheren Steigungswerten bemerkbar macht. Das Diagramm in
Abbildung 3.16 enthdlt die Daten der gesamten C.marmoreus-Gruppe. Die Steigung der
Regressionsgeraden (Steigungswert 1,49) hat einen dhnlichen Wert wie die Regressionsgerade

von C. bandanus, C. vidua und C. nicobaricus.
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Abbildung 3.17.1: Verhiltnis der Offnungshohe in Relation zur Héhe des maximalen
Durchmessers (PMD) bei Conus araneosus. n=7
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Abbildung 3.17.2: Verhiltnis der Offnungshéhe in Relation zur Héhe des maximalen
Durchmessers (PMD) bei Conus nicobaricus. n=7
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Abbildung 3.17.3: Verhiltnis der Offnungshohe in Relation zur Héhe des maximalen
Durchmessers (PMD) bei C. araneosus und Conus nicobaricus. n=14
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Abbildung 3.18.1: Verhiltnis der Offnungshéhe in Relation zur Héhe des maximalen
Durchmessers (PMD) bei C. bandanus. n=6

52



3.Ergebnisse

80

70

60

50 A

40 -

Hohe der Offnung, AH (mm)

30

10 20 30 40 50 60 70 80

Hohe des maximalen Durchmessers, HMD (mm)

Abbildung 3.18.2: Verhiltnis der Offnungshohe in Relation zur Héhe des maximalen
Durchmessers (PMD) bei C. vidua. n=6
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Abbildung 3.18.3: Verhiltnis der Offnungshéhe in Relation zur Héhe des maximalen
Durchmessers (PMD) bei C. bandanus und C. vidua. n=12
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Abbildung 3.19: Verhiltnis der Offnungshohe in Relation zur Hohe des maximalen
Durchmessers (PMD) bei C. marmoreus. n=10

80 1
70 A
60 -
50

40 1

Hohe der Offnung, AH (mm)

30

¢ C.nocturnus

20 T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80

Hohe des maximalen Durchmessers, HMD (mm)

Abbildung 3.20: Verhiltnis der Offnungshohe in Relation zur Héhe des maximalen
Durchmessers (PMD) bei C. nocturnus. n=10
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Abbildung 3.21: Verhiltnis der Offnungshohe in Relation zur Héhe des maximalen
Durchmessers (PMD) bei sdmtlichen untersuchten Arten der Conus marmoreus-Gruppe
in einem kombinierten Graphen. n=46

Analog zum relativen Durchmesser (RD) liegt auch bei der Position des maximalen
Durchmessers ein lineares Verhiltnis der Gleichungskomponenten (Héhe der Offnung und Hohe
des maximalen Durchmessers) vor. Jedoch liegen hier die Steigungswerte der
Regressionsgeraden im Bereich 0,84-1,13, mit dem niedrigsten Wert bei C. araneosus (Abb.
3.17.1) und dem hochsten bei C.vidua (Abb. 3.18.2). Im Gegensatz zum hohen Wert von
C.vidua und der Wertiibereinstimmung beim relativen Durchmesser besitzt die Steigung der
Regressiongeraden bei C. bandanus (Abb. 3.18.1) mit 0,95 den zweitniedrigsten Wert. Die
Steigung im kombinierten Datensatz dieser beiden Arten liegt bei 1,09. In einem &hnlichen
Bereich mit 1,10 liegen auch die Werte von C. nocturnus (Abb. 3.20) und C. nicobaricus (Abb.
3.17.2). Beim kombinierten Datensatz von C. nicobaricus und C. araneosus (Abb. 3.17.3)
betrdgt die Steigung der Regressiongeraden, beeinflusst durch die niedrigeren Werte der
letztgenannten Art, den Wert 1,01. Der PMD ist bei C. marmoreus, im Gegensatz zum RD, mit
einer Steigung von 1,05, im unteren Bereich der Messreihe angeordnet (Abb. 3.19). Die
Steigung der Regressionsgeraden ist ebenfalls niedriger als im Graphen der gesamten

C. marmoreus-Gruppe (1,08; Abb. 3.21).
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Abbildung 3.22.1: Verhiltnis der Gehéuselédnge in Relation zur Hohe der Spira (RSH)
bei C. araneosus. n=7
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Abbildung 3.22.2: Verhéltnis der Gehéuselédnge in Relation zur Hohe der Spira (RSH)
bei C. nicobaricus. n=7
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Abbildung 3.22.3: Verhiltnis der Gehéuselédnge in Relation zur Hohe der Spira (RSH)
bei C. araneosus und C. nicobaricus. n=14
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Abbildung 3.23.1: Verhiltnis der Gehéuselédnge in Relation zur Hohe der Spira (RSH)

bei C. bandanus. n=6
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Abbildung 3.23.2: Verhiltnis der Gehduselédnge in Relation zur Hohe der Spira (RSH)
bei C. vidua. n=6
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Abbildung 3.23.3: Verhéltnis der Gehéuselédnge in Relation zur Hohe der Spira (RSH)
bei C. bandanus und C. vidua. n=12
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Abbildung 3.24: Verhiltnis der Gehéduseldnge in Relation zur Hohe der Spira (RSH) bei
C. marmoreus. n=10

100 +
90 1
80 1
70 4
60 1
50 1

40

Gehauselange (mm)

30 4 *
20

10 A

0 T T T T . . |  C.nocturnus

0 2 4 6 8 10 12

Spira (mm)

Abbildung 3.25: Verhiltnis der Gehéuseldnge in Relation zur Hohe der Spira (RSH) bei
C. nocturnus. n=10
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Abbildung 3.26: Verhiltnis der Gehéduseldnge in Relation zur Hohe der Spira (RSH) bei
samtlichen untersuchten Arten der Conus marmoreus-Gruppe in einem kombinierten
Graphen n=46

Die Abbildungen 3.22 bis 3.26 zeigen die graphische Darstellung der relativen Spirahdhe
(RSH). Die Werte dieser Messreihen fallen durch ihre hohe Variabilitidt und Inkontinuitdt auf.
Bei keiner der Messreihen war ein exponentieller, logarithmischer oder linearer Verlauf zu

erkennen, so dass keine Regressionslinie errechnet werden konnte.

3.1. Molekulare Phylogenie

In sdmtlichen berechneten Stammbaumen (Abbildungen 3.29-3.31,3.34-3.36 und 3.40-3.42)
werden die Terebridae als Outgroup unterstiitzt. Eine Ausnahme stellen die Berechnungen dar,
in denen eine basale Gruppe der Gattung Conus als Outgroup verwendet wurde. Die drei
einzelnen Terebra-Arten haben zueinander einen Sequenzunterschied von 11,59 %—14,39 % (p-
Distanzen). T. horasei und C. brunneus zeigen mit 14,93 % den niedrigsten intergenerischen
Distanzunterschied. Der grofte Distanzunterschied zwischen Outgroup und Ingroup findet sich
zwischen T.subulata und C. boeticus mit 28,50 %. Innerhalb den Kegelschnecken haben die
Arten C. boeticus und C.delessertii den grofiten Sequenzunterschied zueinander, der geringste
findet sich mit 0,24 % zwischen C. villipinii und C. stimpsoni, C lindae und C. cingulatus,
C. litteratus und C. eburneus, C.emaciatus und C.virgo sowie zwischen C.sponsalis und
C. nux. Diese Arten unterscheiden sich beziiglich ihrer Sequenz genauso sehr voneinander wie
die beiden Exemplare von C. nocturnus sowie C.anemone und C.compressus, die oft als

Unterart der gleichen Art betrachtet werden.
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Tabelle 3.2: p-Distanzwerte innerhalb der C. marmoreus-Gruppe im untersuchten Abschnitt des 16S rRNA-Gens.

araneosus bandanus | marmoreus | nigrescens |nocturnus1l |nocturnus?2 |vidua
araneosus -
bandanus 4,09% -
marmoreus 3,61% 1,43% -
nigrescens 4,32% 1,19% 1,19% -
nocturnus 1 3,85% 1,19% 1,19% 0,95% -
nocturnus 2 3,61% 1,43% 0,95% 1,19% 0,24% -
vidua 4,33% 2,14% 0,71% 1,43% 1,90% 1,67% -

Innerhalb der C.marmoreus-Gruppe variiert der interspezifische Sequenzunterschied
zwischen 0,71% und 4,33%. Wihrend bei C. marmoreus und C. bandanus die Sequenzen
samtlicher untersuchter Individuen (drei bzw. vier) identisch sind, unterscheiden sich bei
C. nocturnus die zwei Sequenzen um 0,24%. Ein drittes Individuum ist sequenzidentisch mit
C. nocturnus 2 und wurde deshalb, genauso wie die weiteren Individuen von C. bandanus und
C. marmoreus, nicht in die Analyse integriert. Individuum 1 von C. nocturnus zeigt die grof3te
interspezifische Sequenzéhnlichkeit mit C. nigrescens, Individuum 2 dagegen mit C.marmoreus
(jeweils 0,95%). C. araneosus hat mit 3,97% (3,61-4,33%) die hochste durchschnittliche
Distanz zu den restlichen Mitgliedern der Gruppe. Der Sequenzabschnitt bei C. bandanus
unterscheidet sich um 2,14% von dem bei C.vidua, der Art, die mit Ausnahme von
C. araneosus, somit die innerhalb der Gruppe am weitesten von C. bandanus entfernteste Art

darstellt. Von C. nicobaricus liegt als einzigem Vertreter der Gruppe keine Sequenz vor.

Tabelle 3.3: p-Distanzwerte innerhalb der basalen Gruppe im untersuchten Abschnitt des 16S rRNA-Gens.

@ - - ” 3 - 0

3 s | E | 2| 8| 8| 2| 2| =8| 3|8
5 c 8 3 S | € s | 2 3 S| 8| 5
3 S 3 g | 5| | 2| 8| 8| €| 2| &
© E 3 S = S g % S g X

arcuatus

californicus 11,46% -

delessertii 9,91% | 18,28% -

jaspideus 6,62% | 12,48%| 10,45% -

mahogani 5,29% | 10,67%| 9,39% | 5,71% -

memiae 5,70% | 10,82%| 7,62% | 3,80%| 2,74% -

mindanus 5,84% | 12,73%| 9,01% | 4,04%| 4,77%| 3,80% -

perplexus 5,49% | 12,95%| 9,40% | 5,99%| 4,46%| 4,47%| 5,49% -

puncticulatus | 7,26% | 13,41%| 9,87% | 7,00%| 5,69%| 5,48%| 6,75%| 4,43% -

vanhyngei 5,78% | 12,87%| 9,15% | 2,49%| 4,94%| 4,03%| 2,50%| 4,46%| 5,98% -

Verrucosus 6,77% | 12,49%| 9,44% | 3,73%| 5,71%| 4,73%| 2,75%| 5,42%| 5,43%| 2,96% -

ximenes 5,49% | 11,49%| 9,69% | 5,26%| 2,48%| 3,22%| 4,28%| 3,69%| 4,92%| 3,98%| 4,43%| -

Tabelle 3.3. zeigt die Distanzwerte der Arten, die in den Abbildungen 3.29 bis 3.31 sowie

3.34 bis 3.36 basal zu den restlichen Kegelschnecken stehen und die fiir die Stammbéume in den
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Abbildungen 3.40 bis 3.42 als Outgroup gedient haben. Dabei handelt es sich um sieben west-
atlantische, vier ost-pazifische und eine indo-pazifische Art aus der Tiefsee (Conus memiae).
Die Genabschnitte differieren um 2,48% (C. mahogani und C. Xximenes) bis 18,28% zwischen
C. californicus und C. delessertii, mit einer durchschnittlichen Varianz von 6,82%. Sdmtliche
Arten weisen zu C. californicus den groBten Sequenzunterschied auf, wobei der
durchschnittliche Differenzwert bei 12,71% liegt. Der kleinste Unterschied besteht zu
C. mahogani (10,67%). Conus memiae, die einzige indo-pazifische Art innerhalb dieser Klade,

zeigt ebenfalls die groBte Ahnlichkeit mit C. mahogani (2,74% Sequenzunterschied) auf.

Die Stammbdume in den Abbildungen 3.29 bis 3.31, sowie 3.34 bis 3.36 und 3.40 bis 3.42
wurden mit Neighbor-joining-, Maximum Likelihood-, sowie Maximum Parsimony-Methoden
erstellt. Bei den letzten beiden Methoden werden Aste, die weniger als 50 % bootstrap support
haben, kollabiert.

Die Abbildungen 3.29 bis 3.31 beinhalten den kompletten Datensatz, bestehend aus den
Sequenzen von 149 Conus-Individuen aus 145 Arten und drei Terebra-Arten (T. crenulata,
T. horasei und T.subulata) als Outgroup. Diese Outgroup wird in sdmtlichen berechneten
Stammbdumen unterstiitzt. Die Aufspaltung der Vertreter der Gattung Conus erfolgt bei
samtlichen Stammb&umen polytom, wobei bei den Maximum Likelihood, Neighbor-joining und
dem Maximum Parsimony majority rule Stammbdumen eine basale Gruppe innerhalb der
Kegelschnecken das Schwestertaxon zur restlichen Gattung bildet. Bei dieser Gruppe handelt es
sich mit Ausnahme von C. memiae ausschlieBlich um westatlantische Arten, bzw. Arten von der
Westkiiste Nord- und Mittelamerikas (C. arcuatus, C. californicus, C. mahogani, C. ximenes).
Die 16 verschiedenen Aste, welche sich mindestens in drei Abzweigungen aufspalten,
beinhalten in diesen vier Stammbédumen die gleichen Arten. In drei Féllen (die Kladen der
C. daucus-, C. musicus- (HGla) und der C.vexillum-Gruppe (HG1j, Abbildung 3.33) wird
jedoch der Ast durch eine weitere Art ergidnzt und dementsprechend hoher aufgelost. Weiterhin
werden 22 Arten innerhalb von elf Zweieristen eingeodnet. Diese Aste sind bei den
Stammbdumen in den Abbildungen 3.29 und 3.30 vorhanden. Im Maximum Parsimony majority
rule Stammbaum (Abb. 3.31) werden diese Artpaare ebenfalls zusammen dargestellt, jedoch

werden sieben davon als weitere Aufspaltung in anderen Asten eingeordnet.

Innerhalb der C. marmoreus-Gruppe (HG1h) ist stets C. araneosus die basalste Art. In den
Maximum Parsimony majority rule Stammbdumen (Abb. 3.31, 3.42) stellt HGlh das

Schwestertaxon zu den restlichen molluscivoren Arten der C. textile-und der C. pennaceus-
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Gruppe dar. HG1h steht in naher Verwandtschaft zu den C. textile (HG1f) und C. pennaceus-
Gruppen HG1g).

Abbildung 3.27: Die Mitglieder der basalen Conus-Gruppe. Oben von links nach rechts:
C. californicus, C. arcuatus, C. delessertii, C. perplexus, C.mindanus, C. puncticulatus,
Unten von links nach rechts: C. jaspideus, C.vanhyningi, C. verrucosus, C.mahogani,
C. ximenes, C. memiae

Abbildung 3.28: Lokalformen der C.pennaceus-Gruppe:. Oben von links nach rechts:
C. corbieri, C. behelokensis, C. tsarai, C. vezoi (alle Madagaskar), Unten von links nach rechts:
C. bazarutensis, C. racemosus, C. praelatus, C. pennaceus-Form von Hawaii
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lihood-Stammbaum mit einem 453 Nukleotid Fragment des 16S rRNA Gens mit 1000
bootstrap Wiederholungen. Bootstrap Wiederholungen mit einem support von iiber 50 % stehen an den Knoten. Die
Einstellungen entsprechen dem GTR Modell (Basen Haufigkeiten: A=0,349, C=0,1513, G=0,1971, T=0,3031.
Substitutionsratenmatrix: A-C=0,082, A-G=0,3357, A-T=0,082, C-G=0,082, C-T=0,3357, G-T=0,082). Gamma
Verteilung mit shape parameter o von 1,0487, Verhéltnis der invariablen Stellen 0. Der Stammbaum ist auf die drei
Outgroup Taxa T. crenulata, T. horasei und T. subulata gewurzelt.
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Abb. 3.30: Neighbor joining-Stammbaum mit einem 453 Nukleotid Fragment des 16S rRNA Gens mit 1000
bootstrap Wiederholungen. Bootstrap Wiederholungen mit einem support von iiber 50 % stehen an den Knoten. Die
Einstellungen entsprechen dem GTR Modell (Basen Haufigkeiten: A=0,349, C=0,1513, G=0,1971, T=0,3031.
Substitutionsratenmatrix: A-C=0,082, A-G=0,3357, A-T=0,082, C-G=0,082, C-T=0,3357, G-T=0,082). Gamma
Verteilung mit shape parameter o von 1,0487, Verhiltnis der invariablen Stellen 0. Der Stammbaum ist auf die drei
Outgroup Taxa T. crenulata, T. horasei und T. subulata gewurzelt.
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character.Der Stammbaum ist auf die drei Outgroup Taxa T. crenulata, T. horasei und T. subulata gewurzelt.
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Abbildung 3.32: Arten der C.virgo-Gruppe: Von links nach rechts: C.virgo, C.emaciatus, C. flavidus,
C. frigidus

Abbildung 3.33: Arten der C. vexillum-Gruppe:
C. mustelinus, C. rattusi, C. pertusus, C. miles.

Von links nach rechts: C.vexillum, C. capitaneus,

Den Stammbaumen in den Abbildungen 3.34 bis 3.36 liegt ein Datensatz aus 68 Conus- und
drei Terebra-Arten als Outgroup zugrunde. Die Conus-Arten gliedern sich in elf Arten aus dem
Indo-Pazifik, 52 westatlantischen und ostpazifischen sowie fiinf ostatlantischen Arten auf. Auch
bei diesem Datensatz wird die gleiche Gruppe wie in den Abbildungen 3.29-3.31 basal als
Schwestertaxon zu den restlichen Kegelschnecken gestellt. Weiterhin finden sich in allen
Stammbdumen vier Kladen mit 3 bis 5 Arten, die einzige Ausnahme ist der Maximum
Likelihood Stammbaum. Hier werden diese Zuordnungen nicht aufgeldst und die Gruppen
geteilt. Manche dieser Arten werden komplett isoliert dargestellt (C. legatus, C.omaria,
C. victoriae). Sieben Kladen, die sich jeweils in zwei Arten aufspalten, finden sich in allen vier
Stammbaumen. Zusétzlich noch zwei weitere Artenpaare (C.anemone & C. tinianus sowie
C. lineolatus & C. princeps), die im Neighbor joining und Maximum Likelihood Stammbaum
als eigener Ast stehen, im Maximum Parsimony majority rule consensus Stammbaum aber die
jeweilige Schwestergruppe zueinander bilden. Im Maximum Likelihood Stammbaum findet sich
weiterhin eine Gruppe aus 15 Arten, deren genaue Verwandtschaftsverhéltnisse zueinander nicht

weiter aufgegliedert werden und die Bootstrap-unterstiitzung nur bei 50 liegt.
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Abb. 3.34: Maximum likelihood-Stammbaum mit einem 453 Nukleotid Fragment des 16S rRNA Gens mit 1000
bootstrap Wiederholungen. Bootstrap Wiederholungen mit einem support von iiber 50 % stehen an den Knoten. Die
Einstellungen entsprechen dem GTR Modell (Basen Haufigkeiten: A=0,3513, C=0,1494, G=0,1957, T=0,3636.
Substitutionsratenmatrix: A-C=0,080, A-G=0,340, A-T=0,080, C-G=0,080, C-T=0,340, G-T=0,080). Gamma
Verteilung mit shape parameter o von 1,0487, Verhiltnis der invariablen Stellen 0,5988. Der Stammbaum ist auf

die drei Outgroup Taxa T. crenulata, T. horasei und T. subulata gewurzelt.
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Den Stammbéumen in den Abbildungen 3.40 bis 3.42 liegt der gleiche Datensatz zugrunde
wie den Stammbédumen in den Abbildungen 3.29-3.31. Der Unterschied besteht in den drei
Terebra-Arten, die hier aus der Analyse herausgenommen wurden. Anstelle der Terebridae
wurde die basale Conus-Gruppe mit C. arcuatus, C. californicus, C. delessertii, C. jaspideus,
C. mahogani, C.memiae, C.mindanus, C. perplexus, C. puncticulatus, C. vanhyningi,
C. verrucosus und C. ximenes (Abbildung 3.27) als Outgroup eingesetzt. Der Maximum
Likelihood-Stammbaum entspricht dem mit den Terebridae (Abbildung 3.29) bis auf eine
Abweichung. Die Arten C. geographus und C. obscurus (Abbildung 3.37) stehen nicht in einem
gemeinsamen Ast. Wie zuvor stehen diese Arten nicht in direkter Ndhe der C. magus-Gruppe
(HG1i Abbildung 3.38) oder von C. purpurascens und C. ermineus. Auch die Neighbor joining
Stammbédume (Abbildungen 3.29 und 3.41) weisen kaum Unterschiede zueinander auf. Ohne die
Terebridae werden C. cinereus und C. mucronatus zusammengestellt.

Die C. virgo-Gruppe (HG1k, Abbildung 3.32) wird in sdmtlichen Stammbdumen deutlich
aufgelost. Der Ast mit C. cargilei, C. daucus, C. donnae und C. richardbinghami wird hier
durch die drei Arten C.burryae, C.caribbaeus und C. flavescens erginzt, dhnlich der
Zuordnung in Abbildung 3.36 bei der der verkleinerte Datensatz zugrunde liegt.

Die meisten Unterschiede mit diesem Datensatz finden sich im Maximum Parsimony
majority rule Stammbaum (Abb. 3.42). Die oben erwédhnte Gruppe um C. cargilei beinhaltet in
Abbildung 3.39 die gleichen Arten wie in der Abbildung 3.34, wird aber zusétzlich durch einen
Ast aus drei weiteren Arten ergénzt. Ein grofer Teil dieser Arten wird auch in Abbildung 3.34
dazugestellt, jedoch nicht in gleichem MaBle aufgelost. Weiterhin stehen hier, im Gegensatz zu
allen anderen errechneten Stammbéumen, die Arten C. tribblei sowie das vermutliche Exemplar
von C. boeticus in der Gruppe von C. coffeae. Ansonsten besitzt der Stammbaum vier Aste, bei
denen im Vergleich zu dem Stammbaum mit den Terebridae einzelne Arten fehlen. Die
molluscivoren Arten stehen erneut auf einem gemeinsamen Ast, der sich in drei Untergruppen

teilt.
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Abbildung 3.37: Piscivore Conus Arten:. Oben von links nach rechts: C. bullatus,
C. striatus, C. geographus, C.obscurus Unten von links nach rechts: C. circumcisus,
C. ermineus, C. purpurascens (Perlas Is., Panama), C. purpurascens (Sonora, Mexiko)

Abbildung 3.38: Lokalformen von C. magus:. Oben von links nach rechts: Sechs Exemplare von C. magus von
unterschiedlichen Fundorten, ganz rechts: C. carinatus

Abbildung 3.39: Amphinomidae-fressende Kegelschnecken-Arten:. Von links nach rechts: C. archon,
C. bartschi, C. brunneus, C. cedonulli, C. granarius, C. imperialis
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Abb. 3.40: Maximum Likelihood-Stammbaum mit einem 453 Nukleotid Fragment des 16S rRNA Gens mit 1000
bootstrap Wiederholungen. Bootstrap Wiederholungen mit einem support von iiber 50 % stehen an den Knoten. Die
Einstellungen entsprechen dem GTR Modell (Basen Haufigkeiten: A=0,3491, C=0,1516, G=0,1964, T=0,3027.
Substitutionsratenmatrix: A-C=0,081, A-G=0,337, A-T=0,081, C-G=0,081, C-T=0,337, G-T=0,081). Gamma
Verteilung mit shape parameter o von 0,418, Verhéltnis der invariablen Stellen 0,3101. Der Stammbaum ist auf die
Outgroup Taxa C. arcuatus, C. californicus, C. delessertii, C. jaspideus, C. mahogani, C. memiae, C. mindanus,
C. perplexus, C. puncticulatus, C. vanhyningi, C. verrucosus und C. ximenes gewurzelt.
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Abb. 3.41: Neighbor joining-Stammbaum mit einem 453 Nukleotid Fragment des 16S rRNA Gens mit 1000
bootstrap Wiederholungen. Bootstrap Wiederholungen mit einem support von iiber 50 % stehen an den Knoten. Die
Einstellungen entsprechen dem GTR Modell (Basen Héaufigkeiten: A=0,3491, C=0,1516, G=0,1964, T=0,3027.
Substitutionsratenmatrix: A-C=0,081, A-G=0,337, A-T=0,081, C-G=0,081, C-T=0,337, G-T=0,081). Gamma
Verteilung mit shape parameter o von 0,418, Verhiltnis der invariablen Stellen 0,3101. Der Stammbaum ist auf die
Outgroup Taxa C. arcuatus, C. californicus, C. delessertii, C. jaspideus, C. mahogani, C. memiae, C. mindanus,
C. perplexus, C. puncticulatus, C. vanhyningi, C. verrucosus und C. ximenes gewurzelt.
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Abb. 3.42: Maximum Parsimony majority rule Stammbaum aus 2758 errechneten Stammbaumen mit einem 453
Nukleotid Fragment des 16S rRNA Gens mit 1000 bootstrap Wiederholungen. Bootstrap Wiederholungen mit
einem support von iiber 50 % stehen an den Knoten.207 Positionen sind Parsimonie-informativ. Gaps gelten als 5.
character. Der Stammbaum ist auf die Outgroup Taxa C. arcuatus, C. californicus, C. delessertii, C. jaspideus,
C. mahogani, C.memiae, C.mindanus, C. perplexus, C. puncticulatus, C.vanhyningi, C.verrucosus und
C. ximenes gewurzelt.
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Abbildung 3.43 zeigt die mit PATHdA8 berechneten molekularen Divergenzen. Die Zeit-
Skala wurde analog zu DUDA & KOHN (2005) nach der Aufspaltung von C. lividus und
C. quercinus kalibriert. Die é&ltesten bekannten Fossilien von C. lividus sind aus dem Vigo
Schiefer der Philippinen aus dem mittleren oder oberen Miozén bekannt und werden auf 5,2-12
Millionen Jahre datiert (DICKERSON 1921, SHUTO 1975). Die idltesten bekannten Fossilienfunde
von C. quercinus stammen aus der Tjilanang Formation auf Java. Diese werden auf 11
Millionen Jahre datiert (VAN DER CLERK 1931). Deswegen wurde fiir die Berechnung der
Alterswerte der Zeitpunkt der Abspaltung dieser beiden Arten auf 11 Millionen Jahre oder mehr
gesetzt. Aus dieser ungenauen Datierung resultieren die Differenzen fiir die Abspaltungen der

einzelnen Aste.

3.3. Toxinologie

Um Informationen tiiber die interspezifische Toxinzusammensetzung zu erhalten wurde bei

C. ermineus, C. jaspideus, C. nux, C. purpurascens, C. regius und C. villipinii (Abbildung 3. 44)

iiber 3’- und 5’-RACE-PCR nach den Precursorn verschiedener Toxin-Superfamilien gesucht.

Abbildung 3.44: Conus-Arten, die bei den Toxin-Analysen verwendet wurden. Von links nach rechts: C.
ermineus, C. jaspideus, C. nux, C. purpurascens, C. regius, C. villipinii

3.3.1 A-Superfamilie

Die A-Superfamilie der Conotoxine ldsst sich weiter in die Familien der a-Conotoxine,
aA-Conotoxine und kA-Conotoxine aufspalten. a-Conotoxine waren die ersten Toxine, die aus
dem Gift der Kegelschnecken isoliert werden konnten. Anhand des Toxins GI, welches aus dem
Gift von Conus geographus stammt (GRAY et al. 1981) konnte man erkennen, dass das
charakteristische Cystein-Motiv dieser Toxine CC-C-C ist. Diese Toxine sind aus vermivoren,

molluscivoren sowie piscivoren Arten bekannt. Weiterhin unterteilt werden die a-Conotoxine in
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a3/5-, a4/7-, a4/4 und a4/3 Toxine (die letzten beiden Gruppen sind nur durch jeweils ein Toxin
bzw. zwei Isoformen bekannt), in Anlehnung an die Anzahl der Aminoséurereste zwischen den
Cysteinen. Die bisher bekannten kA-Conotoxine zeigen in der Toxinregion allesamt das Muster
XCC(X7)C(X2)C(X)C(X3)C, die aA-Conotoxine haben die Struktur
XCC(X6-7)C(X2)C(X1)C(X37)C. (SanTos et al. 2004). Ein weiterer Unterschied liegt in der
physiologischen Aktivitit. Wéhrend die oaA-Conotoxine genau wie die a3/5- und o4/7-
Conotoxine mit den nicotinergen Ach-Rezeptoren von Muskeln und Nerven interagieren, binden

die kA-Toxine an K"-Kanile (CRAIG et al. 1998b, NEVIN et al. 2007).

Um eventuelle Aussagen iiber die Evolution der a-Conotoxine treffen zu konnen wurden die
Prepro-Regionen von 61 Toxinen aus der A-Superfamilie einer phylogenetischen Analyse
mittles Maximum Parsimony-Methoden unterzogen. Dabei handelte es sich um 65 a-
Conotoxine, 1 kA-Conotoxin und 1 aA-Conotoxin. Es wurden Toxine von insgesamt 27 Arten
verwendet, die sich aus 11 piscivoren, 10 vermivoren und 6 molluscivoren zusammensetzen.

Bei der Analyse des Maximum Parsimony majority rule Staummbaumes (Abbildung 3.45)
wurden die zundchst als Outgroup designierten Sequenzen der kA-/0A-Conotoxin Prepro-
Regionen innerhalb des Baumes eingruppiert und vier Toxine von C. jaspideus als Outgroup
eingesetzt. Die kA/aA -Conotoxine-Prepro-Regionen bilden bei dieser Eingruppierung jeweils
eigene Aste und zeigen auch zueinander keine hdhere Verwandtschaft. Die Aufstellung der
C. jaspideus Precursor als Outgroup wird mit einem Bootstrap-Wert von 95 unterstiitzt. Die
Aste der Ingroup kollabieren jedoch zu einer Polytomie so, dass iiber deren Stellung zueinander
keine Aussage mdglich ist.

Eine grof3e Klade, die sich zu 10 Enden verzweigt, besteht einzig aus Precursorn piscivorer
Arten (C. bullatus, C. circumcisus, C. consors, C. magus, C. monachus, C. stercusmuscarum
und C. striatus), ebenso wie ein kleinerer Ast der sich in Prepro-Regionen aus C. bullatus,
C. magus sowie C. stercusmuscarum aufgliedert. Weiterhin beinhaltet der Stammbaum auch
zwei Aste, die mit C. bandanus und C. marmoreus bzw. C. aulicus und C. episcopatus lediglich
molluscivore Precursor enthalten. Weiterhin gibt es drei weitere Kladen, die sowohl Sequenzen
von piscivoren und vermivoren bzw. molluscivoren und vermivoren Arten enthalten. Die
einzigen Aste, die sich lediglich in die Precursor-Sequenzen vermivorer Arten aufspalten,

beinhalten jeweils zwei Sequenzen von C. regius.
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Abb. 3.45: Maximum Parsimony majority rule Stammbaum aus 851 errechneten Stammbdumen mit
Prepropeptidden der A-Superfamilie mit 100 bootstrap Wiederholungen. Die Sequenzen hatten eine Lange von 156
Nukleotiden von denen 153 Positionen Parsimonie-informativ sind. Bootstrap Werte mit einem support von iiber
50 % stehen auf den Asten die zu den Knoten hinfiihren. Der Stammbaum ist auf die Outgroup gewurzelt, die von

den Prepropeptiden jaspideus 1-4 gebildet wird
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Die iiber eine 3’RACE-PCR erhaltenen Produkte wurden in einen Vektor ligiert und in
kompetente Zellen transformiert. Die Vorgehensweise der cDNA—Synthese war deshalb von
Bedeutung, weil in der genomischen DNA die Toxine durch kleine Exons codiert werden, die
voneinander von groflen Introns separiert werden (OLIVERA et al., 1999, YUAN et al., 2007). Aus
diesen Klonen wurde anschlieBend die Nukleotid—Sequenz fiir die einzelnen Toxine identifiziert.
Dabei wurden von C. jaspideus Sequenzen aus 17 Klonen erhalten, die auf Nukleotidebene fiinf
verschiedene Isoformen eines Toxins reprisentierten, auf Aminosdureebene sich aber nur an
zwel Positionen unterscheiden, so dass hier lediglich drei Isoformen beschrieben werden.
Zusitzlich wurde ein weiteres Toxin gefunden, welches in seiner Sequenz deutlich von den
anderen abweicht (jaspideus 4). Von C. nux wurden nur zwei identische Klone mit einer a-
Conotoxin-Sequenz erhalten (Abbildung 3.46), von C. ermineus hingegen sieben Stiick, die alle
auf Nukleotid- als auch auf Aminosdureebene verschiedene o-Conotoxin-Isoformen
reprasentieren (Abbildung 3.47). Die DNA-Abschnitte der sequenzierten Toxine weisen eine

Lange von 195-210 Nukleotiden auf.

jaspideus 1: MGMRMMFTVFLLVVLATTVVSDRASDRKNRRASNRNTWMIRTIACCENPQCYQTNRDECIREASE
jJaspideus 2: MGMRMMFTVFLLVVLATTVVSDRASNRKNRRASNWNTWMIRT IACCENPQCYQTNRDECIREASE
jaspideus 3: MGMRMMFTVFLLVVLATTVVSDRASDRKNRRASNWNTWMIRTIACCENPQCYQTNRDECIREASE
nux 2: MGMRMMFTVFLLVVLATTVVSDRASDRKNRRASNWNTWMIRT IACCENPQCYQTNRDEC IREASE

Abb. 3.46: Aminosdure—Sequenzen der a-Conotoxine von C. jaspideus und C. nux. Aminosdure—Substitutionen
sind rot dargestellt. Die Cystein—Anordnung ist gelb umrandet. Die letzten beiden Sequenzen zeigen auch eine
iibereinstimmende Nukleotidsequenz, obwohl sie aus verschiedenen Arten stammen.

ermineus 1: MGMRMMFIVFLLVVLATTVGSFTLDRVLGLASEGRNAAAIDNALDQRDPKRQTPGCCWNPACVKNRCGRR
ermineus 2: MGMRMMFIAFLLVVLATTVGSFTLDRVLGLASEGRNAAAIDNALDQRDPKRQTPGCCWNPACVKNRCGRR
ermineus 3: MGMRMMFIVFLLVVLATTVVSFTLDHVLGLASEGRNAKAIDNALDQRDPKRQTPGCCWHPACGKNRCGRR
ermineus 4: MGMRMMFIVFLLVVLATTVGSFTSDRVLGLASEGRNAKAIDNALDQRDPKRQTPGCCWNPACVKNRCGRR
ermineus 5: MGMRMMFIVFLLVVLATTVVSFTLDRVLGLASEGRNAKAIDNALDQRDPKRQTPGCCWHPACGKNRCGRR
ermineus 6: MGMRMMFIVFLLVVLATTVGSFTLDRVLGLASEGRNAKAIDNALDQRDPKRQTPGCCWNPACVKNRCGRR
ermineus 7: MGMRMMFIVFLLVVLATTVGSFTLDRVLGLASEGRNAKAIDNALDQRDPKRQTPGCCWNLACVKNRCGRR

Jaspideus 4: MGMRMMFIVFLLVVLATTVGSFTLDRVLGLASEGRNAKAIDNALDQRDPKRQTPGCCWNLACVKNRCGRR

Abb. 3.45: Aminosdure—Sequenzen der a-Conotoxine von C.ermineus und C. jaspideus. Aminosdure—
Substitutionen sind rot dargestellt. Die Cystein—Anordnung ist gelb umrandet. Die letzten beiden Sequenzen zeigen
auch eine iibereinstimmende Nukleotidsequenz, obwohl sie aus verschiedenen Arten stammen.

Neben diesen Sequenzen ergab die Analyse der a-Conotoxin-Klone noch zwei weitere
identische Sequenzen aus dem Genom von C. jaspideus und eine weitere aus C. nux, die
ebenfalls zu 100% identisch waren. Obwohl mit den gleichen Primern gearbeitet wurde, wie bei
den zuvor beschriebenen, handelt es sich aufgrund des Cystein-Motivs jedoch um einen
Vertreter der O-Superfamilie, welcher aufgrund der, fiir diese Superfamilie, untypischen

Preproregion gefunden werden konnte (Abbildung 3.48).
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nux 1: MGMRMMFLTAWTFVTADDSRNGLGNLFLKASHEMKDSELNKRNDDC IAGGVFCGLPKIGYCCSGICLFVCT
jaspideus5:MGMRMMFLTAWTFVTADDSRNGLGNLFLKASHEMKDSELNKRNDDC IAGGVFCGLPKIGYCCSGICLFVCT

Abb. 3.48: Aminosdure—Sequenzen der Toxine der O-Superfamilie von C. nux und C. jaspideus. Die Cystein—
Anordnung ist gelb umrandet. Die beiden Sequenzen zeigen auch eine iibereinstimmende Nukleotidsequenz,
obwohl sie aus verschiedenen Arten stammen.

Mit lediglich 213 Nukleotiden gehoren diese Sequenzen zu den kiirzeren innerhalb der O-
Superfamilie, da diese ansonsten eine Kettenlinge von bis zu 240 Nukleotiden aufweisen

konnen.

Aus C. purpurascens konnte kein a-Conotoxin identifiziert werden. Uber die angewandten
Methoden wurde hier jedoch ein aA-/kA-Conotoxin erhalten, das auf Nukleotidbasis in zwei
verschiedenen Isoformen mit einer Substitution vorliegt (Abb. 3.49). Die Kettenlédnge dieses

Precursors betrigt 86 Aminosduren (258 bp).

PurlA: MGMRMMFIVFLLVALATTVGSFTPDHASDGRNAAVNDKASPL IAKVIRDCCGVVMEECHQCLCTQTCKNKGKKELWEMMTATDKRN

Abb. 3.49: Aminosiure—Sequenz des aA-/kA-Conotoxins von C. purpurascens. Die Cystein—Anordnung ist gelb
umrandet.

3.3.2 F-Superfamilie
MOLLER et al. haben 2005 drei neue Toxine beschrieben, die sie im Gift von C. floridanus

und C. villepinii nachweisen konnten. Diese Toxine zeichnen sich durch eine verhdltnismaBig

kurze Aminosduresequenz und ihrer Homologie zu Skorpiontoxinen aus (Tabelle 3.4).
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Tabelle 3.4: Aminosdure-Sequenz der von MOLLER et al. 2005 beschriebenen Toxine und Referenzsequenzen
(abgeéndert nach MOLLER et al. 2005)

Peptid Sequenz Organismus Referenz
fifl 4a WDVNDL'IHFEL IGVVERSYT ES.'HTM&T Conus floridanus floridensis MOLLER et al. 2005
fif14b WDVNDI':I HFELIGWGRSYT EEHTM!:T Conus flovidanus floridensis MOLLER et al. 2005
fifl4c WDAYDCIQFCMRPEMRHTYAQCLSICT Conus flovidanus floridensis MOLLER et al. 2005
vill4a GGLGRJ:IYN(EMNSGGGLSFIQTKTMéY Conus villepinii MOLLER et al. 2005
k-Hefutoxin 1 G- -HACYRNCWRE - -GNDEETCKERC Heterometrus fulvipes (Skorpion) SRINIVASAN et al. 2002
k-Hefutoxin2 G- -HACYRNCWRE- -GNDEETCKERCG Heterometrus fulvipes (Skorpion) SRINIVASAN et al. 2002
K-KTx1.3 G--F-CYRSCWKA- -GHDEETCKKECS Heterometrus spinifer (Skorpion) NIRTHANAN ef al. 2005
OmTXI - - -DPCYEVCLQQHGNV - - KECEEACKHPVE Opisthacanthus madagascarienses (Skorpion)  CHAGOT ef al. 2005
OmTx2 - --DPCYEVCLQQHGNV- -KECEEACKHPVEY Opisthacanthus madagascarienses (Skorpion)  Cracor ef al. 2005
OmTx3 N--DPCYEVCLOHTGNV - -KACEEACQ Opisthacanthus madagascarienses (Skorpion) — CHAGOT erf al. 2005
OmTx4 - - -DPCYEVCLQQHGNV - - KECEEACKHP Opisthacanthus madagascarienses (Skorpion)  CHacoT ef al. 2005

Um néhere Informationen tiber die Nukleotidsequenz, mogliche Isoformen und die Prepro-
Region zu erhalten wurde mit Hilfe verschiedener degenerierter und konservierter Primer {iber

cDNA zunichst ein 5’RACE-PCR und anschlieSend eine 3’RACE-PCR vorgenommen.

villda: GGLGRCI'YNCMNSGGGLSFIQCKTMCY
Klonl : EMRRPEVRRPEVRQPEFAETPVGQKRGGLGRC I YNCMNSGGGLSF 1QCKTMC
Klon2 :MGFRVLVLVVMATTSALPFTFSEEPGRSPFRPALRSEEAQALRHGLTLLLARRADGQPPDMRQPEMRRPEVRRPEVRQPEFAETPVGQKRGGLGRC I YNCMNSGGGLSF IQCKTMC
Klon3 :MGFRVLVLVVMATTSALPFTFSEEPGRSPFRPALRSEEAQALRHGLTLLLARRADGQPPDMRQPEMRRPEVR QPEFAESVGQRRWDVDQCMYYCLTGVVGYSYTECQTMCT
Klon4 :MGFRVLVLVVMATTSALPFTFFEEPGRSPFRPALRSEEAQALRHGLTLLLARRADGQPPDMRQPEMRRPEVR QLEFAERSVGQRRWDVDQCMYYCLTGVVGYSYTECQTMCT
Klon5 :MGFRVLVLVVMATTSALPFTFFEEPGRSPFRPALRSEEAQALRHGLTLLLARRADGQPPDMRQPEMRRPEVR QLEFAEESVGQRRWDVDQCMYYCLTGVVGYSYTECQTMCT

Klon7 :MGFRVLVLVVMATTSALPFTFSEEPGRSPFRPALRSEEAQALRHGLTLLLARRADGQPPDMRQPEMRRPEMRRPEVRQPEFAERSYGQRRWDVDQCMYYCLTGVVGYSYTECQTMCT
Klon8 :MGFRVLVLVVMATTFALPFTFFEEPGRSPFRPALRSEEAQALRHGLTLLLARRADGQPPDMRQPEMRRPEMRRPEVRQPEFAEESYGQRRWDVDQCMYYCLTGVVGYSYTECETMCT

Abbildung 3.50: Aminosdure—Sequenzen der Conotoxine der F-Superfamilie von C. villepinii. Als
Referenzsequenz gilt die von MOLLER et al. 2005 beschriebene Sequenz aus dem Rohgift (vill4a). Die Cystein—
Anordnung ist gelb umrandet. Animosaure-Substitutionen in der Toxin-Region sind blau unterlegt, in der Signal-
Region grau, in der Pro-Region rot.

Klon6é :MGFRVLVLVVMATTSALPFTFSEEPGRSPFRPALRSEEAQALRHGLTLLLARRADGQPPDMRQPEMRRPEIRRPEVRQPEFAE GQRRWDVDQCMYYCLTGVVGYSYTECETMCT

Uber eine 5’RACE-PCR wurden mit Hilfe eines degenerierten Primers, der an das 3’-Ende
des Toxins bindet, zwei Precursor (Klonl und 2) erhalten, die in ihrer Aminosduresequenz
identisch mit dem Referenzmaterial sind. Nach Konstruktion eines konservierten Primers fiir die
3’RACE-PCR wurden zwei weitere Toxine mit je drei Isoformen erhalten. Auf Nukleotidebene
finden sich insgesamt pro Toxin 1-5 Basenaustausche, bezogen auf die jeweiligen Isoformen.
Auf Ebene der Aminoséduren zeigen sich innerhalb der Isoformen in der Pre-Region maximal
zwel Substitutionen, in der Proregion bis zu fiinf. Bei den Sequenzen der Klone 3, 4 und 5
konnten auch innerhalb der Toxinregion Substitutionen nachgewiesen werden. Bei diesen
Klonen kommt eine Deletion in der Pro-Region hinzu, die fiinf Aminosduren umfasst. Innerhalb
der Toxin-Region zeigen sich mit Ausnahme des Cystein-Motivs lediglich fiinf Aminosdurereste

konserviert (jeweils Tyrosin, Glycin, Serin, Threonin und Methionin).
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3.3.3 I-Superfamilie

Die I-Superfamilie wird in die I;- und die I,-Familien unterteilt. Wihrend die Mitglieder der
I[;-Familie aktivierend auf Nerven und Muskeln wirken, blockieren die Mitglieder der I»-
Familien K+-Kanile, wie z. B. das ViTx aus C. virgo oder BTx aus C. betulinus. Die Signal-
Region ist bei Toxinen der ersten Familie kiirzer, als bei den I,-Toxinen (FAN et al. 2003,
KAUFERSTEIN et al. 2003, Buczek et al. 2005). Allerdings besitzen die Toxine der I,-Gruppe
keine Proregion, hier wird beim reifen Toxin ein Teil des C-Terminus abgespalten. Weiterhin
zeigen manche Mitglieder der ersten Familie Post-translationale Isomerisationen von L- zu D-
Aminosduren, die nicht durch Standardverfahren wie dem Edman-Abbau oder der
Massenspektrometrie ermittelt werden kdnnen. Wéhrend das von C. radiatus synthetisierte
Peptid r11a ein D-Phenylalanin an Position 44 enthilt, findet bei r11c eine Isomerisation eines L-
Leucins an der korrespondierenden Stelle statt. Anhand dieser [somerisationen werden sie in die
Gruppe A und B unterteilt. Die Superfamilie ist aufgrund ihres Cystein-Motivs aus C-C-CC-CC-
C-C charakterisiert worden. Die Lange der Abschnitte zwischen den Cysteinen ist variabel und
ein weiteres Merkmal an dem die I;- und die I,-Familien voneinander abgegrenzt werden. Das
Muster bei der I;-Familie ist C(Xe)C(X5)CC(X1-3)CC(X47)C(X6-10)C, wéhrend es bei der I,-
Familie C(X¢)C(Xs)CC(X3)CC(X23)C(X3)C ist.

Aus dem Gift von C. regius wurden 2 Conotoxine der I-Superfamilie isoliert, von dem
anhand der Preproregion zwei Isoformen unterschieden werden konnten (Abbildung 3.51).

Anhand der Nukleotidsequenz, wurde von dem Toxin reg2 eine weitere Isoform charakterisiert.

regl: MMFRLTSVSCILLVIVLLNLVVLADACHHHEGWPCNDPWGCCGLGCCDKKCSRNCPRTERRRSVSFRVFGQR
reg2: MMFRLTSVSCILLVIVLLNLVVLTDACHHHEGWPCNDPWGCCGLGCCDKKCSRNCPRTERRRSVSFRVFGQR

Abbildung 3.51: Aminosdure—Sequenzen von regl und reg2, zwei Conotoxinen der I-Superfamilie aus
C. regius. Das charakteristische Cystein-Motiv ist gelb umrandet, die Aminosauresubstitution blau.
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3.3.4vil1293

Beim sogenannten vil1293 handelt es sich um ein Oligopeptid, welches aus dem Gift von
C. villepinii in der Arbeitsgruppe von Prof. MARI isoliert werden konnte. Es hat lediglich eine
Lange von 10 Aminosduren und weist eine Disulfidbriickenbindung auf, an der die Cysteinreste
auf Position 3 und 8 beteiligt sind. Sowohl die Funktion als auch der Wirkungsort sind bisher
unbekannt, allerdings sind in letzter Zeit zunehmend kleine Peptide aus dem Gift von
Kegelschnecken isoliert worden, wie z.B. die Conophane, Contryphane und das Conomarphin
(PISAREWICZ et al. 2005, JIMENEZ et al. 1997, HAN et al. 2008). Uber deren biologische

Wirkung kann zum jetzigen Zeitpunkt nur spekuliert werden.

vill293a: MLSQISLPSSSRFEYDDNDVSKRVFCNGFTGCGGRHRDRSRRQERYGKRL IPVLAKRPFCNSFGCYNGKRSLSGAGPALSTPVDPSRNNKAQCNKNFQK
vil1293b: MLSQISLPSSSRFEYDDNDVSKRVFCNGFTGCGGRHRDRSRRQERYGKRL IPVLAKRPFCNSFGCYNGKRSLSGAGPALSTPVDPSRNNKARTMARMLDAAAFCPA

Abbildung 3.52: Aminosidure—Sequenzen des vil1293-Oligopeptids von C. villepinii. Die Sequenz des im Rohgift
gefundenen Peptides ist rot geschrieben. Vil1293a und vil1293b stellen aufgrund ihres unterschiedlichen Anhangs
am C-Terminus Isoformen dar.

Analog zu den Toxinen der F-Superfamilie wurde auch bei der Suche nach diesem
Oligopeptid zundchst eine 5’RACE-PCR mit einem degenerierten Primer angewandt. Hier ging
der Primer jedoch iiber die fast komplette Lange des Toxins und diente zur Identifikation des
Precursors. Nach dessen Erhalt wurde ein konservierter Primer konstruiert, der an das 5’Ende
des Prepropeptids bindet und fiir die 3’RACE-PCR verwendet.

Dadurch zeigte sich, dass vil1293 trotz seiner geringen Lénge von nur 30 Nukleotiden mit
einem langen Precursor von 171 Nukleotiden exprimiert wird. Weiterhin befindet sich dahinter
ein weiterer Bereich mit 96 Nukleotiden der bei der Aktivierung des Peptids abgespalten wird.
Anhand dieses Anhanges am C-Terminus wurde eine weitere Isoform identifiziert, bei der dieser
Bereich mit 117 Nukleotiden ldnger ist und C-terminal von der kiirzeren Sequenz beziiglich der
Aminoséurereste abweicht. Aufgrund der zeitlichen Reihenfolge ihrer Entdeckung wurden die

beiden Isoformen mit den Zusitzen ,,a“ und ,,b* unterschieden (Abbildung 3.52).
3.3.5 purpur X

Dieses mogliche Peptid aus C.purpurascens ist bisher lediglich anhand der
Nukleotidsequenz nachgewiesen worden. Betrachtet man das Cystein-Muster (C-C-C-C-C-C)

konnen Ahnlichkeiten mit Toxinen der P-Superfamilie verzeichnet werden. Zu dieser

Superfamilie gehdren auch die spasmodic peptides (Abbildungen 3.53.1 & 3.53.2).
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Abbildung 3.53.2: Aminosdure—Sequenzen inkl. des Precursors von purpusacens X, einem potentiellen Angehorigen der P-Superfamilie. Das Cystein-Motiv ist gelb hervorgehoben,

MGMRMMFDGMVLVPWFPKRRQRRASSLKKALPQPLEKRYRKRTGGGHTACSSPHLSHLKLSQTDQCPCGTDSQTPTHILQSCPSFEAWSCQTWPSPVEVQEKLWGPAGGRCGGLLTSPHLTHRTEDLAWLRDAKERKNTATWEHHPHAHNH
die potentielle Spaltstelle der Toxinregion vom Precursor ist mit einem Pfeil markiert.

purpur X:

textile AF193510 GCNNS CQEHSDCESHCICT FRGCGAVNG
gloriamaris AF193511 GCNNS CQEHSDCESHCICT FRGCGAVNG
regius AY144359 SPLVKGAFCGQA CSSVK CPKKCFCHPEEKVCYREMRTKERD
litteratus DQ345386 IWFCASRTCSAPADCNP CTC ESGVCVDWL

Abbildung 3.53.1: Aminoséure—Sequenzen der Toxin-Region von Toxinen
der P-Superfamilie. Das Cystein-Motiv ist gelb hervorgehoben. Die Toxine aus
dem Gift von C. textile und C. gloriamaris sind auch als spasmodic peptides
bekannt.

Bei purpur X kann eine Lénge von 453 Nukleotiden (inkl. Prepro-Region)
verzeichnet werden. Es handelt sich dabei um eines der ldangeren Conopeptide.
Die Prepro-Region hingegen hat mit 126 Basenpaaren eine durchschnittliche
Lange und entspricht auch den beschriebenen der P-Superfamilie (LIRAZAN et
al. 2000). Analog zu den beiden Isoformen von vil1293 (siehe 3.3.4) und den
Toxinen der I-Superfamilie (siehe 3.3.3) suggeriert die lange, dem Cystein-
Motiv folgende Kette, dass bei Aktivierung auch hier dieser Teil enzymatisch

abgespalten wird.
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3.3.6 Toxin-Phylogenie

Bei den Precursorn der Conotoxine zeigen sich erhebliche Unterschiede beziiglich der
Variabilitit ihrer einzelnen Regionen. Wéihrend die Toxin-Region bei den Conotoxinen
hochvariabel ist, sind die aus Signal- und Pro-Region bestehenden Prepro-Peptide relativ
konserviert. Dabei ist die Proregion variabler als die Signalregion (CONTICELLO et al. 2000,
2001).

Um Aufschluss zu erhalten, wie manifestiert die einzelnen Prepro-Peptide innerhalb einer
Toxin-Superfamilie sind, wurde mit den Prepro-Regionen von 99 Conotoxinen aus 9
Superfamilien eine phylogenetische Analyse unter Maximum Parsimony-Methoden
durchgefiihrt (Abbildung 3.54). Diese Conotoxine stammen von 37 Arten, von denen 19
vermivor, neun piscivor, acht molluscivor und eine (C. californicus) omnivor sind. Dabei wurde
nicht nach Signal- und Pro-Region unterschieden. Hingegen wurden beide Bereiche in die
Analyse mit einbezogen. Als Outgroup wurden die Prepro-Regionen von zwei Contulakinen, da
diese die einzigen Peptide im Datensatz ohne Disulfidbriickenbindungen sind. Die Contulakine
werden bei der Analyse als Aullengruppe bestitigt. Contryphan It wird zusammen mit vier
Prepro-Regionen von Conotoxinen der T-Superfamilie und fiinf aus der O-Superfamilie, in die
ndhere Verwandtschaft der M-Superfamilie eingeordnet. Die basalsten Prepro-Regionen der
Innengruppe sind die der F-Superfamilie von C. villepinii, und die von vil1293a & b. Abgesehen
von den erwihnten Prepro-Regionen der O- bzw. T-Superfamilie zeigen sich keine weiteren
Aufsplittungen der Toxingruppen in unterschiedliche Kladen. Fast jeder Ast trigt geschlossen
samtliche Mitglieder einer Superfamilie. In einem Ast mit einem bootstrap support-Wert von 94
stellt die I-Superfamilie das Schwestertaxon zu einer Gruppe von Prepro-Regionen aus
C. ferrugineus und C. planorbis (J-Superfamilie) dar. Die J-Superfamilie hat ein &dhnliches
Cystein-Motiv wie die aus C. villepinii beschriebene F-Superfamilie. Die aA/kA-Conotoxine
werden erneut innerhalb der restlichen Prepro-Regionen der A-Superfamilie einsortiert, wiahrend
die aus C. jaspideus stammenden Sequenzen (wie in Abbildung 3.45), die basalsten der Gruppe
darstellen. Die Prepro-Region des O-Superfamilien-Toxins von C. californicus nimmt isoliert

den duBlersten Zweig dieser Klade ein.
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Abb. 3.54: Maximum Parsimony majority rule Stammbaum aus 3860 errechneten Stammbdumen mit
Prepropeptidden verschiedener Toxin-Superfamilien mit 100 bootstrap Wiederholungen.Die Sequenzen hatten eine
Lange von 306 Nukleotiden von denen 303 Positionen Parsimonie-informativ sind. Bootstrap Werte mit einem
support von iiber 50 % stehen auf den Asten die zu den Knoten hinfiihren. Der Stammbaum ist auf die Outgroup

gewurzelt, die von zwei Contulakinen gebildet wird.
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4. Diskussion

Basierend auf Gehéuse-morphologischen, molekular-phylogenetischen und
toxinologischen Untersuchungen wurde die Systematik der Familie Conidae betrachtet. Die
derzeitige Taxonomie der Conidae basiert auf Gehdause-morphologischen Merkmalen. Zu deren
Uberpriifung wurde exemplarisch Material C. marmoreus-Gruppe, einer in sich geschlossenen
Einheit vermessen. Von dieser wurden sogenannte Gehéuse-Indices bestimmt und mit den
Literaturwerten verglichen.

Anhand von phylogenetischen Analysen, basierend auf einem Abschnitt des 16S rRNA-
Gens, wurde untersucht, ob die westatlantischen und ostpazifischen Conidae aus einer
Radiation stammen oder dieses Gebiet in mehreren, voneinander unabhingigen Schritten
besiedelt worden ist. Stammbadume wurden erstellt und mit einer Phylogenie verglichen, der
die Prepropeptide der Conotoxine der A-Superfamilie zugrunde lagen.

Letztlich wurde durch den direkten Vergleich der Precursor-Sequenzen verschiedener

Toxin-Superfamilien nach Aussagen zur der phylogenetischen Evolution der Toxine gesucht.

4.1 Morphologie

Friihere Einteilungen der Conidae beruhten lediglich auf morphologischen Merkmalen. Mit
Ausnahme einiger anatomischer Untersuchungen (BERGH 1895), stiitzt sich die systematisch-
taxonomische Bearbeitung der Familie Conidae auf Gehduse-morphologische Kriterien wie
Spira, Wolbung, Oberfliche und Farbung. Zum Teil liegt das auch an der Verfiigbarkeit, da die
Gehause der Kegelschnecken begehrte Sammelobjekte waren und sind, liegen Belegexemplare
von Conidae meist nur als Gehduse vor. Viele Arten wurden von Liebhabern anhand von
Gehéusen beschrieben.

Auch frithere Aufspaltungen der Gattung Conus wurden bisher ausschlielich anhand der
Gehéuse durchgefiihrt. MOTTA (1991a, b) fiihrte eine Revision der Gattung Conus basierend
auf der Gehiuse-Silhouette durch. Hier wurden die Arten unabhingig ihrer biologischen
Gruppen-Zugehorigkeit scheinbar wahllos in verschiedene Gattungen -eingeteilt. Diese
systematische Revision fand keine verbreitete Anerkennung, da sie aufgrund der innerartlichen
Variabilitdt der Gehéduse-Silhouette infolge 6kologischer Adaption nicht nachvollziehbar ist.

Von ROCKEL et al. (1995) wurden Indices eingefiihrt, die zur Definition und zum
objektiveren Vergleich der Arten untereinander dienen sollten. Basierend auf ihren neu-

eingefiihrten Methoden haben ROCKEL et al. (1995) zahlreiche etablierte Taxa zu Synonymen
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erklart, da diese nicht durch ihre Indices unterschieden werden konnten. Diese Indices (RW,
RD, PMD, RSH) wurden in der vorliegenden Arbeit exemplarisch fiir die C. marmoreus-
Gruppe berechnet und tiberpriift.

Der RW (relative weight) gibt Auskunft iiber das relative Gewicht im Verhiltnis zur
Gehéuseldnge. Die Graphen (Abbildungen 3.5.1-3.9) haben einen exponentiellen Verlauf, der
belegt, dass die Gehduse mit fortschreitendem Wachstum nicht, wie man vermuten konnte
linear, sondern exponentiell schwerer werden. Dies ist auch von einer Reihe anderer Tiere
bekannt. Beispielsweise vergrofert sich bei Klapperschlangen (Crotalus sp.) der
Korperumfang, bei Verdoppelung der Korperlinge um das Vierfache, wihrend das Gewicht
sich verzehnfacht (KLAUBER 1972). Die Graphen mit den Werten von Conus araneosus,
C. nicobaricus und C. bandanus (Abbildungen 3.5.1, 3.5.2, 3.6.1, 3.6.2) zeigen zwar einen
relativ linearen Verlauf, jedoch hédngt dies damit zusammen, dass von diesen Arten nur
verhdltnisméBig groBe Gehduse fiir die Untersuchung zur Verfligung standen. Der
wahrscheinlichste Grund fiir den Anstieg des relativen Gewichtes (RW) ist, dass die Tiere mit
fortschreitendem Wachstum ein dickerwandiges Gehduse ausbilden: Ein dickwandiges
Gehduse bietet besseren Schutz vor Fressfeinden, Erosion und Zersetzung (beispielsweise
durch Bohrschwdmme) als ein diinnwandiges. Offenbar rechtfertigen die selektiven Vorteile
eines dickwandigen Gehduses v.a. bei Arten aus flacheren Riffbereichen den erhohten
Aufwand zu dessen Bildung, als bei Arten aus groBeren Tiefen, die auch im Adultstadium sehr
diinnwandig sein koénnen (z.B. C. profundorum, C. teramachi). Die Aussagekraft der relativen
Gewichte (RW) in der Taxonomie wird zusitzlich durch das Auflosen der inneren
Gehdusewindungen durch die Tiere vermindert. Zu fritheren Zeiten (COSSMANN 1896) wurde
das Ausmal} der Resorption innerer Windungen zur Klassifikation der Familie und von Arten
verwendet. Mittlerweile ist man davon abgekommen, da auch hier grofe individuelle
Schwankungen vorliegen (KOHN et al. 1979).

Der relative Durchmesser (RD) gibt das GroBenverhiltnis der Offnungshéhe zum
maximalen Durchmesser wieder. Wie in den Abbildungen 3.10.1 bis 3.14 zu sehen, ist bei
samtlichen untersuchten Arten die Abhingigkeit dieser beiden Werte von einem linearen
Verhiltnis geprigt, woraus folgt, dass die Form der Schale konstant bleibt. Nach der
Umwandlung aus dem Larvenstadium kommt es zu keinem messbaren Formwechsel des
Gehduses.

Analog zum RD ist auch beim PMD (der Offnungshohe in Relation zur Position des
maximalen Durchmessers) ein lineares Verhiltnis zu beobachten (Abbildungen 3.15.1-3.19).

Dies héngt damit zusammen, dass der maximale Durchmesser im Verlauf des Wachstums seine

90



4. Diskussion

Position kaum verédndert, da es zu keinen wesentlichen morphologischen Umwandlungen am
Gehéduse kommt.

Die Abbildungen 3.20.1 bis 3.24 geben das Verhiltnis der Gehduseldnge in Relation zur
Spirahohe wieder. Es besteht weder ein intra- noch interspezifischer Zusammenhang zwischen
diesen beiden GroBen, was sich an der zufilligen Verteilung in den Graphen zeigt.
Unterschiedliche Erosion der Spira kann das Ergebnis beeinflussen; letztlich liegt aber nahe,
dass ein Geschlechtsdimorphismus vorliegt, der von einigen Conus-Arten (C. coronatus,
C. ebraeus, C.emaciatus, C. frigidus) bekannt ist. Bei diesen Arten werden weibliche
Exemplare groBer als die miannlichen (KOHN & NYBAKKEN 1975, NYBAKKEN & PERRON 1988).
Hierbei konnte die GroBe und Form der jeweiligen Gonaden, und der damit
zusammenhédngende unterschiedliche Reproduktionsaufwand, Einfluss auf die Ausbildung der
Spira haben. WILLIAMS (1966) und GADGIL & BOSSERT (1970) konnten zeigen, dass mit
zunehmendem Alter ein gréferer Reproduktionsaufwand betrieben wird, da die potenziellen
zukiinftigen Reproduktionskosten abnehmen. Bei Kegelschnecken sind sowohl Arten bekannt
fiir die dies zutrifft, als auch Vertreter, bei denen das Gegenteil der Fall ist (PERRON 1982).
Insofern kann nicht mit Gewissheit gesagt werden, dass ab einem gewissen Alter aufgrund des
betriebenen Reproduktionsaufwandes mehr Raum im Gehéduse zur Verfiigung gestellt werden
muss, und somit die Form des Gehéduses dadurch beeinflusst wird. Ein weiterer moglicher
Grund fiir die innerartliche Variabilitdt der Spira-Ausbildung ist der Lebensraum der Tiere. Es
ist auffillig, dass die meisten Tiefwasserarten (z.B. C.comatosa, C. neotorquatus) eine
deutlich hohere Spira und ein diinnerwandiges Gehduse ausbilden, als Tiere aus dem
Flachwasser. Ob die Verbindung mit einem diinnwandigen Gehéuse mechanische Vorteile
erbringt, ist nicht untersucht worden.

Der interspezifische Vergleich der vier Indices (Abbildungen 3.3-3.6) zeigt, dass die Werte
der C.marmoreus-Gruppe allesamt im gleichen Bereich liegen sowie auch deren
Hauptverteilung. Die einzige Art, die beziiglich der Hauptverteilung herausfillt, ist
C. nocturnus. Allerdings ist auch bei dieser Art die Variationsbreite gro3 und tiberschneidet
sich mit den Werten der anderen Arten. Im Vergleich zu ROCKEL et al. (1995) wurden hier die
Maximal- bzw. Minimalwerte filir die meisten Indices erweitert, da fiir die vorliegende Analyse
eine groflere Anzahl an Gehdusen zur Verfligung stand.

Die exemplarisch an der C.marmoreus-Gruppe ermittelten Indices sind zur
Artdetermination und Artdefinition ungeeignet. Vielmehr ist es so, dass die sieben Arten der
C. marmoreus-Gruppe durch die charakteristischen Zeichnungselemente unterschieden werden

konnen, was fiir Gehduse-Indices nicht zutrifft. Die molekulare Phylogenie bestitigt, dass
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Elementen der Zeichnung hochste taxonomische Bedeutung zukommt (siche Abschnitt 4.2.9).
Die interspezifische Variabilitit ist zu gro3, die intraspezifische jedoch zu gering.
Unterschiedliche Kurvenverldufe innerhalb verschiedener Wachstumsstufen verzerren des
weiteren den RW. Die Moglichkeit, diesen Index vergleichend heranzuziehen z.B. bei Tieren,
die sich in der gleichen Wachstumsperiode befinden ist vage, da die Wachstumsrate bei
verschiedenen Arten unterschiedlich hoch ist (FRANK 1969). Sie ist stark vom
Nahrungsangebot abhingig, da Kegelschnecken sehr groe Beute bewiltigen konnen, die bis
zu 49% des eigenen Gewichts wiegen. Nach grofen Mahlzeiten findet ein verstirktes
Wachstum statt (KANTOR 2007). SchlieBlich bilden Individuen vieler Arten aus der
Gezeitenzone zum Schutz vor Verletzungen dickere Schalenwidnde aus, als die Tiere der
gleichen Art, die in 20-40m Tiefe leben.

Folglich miissen die Kriterien zur Artbestimmung anders gewichtet werden, als von
ROCKEL et al. (1995) gefordert. Wie deren Indices ist bei Arten der C. marmoreus-Gruppe
auch die Struktur der Gehduseoberfliche nicht geeignet. Sie ist von bisher unbekannten
Faktoren abhidngig. Dabei konnte es sich um bestimmte, im Wasser geloste Substanzen oder
die Wassertemperatur handeln. Auch die Art und Angebot der Nahrung wére eine Mdglichkeit
fiir das Auftreten von z.B. auffilliger Granulierung:

Von Conus nocturnus ist eine granulierte Form bekannt (C. deburghiae SOWERBY II).
Diese hat bei manchen Autoren einen Unterartstatus. In die vorliegende Analyse wurde ein
Gehéuse einbezogen, auf dem sich glatte und granulierte Bereiche abwechseln (Abb. 3.2). Dies
zeigt, dass die Tiere aufgrund eines Faktors bei der Ausbildung des Gehduses zwischen diesen
beiden Eigenschaften umschalten konnen. Es wird empfohlen, den Namen C. n. deburghiae
nicht mehr zu verwenden.

Das herausragendste und offensichtlichste Merkmal, das in Zukunft bei der
Artdetermination wieder verstirkt berlicksichtigt werden sollte, ist die Gehédusezeichnung,
welche verhdltnisméBig konstant ist und einer vergleichsweise niedrigen intraspezifischen
Variabilitit unterliegt. Das wird durch die Ergebnisse der molekularen Phylogenie bestdtigt

(siche 4.2).

4.2 Molekulare Phylogenie

Der Atlantik und der Pazifische Ozean waren im Pliozdn zwischen dem Nord- und

Stidamerikanischen Kontinent verbunden. Die SchlieBung des Isthmus von Panama vor ca. 3,1-
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3,5 Millionen Jahren bewirkte eine Unterbindung des Genflusses zwischen den beiden
Ozeanen (SAITO 1976).

Fossile Mollusken und Foraminiferen deuten auf Unterschiede innerhalb der
ozeanographischen  Verhéltnisse hin, die Dbereits einen frilheren Wandel der
Lebensbedingungen belegen (KEIGWIN 1978). Durch das Aneinanderriicken der Siid- und
Nordamerikanischen Subkontinente kam es zu einer Verdanderung der Meeresstromungen, die
bereits vor 10 Millionen Jahren begann und vor ca. 4,6 Millionen Jahren zur endgiiltigen
Umleitung des aus dem Atlantik kommenden, heutigen Karibischen Stromes gefiihrt hat
(CoLLINS et al. 1996, HAUG & TIEDEMANN 1998). Anstatt in den &stlichen Pazifik zu dringen,
floss er entlang der Ostkiiste Mittelamerikas nach Norden durch die Karibik. Eine Folge davon
war eine Anreicherung von Tiefseesedimenten im Ostlichen Atlantik, was zu verdnderten
Lebensbedingungen fiihrte, die u.a. ein Kollabieren der planktonischen Produktion zur Folge
hatte (ALLMON 2001, KIRBY & JACKSON 2005). Mit dieser Zeit ist eine globale Erderkaltung
korreliert, die in der karibischen Region ebenfalls zum Wechsel der Stromungen beigetragen
hat sowie zu einem Abkiihlen des Oberflaichenwassers und einem Wechsel des Auftriebes des
Tiefenwassers (ZACHOS et al. 2001, JOHNSON et al. 2007). Das alles hat zu unterschiedlichen
Lebensbedingungen im westlichen Atlantik (verglichen mit dem 6stlichen Pazifik) gefiihrt, die
in einem heutzutage hochproduktiven oOstlichen Pazifik und einem oligotrophen
westatlantischen Ozean resultieren. Auf der (pazifischen) Ostseite Panamas wird der Ozean
durch zwei Erscheinungen beeinflusst: Durch Wind verursachter saisonaler Auftrieb des
Tiefenwassers sowie durch das Naturphdnomen El Nino. Der Auftrieb verdringt dabei das
Oberflachenwasser und ersetzt es durch kiithleres, salineres und néhrstoffreicheres Wasser
(SMAYDA 1966, FORSBERGH 1969). Auf der atlantischen Seite des Isthmus herrschen stabilere
Verhiltnisse. Der Tidenhub ist, verglichen mit der pazifischen Seite, gering, und die
Wassermassen der Oberflache dhneln in der Karibik denen des édquatorialen Atlantiks. Die
obersten 200m sind durch sonnenerwirmtes, salines Wasser charakterisiert (STALKUP &
METCALF 1972, D’CROZ & ROBERTSON 1997). Diese Faktoren haben dazu gefiihrt, dass der
ostliche Pazifik und der westliche Atlantik heutzutage zwei grundverschiedene Okosysteme
darstellen, deren Faunen sich weitgehend unterscheiden. Weiterhin wird der tropische und
subtropische westliche Atlantik zusétzlich in zwei biogeographische Provinzen unterteilt,
zwischen denen ein Artenfluss nur schwach ausgeprégt ist.

Es ist schon im Miozin zu einer Migration von Norden nach Siiden gekommen, die sich im

Pliozén in entgegen gesetzter Richtung wiederholt hat (PETUCH 1982, VERMEL 2005).
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Die in dieser Arbeit erzielten phylogenetischen Ergebnisse miissen unter dem Aspekt
diskutiert werden, dass zwei unterschiedliche grundlegende Hypothesen zur Besiedelung des
Atlantiks durch Mollusken vorliegen: Die erste Hypothese nach STANLEY (1986) besagt, dass
die Diversitat wihrend des spiten Pliozdn bzw. frithen Pleistozédn stark angestiegen ist, es im
mittleren Pleistozdn zu einem starken Absinken der Artenvielfalt kam, bevor es zu einem
erneuten Anstieg im spdten Pleistozdn kam. Nach diesem Anstieg blieb die Mollusken-
Diversitét jedoch niedriger, als die rezente. Die zweite Theorie (ALLMON et al. 1993) besagt,
dass die Artenvielfalt wihrend dieser Zeit relativ konstant war. Ausgestorbene Arten wurden
durch neu rekrutierte abgelost, die sich aus hinzugewanderten und neuevolvierten Arten

zusammengesetzt haben.

4.2.1 Zwei unterschiedliche Gruppen innerhalb der west-atlantischen/ost-pazifischen

Conidae (HG1 und HG2)

Bilden sdmtliche west-atlantischen bzw. ost-pazifischen = Conus-Arten eine
monophyletische Gruppe oder ist die Besiedelung dieser Lebensrdume mehrmals erfolgt? Fast
samtliche Stammbéaume die aus Analysen des Fragmentes des 16S rRNA Genes erstellt wurden
zeigen eine Zweiteilung der Gattung Conus: In eine groe Gruppe mit polytomer Aufspaltung
(im folgenden HG1 genannt) und eine kleinere basale Gruppe (HG2). Innerhalb von HG2
befinden sich, mit Ausnahme von der indo-pazifischen C. memiae, nur je fiinf west-atlantische
und ost-pazifischen Arten. C. californicus wird dabei nach Maximum Likelihood- sowie nach
Neighbor joining-Methoden aus dieser Gruppe ausgeschlossen und bildet eine dritte
monotypische Gruppe. HG1 hingegen enthilt Arten aus sdmtlichen Verbreitungsgebieten.
Diese Zweiteilung deutet darauf hin, dass zwischen dem Indo-Pazifik und dem o&stlichen
Pazifik/westlichen Atlantik die Ausbreitung erschwert war, weil sonst mit hoher
Wahrscheinlichkeit mehr Mitglieder von HG2 im Indo-Pazifik zu finden wiren, wobei es trotz
allem zu einer geringen Migration gekommen ist. Ob diese erschwerten
Ausbreitungsbedingungen auf eine Blockierung des Tethys Seeweges oder eine Blockierung
zwischen dem westlichen und 6stlichen Atlantik zuriickzufiihren sind kann jedoch nicht gesagt
werden, da anhand der datierten Phylogenie beide Varianten moglich sind und, weil nicht
ausreichend Vertreter aus dem Ost-Atlantik in die Analyse einbezogen werden konnten.

Die iltesten bekannten Kegelschnecken-Fossilien stammen aus dem unteren Eozén in
England und Frankreich. Im mittleren Eozén kam es zu der ersten Radiation der Conidae.

Fossile Funde aus jener Zeitepoche sind sowohl aus dem heutigen west-atlantischen wie auch
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vereinzelt aus dem indo-pazifischen Raum bekannt. Diese frithen Fossilien sind aus den feinen
Sedimenten der Kontinentalschelfe und groBerer Tiefen beschrieben worden (analog zu den
frithen Turridae). Es ist also wahrscheinlich, dass HG2 in den Stammb&dumen auf Nachfahren
dieser ersten Radiation zuriickzufiihren ist. Dafiir spricht, dass die meisten Fossilien aus dem
Eozdn, aus dem heutigen Atlantik beschrieben wurden (KOHN, 1990). Vom oberen Eozén bis
zum oberen Oligozin hatten die Conidae ihre grofite Artenvielfalt im indo-australischen sowie
eurasischen Raum, wobei nach PiccoLI (1984) die eurdpédische, marine Molluskenfauna jener
Epoche der des Indo-Pazifiks entsprochen hat. In diese Zeit fallen auch die Urspriinge der
groBen Radiationen im Miozén. Es ist moglich, dass es davon ausgehend zu einer weiteren
Besiedelung des Atlantiks und des Indo-Pazifiks kam. Die Theorie von VERMEIl & ROSENBERG
(1993) besagt jedenfalls, dass rezente indo-pazifische marine Flachwasser-Organismen ihren
Ursprung im Atlantik hatten und nach Osten migriert sind.

Waéhrend HG2 aus einer frithen Radiation stammen muss, hat sich HG1 zu einem spéteren
Zeitpunkt entwickelt und dabei sowohl den Atlantik, als auch den Indo-Pazifik besiedelt.
Aufgrund der Polytomie in den Stammbadumen ist keine Aussage dariiber moglich, ob diese
Radiationen, die zur Artenfiille von HG1 gefiihrt haben, gleichzeitig oder zeitlich voneinander
getrennt erfolgten. Die Zweiteilung in zwei Hauptgruppen wird jedoch durch Fossilfunde
bestitigt, die auf eine plotzliche starke Artenausbildung hindeuten.

Die west-atlantischen/ost-pazifischen Conidae stellen keine monophyletische Gruppe dar,
weil sie sich aus den Nachfahren unterschiedlicher Radiationen zusammensetzen. Wihrend
HG2 wahrscheinlich iiber Vorfahren aus Europa/Eurasien eingewandert ist, ist bei den Arten
innerhalb von HG1 keine Aussage iiber die geographische Herkunft moglich.

Die Aussagen, die anhand von Fossilien iiber die Kegelschnecken-Diversitit im West-
Atlantik/Ost-Pazifik gemacht wurde, basieren auf den Funden in den Pinecrest-,
Caloosahatchee- und Bernont-Formationen in Florida. Anhand dieser Fossilien wurde die
steigende und sinkende Artenzahl im Pliozdn und Pleistozdn auf ein grofes Mollusken-
Massensterben an der Wende des Pliozédns zum Pleistozidn begriindet, wobei lediglich die
Conidae in der Gegenwart mehr Formen ausgebildet haben, als zu irgendeinem fritheren
Zeitpunkt (STANLEY & CAMPBELL 1981, STANLEY 1984, PETUCH, 1995). Die Stammbdume
zeigen, dass die westatlantischen bzw. ostpazifischen Kegelschnecken keine monophyletische
Gruppe darstellen, da sie in beiden Kladen des Stammbaumes vertreten sind. Ausgehend von
der konservativen Betrachtungsweise, dass eine Polytomie ein einziges Divergenzereignis
darstellt, deuten die Stammbédume auf eine explosionsartige Artenvermehrung im spiten

Miozéin bzw. Pliozin hin, was auch durch die Fossildaten unterstiitzt wird. (KOHN 1990)
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4.2.2 Die Conus musicus-Gruppe (HG1a) und die Conus chaldeus-Gruppe (HG1b)

Da die Conidae des westlichen Atlantiks bzw. Ostlichen Pazifiks keine monophyletische
Einheit bilden, stellt sich die Frage, ob sie liber den Pazifik eingewandert sind. Hierbei muss
zwischen den beiden Hauptgruppen unterschieden werden. In HG1 fallt auf, dass z.B die ost-
pazifische C.nux eng mit den indo-pazifischen C.sponsalis, C.musicus und C. nanus
verwandt ist (HG1a). Dabei handelt es sich um Arten, die ostwérts bis nach Australien und den
Salomonen vordringen. Als basalstes Mitglied dieser Gruppe (in manchen Stammbidumen
[Abb. 3.31 und 3.41]), besiedelt C. ateralbus hingegen die Kapverdischen Inseln. Obwohl
diese Art dort endemisch ist, bildet sie keine monophyletische Gruppe mit C. fontonae und
C. cuneolus, zwei Vertretern der sehr jungen Kapverdischen Radiation (CUNHA et al. 2005,
DUDA & ROLAN 2005), was auf einen anderen Ursprung von C. ateralbus hindeutet. Das
errechnete Abstammungsalter von C. nux zu den anderen Mitgliedern dieser Klade (0,98-10
Millionen Jahre) liegt im Zeitraum der verdnderten Meeresbedingungen im westlichen
Atlantik, bzw. nach der SchlieBung des Isthmus. Die kapverdischen Arten zeigen nur geringe
Unterschiede innerhalb des Cytochrom Oxidase I (COI) Fragmentes, was durch die noch
jungen Speziationsereignisse erkldrt wurde (DUDA & ROLAN 2005). Ein dhnliches Phanomen
mit jungen und teilweise kryptischen Arten tritt innerhalb der indopazifischen C. musicus-
Gruppe auf. C. musicus gilt als hochvariabel, teilweise sehen die Individuen Vertretern nahe
verwandter ~ Arten  dhnlicher, als konspezifischen = Exemplaren aus anderen
Verbreitungsgebieten, was den Sequenzunterschied anhand der p-Distanzen von 4,8 %
zwischen den beiden untersuchten Exemplaren dieser Art erkldrt. Der Sequenzunterschied
innerhalb der Gruppe reicht von 0,24-8,12 %. Dabei zeigt die ost-pazifische C.nux den
geringsten Unterschied zu C. sponsalis (0,24 %). Das zeigt, dass sich diese beiden Arten vor
ca. 0,5-0,9 Millionen Jahren voneinander getrennt haben. Kombiniert mit dem restlichen Alter
der Gruppe (3,1-12 Millionen Jahre) zeigt dieses Ergebnis, dass diese Arten ihren Ursprung im
Indo-Pazifik haben und die Vorfahren von C. nux nach Osten gewandert sind. Das Gleiche
konnte fiir die indo-pazifischen Arten C. chaldeus und C. tessulatus gelten, zwei Arten die
ebenfalls im Ost-Pazifik vorkommen, im Indo-Pazifik jedoch ebenfalls weit verbreitet sind. Fiir
die C. chaldeus-Gruppe (UG2) gibt VALLEJO (2005) die Moglichkeit einer sympatrischen
Speziation an. Die meisten der Arten von UG?2 erfiillen mit ihrer weiten Verbreitung und ihrer
Habitat-Spezifitit einen Teil der Kriterien fiir eine sympatrische Speziation. Bedingt trifft das
auch auf die Mitglieder von HGla zu. C. nux zeigt kein so groBes Verbreitungsgebiet ist aber

in der Anpassung auf Fels-Littoral sehr Habitat-spezifisch (WILLIS & CORTES 2001).
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Diese beiden Gruppen zeigen, dass bei der Artenausbreitung die Eastern Pacific Barrier,
iiberwunden worden ist, eine marine, 4000-7000 km breite, Barriere, die ohne Inseln den
Ostlichen vom zentralen Pazifik trennt. LESSIOS & ROBERTSON (2006) konnten das bereits fiir
Rifffische nachweisen. Auch fiir verschiedene Seeigel-Gattungen konnte eine Passage
dokumentiert werden (LESSIOS et al. 1996, 1998, 2003). Obwohl es ein ungewdhnliches
Ereignis darstellt, ist es dennoch auch fiir Invertebraten und somit fiir Mollusken moglich.
Weiterfiihrend ergibt sich, dass nicht bei jeder Kegelschnecken-Art die im Ostlichen
Pazifischen Ozean vorkommt davon ausgegangen werden kann, das sie ndher mit west-
atlantischen/karibischen Arten verwandt ist. Aufgrund der Polytomie ist bei den meisten Arten
keine genaue Prognose mdglich. Dennoch gibt es nur wenige Artengruppen, die sich aus indo-
pazifischen und ost-pazifischen/west-atlantischen Arten zusammensetzen. Es liegt nahe, dass
die Eastern Pacific Barrier nur selten iiberwunden wurde. Ansonsten bestiinde hinsichtlich der

Ursprungsgebiete eine groBere Heterogenitit bei den Verzweigungen der Stammbéaume.

4.2.3 Conus spurius

Die iéltesten Fossilien einer rezenten ost-pazifischen/west-atlantischen Art sind von
C. spurius bekannt. Fossilien sind von der Atlantikseite Costa Ricas (OLSSON 1922) und der
Pazifikseite Panamas beschrieben worden (WOODRING 1970). Aufgrund dieser Funde und der
Tatsache, dass C. spurius heutzutage auf den westlichen Atlantik beschrénkt ist, datierte
DUQUE-CARO (1990) die SchlieBung des Isthmus vor, C. spurius steht mit seiner Schwesterart
C. lorenzianus in sidmtlichen Stammbdumen mit bootstrap-Unterstiitzung isoliert, was eine
Aussage 1iiber die verwandtschaftlichen Beziehungen bzw. den Ursprung dieser
Geschwisterarten nicht ermoglicht. Das errechnete Alter (3,8-7,5 Millionen Jahre) belegt, dass
beide Arten bereits seit ldngerem im westlichen Atlantik beheimatet sind. Mit Verdnderung der
Lebensbedingungen nach der Isthmus-SchlieBung ist die pazifische Linie von C. spurius
ausgestorben. C. tessulatus aus der Cortéz-See ist zwar Gehduse-morphologisch sehr dhnlich,
doch kann das Verhéltnis dieser Arten zueinander aus den Stammb&dumen nicht ermittelt
werden. Gleichwohl zeigt das Altersdiagramm, dass C. spurius und C. lorenzianus nah mit
C. tessulatus, C.litteratus und C. eburneus verwandt sind, wobei die Datierung auf Grundlage
des zur Verfiigung stehenden Materials vage ist. Demnach haben sich diese beiden Aste
irgendwann vor 6,6-24,2 Millionen Jahren voneinander abgespalten. Bei C. spurius konnte eine
sehr zeitige Anpassung an die frithen Bedingungswechsel stattgefunden haben, die mit der

Entstehung des Isthmus einhergingen. Nach der SchlieBung des Isthmus herrschten auf beiden
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Seiten Mittelamerikas unterschiedliche Umweltbedingungen, die dazu fiihrten, dass auf beiden
Seiten an abweichende Parameter angepasste Organismen ausgestorben sind (O’DEA et al.
2007). Die Konkurrenz verschiedener Arten zueinander spielt dabei eine untergeordnete Rolle:
Untersuchungen (KOHN 1967, 1968) haben gezeigt, dass unterschiedliche Fressverhalten,
Substratheterogenitdt und unterschiedliche Wassertiefen ausreichen, damit mehrere Arten in
derselben geographischen Region bestehen konnen, ohne in direkter Konkurrenz zu stehen.
Dies bestitigt auch das Konkurrenz-Ausschuss-Prinzip von HARDIN (1960), wonach die
potentiell limitierenden Umweltressourcen messbar differieren miissen, damit Populationen
trophisch-dhnlicher Arten im Gleichgewicht bleiben. Im Hinblick auf die phylogenetische
Analyse fillt dabei auf, dass jene Arten, die von NYBAKKEN (1979) an der Westkiiste Mexikos
untersucht wurden und gemeinsam in einem Habitat vorkommen, keine néheren
Verwandtschaftsbeziechungen zueinander aufzeigen: FEin weiteres Indiz fiir die
unterschiedlichen Urspriinge der einzelnen Arten. In der Folge kdnnte eine Spezialisierung auf
eine bestimmte Beute erfolgt sein, wobei eine dkologische Nische bei der Ankunft der neuen
Art bereits durch eine Eingesessene belegt gewesen wire. Ein Ausweichen auf eine andere
Ressource ist bei einer hoch-spezialisierten Art eher unwahrscheinlich, da mit dem Grad der

Anpassung auf eine Bedingung auch die Empfindlichkeit gegeniiber Stérungen steigt.

4.2.4 Transisthmische Schwesterarten

Die zwei Schwesterarten C. ermineus und C. purpurascens kommen auf beiden Seiten des
Isthmus vor. Der Sequenzunterschied zwischen diesen liegt bei 2,15 % und das errechnete
Alter flir die Speziation liegt zwischen 3 und 4,5 Millionen Jahren. Durch diese Datierung ist
das Aufspaltungsereignis unmittelbar mit der Entstehung des Isthmus korreliert. Die sehr
dhnliche Biologie der beiden Arten belegt eine Speziation, die lediglich durch eine rdumliche
Trennung verursacht wurde (Vikarianz). Das Gleiche trifft auch auf die west-atlantischen
Arten C. villipinii und C. stimpsoni im Vergleich zur ost-pazifischen C. poormani zu. Der
geringe Sequenzunterschied von 1-1,2 % zwischen den transisthmischen Arten lédsst sich nur
darauf zuriickfiihren, dass es nach dem Wegfall der Austauschmoglichkeit zwischen den
beiden Ozeanen zu einer Speziation gekommen ist, da sich auch die west-atlantische Stammart
erncut aufgespalten hat. Das Verhiltnis von C. perplexus und C. puncticulatus wird im
Abschnitt 4.2.9 diskutiert. Sdmtliche dieser Verwandtschaftsverhéltnisse entsprechen den von

VERMELD (1978) postulierten.
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4.2.5 Die Conus gladiator-Gruppe (HG1c¢)

Das Verhiltnis von C.mus, C.gladiator und C. tabidus (HGlc) zueinander erscheint
komplex. Die Speziation von C. mus auf der west-atlantischen und C. gladiator auf der ost-
pazifischen Seite ist ebenfalls durch die Aufwdlbung des Isthmus hervorgerufen worden. Hier
liegt demnach ebenfalls Artbildung bedingt durch Vikarianz vor. Ob der Ursprung dieser
Artengruppe im Indo-Pazifik oder Atlantik liegt ist ungewiss. C. mus und C. gladiator sollten
aufgrund des Sequenzunterschiedes ndher mit der ost-atlantischen C. tabidus, als miteinander
verwandt sein. Eine Erklirung dafiir ist, dass diese Art der aus dem Ost-Atlantik
eingewanderten Stammart weitestgehend entspricht und C. mus und C. gladiator im Laufe der
Evolution in entgegengesetzte Richtungen divergiert sind. Auf diese Weise hitten sie sich
genetisch weiter voneinander, als von der Ursprungsart entfernt. Es bleibt offen, ob C. tabidus
aus der Karibik zuriick in den ostlichen Atlantik gewandert ist oder ob die Vorfahren von
C. mus und C.gladiator iiber den Atlantik migrierten, wiahrend sich C. tabidus dort ausgebildet
hat.

4.2.6 Die siidafrikanische Radiation und die C. tinianus-Gruppe (HG1d)

Wie von MELAUN et al. (2004) vermutet, ist die siidafrikanische Art C. tinianus am
nichsten mit C. anemone und C. compressus aus Siid- und West- Australien verwandt, was
aufgrund der dhnlichen Gehduse postuliert wurde. Eine dhnliche Beziehung findet sich bei den
Cypraeidae der Gattungen Cypraeovula und Barycypraea aus Siidafrika und den australischen
Notocypraea und Zoila (MEYER 2003, 2004). Auch hier bilden die siidafrikanischen Vertreter
das Schwestertaxon zu den australischen Gattungen, gestiitzt sowohl durch Gehéduse-
Morphologie, als auch molekular-pylogenetische Untersuchungen. In der phylogenetischen
Analyse sind mit Conus natalis, C. infrenatus und C. gradatulus weitere endemische
stidafrikanische Taxa enthalten, die jedoch keine ndhere Verwandtschaft zu den Mitgliedern
von HG1d aufweisen. Der Sequenzunterschied zwischen C. tinianus und C. infrenatus betragt
10,34 %, der zu C. gradatulus 7,69 % und zu C. natalis 10,03 %. Dagegen betragt die Distanz
von C. tinianus zu C. anemone 4,52 % bzw. 3,33 %, zu C. compressus 3,6 %. Die Sequenz von
C. compressus stammt aus einer Datenbank. Es ist moglich, dass hier ein Bestimmungsfehler
vorliegt, der den niedrigen Sequenzunterschied zu dem einen Individuum von C. anemone
erklért, zumal diese Art oft nur als Unterart oder Form von C. anemone angesehen wird. Die

DNA-Sequenzen der beiden Individuen von C.anemone stammen hingegen von eindeutig
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identifizierten Exemplaren aus verschiedenen geographischen Gebieten (Abrolhos Isl. in
Westaustralien und Tasmanien im Siidosten Australiens).

C. tinianus und C.anemone besiedeln den gleichen Lebensraum: Kalkstein-Formationen im
Watt die mehr oder weniger von Sand umhiillt sind und teilweise bei Ebbe freiliegen
(BARTSCH 1915, SEMENIUK et al. 1982). Weiterhin sind beide Arten Direktentwickler, deren
Veliger sich intrakapsulédr entwickeln und als Pediveliger schliipfen (KILBURN & RIPPEY 1982,
KoHN 2003). Dies trifft auch auf die Cypraeidae der Gattungen Cypraeovula, Barycypraea,
Notocypraea und Zoila zu (LORENZ 2002), die das gleiche geographische Verbreitungs-
Phinomen zeigen. Da in beiden Gebieten (innerhalb beider Familien) auch andere Arten
bekannt sind, die ebenfalls kein planktonisches Veligerstadium besitzen (LILTVED & MILLARD
1989, CooMANS & FILMER 1985), ist dies als eine konvergente Adaption an dhnliche
Habitatbedingungen zu sehen. Aufgrund der geographischen Distanz ist es unwahrscheinlich,
dass bereits die Stammart diesen Entwicklungsmodus entwickelt hatte, da es unter diesen
Umsténden nicht zu solchen Dispersionen kommen kann.

C. anemone und C. tinianus haben infolge ihrer Variabilitit, in der Vergangenheit fiir
reichlich taxonomische Verwirrung gesorgt, die sich in der langen Synonymieliste beider Arten
duBert. Der hohe Sequenzunterschied zwischen den Individuen von C.anemone konnte ein
Indiz dafiir sein, dass es sich hierbei um einen Artkomplex handelt, der einer genaueren
Untersuchung bedarf. Das Gleiche trifft auf C. tinianus zu. Auch diese Art ist sowohl in Farbe,
Zeichnung, als auch Form sehr variabel. Die Cypraeidae-Gattung Barycypraea ist aus
Stidafrika und dem Oman bekannt und stellt die ndchste Verwandte der australischen Gattung
Zoila dar (MEYER 2003). Analog dazu gibt es mit C. ardisiaceus und C. cuvieri zwei
omanische Kegelschnecken-Arten die anhand ihrer Gehduse-Morphologie und Zeichnung
C. tinianus und C. anemone nahe stehen. Zukiinftige molekular-phylogenetische Analysen
werden zeigen, ob auch hier das gleiche Ausbreitungsmuster wie bei den Cypraeidae vorliegt.

Die Herkunft von C. infrenatus und C. gradatulus bleibt unklar, obgleich sie aus derselben
Stammart hervorgegangen sind. Wéhrend C. infrenatus vorwiegend in Wassertiefen zwischen
10-40 m beheimatet ist, stellt C. gradatulus ecine reine Tiefwasserart aus 100-250 m dar.
Anhand dieser beiden Schwesterarten kann man die adaptive Anpassung der Gehéduse an
unterschiedliche Lebensrdaume erkennen. Das Gehéduse von C. infrenatus ist breit, solide mit
flacher Spira, das Gehduse von C. gradatulus ist hingegen diinnschalig, ldnglicher, mit spitz
ausgezogener Spira (Abb. 2.1). Ein weiterer Beleg warum die Gehidusesilhouetten zur

Einteilung von Arten ungeeignet sind.

100



4. Diskussion

4.2.7 Amphinomidae als Nahrung-Die C. cedonulli-Gruppe (HG1e)

Eine sehr wichtige Rolle bei der Besiedelung neuer Gebiete und der Entstehung neuer
Arten spielt die Verfiigbarkeit der benétigten Nahrung. KOHN & ORIANS (1962) konnten in
ihrer Untersuchung zweier vermivorer Generalisten vor Hawaii zeigen, dass sich C. ebraeus
dort fast ausschlieBlich vom Polychaeten Perinereis helleri erndhrt, wihrend C. chaldeus im
gleichen Biotop vornehmlich die verwandte Art Platynereis dumerilii erbeutet. Andere
vermivore Arten haben sich auf Amphinomidae (Fire worms) spezialisiert, Polychaeten die
lange hohle Borsten (Setae) besitzen, welche bei Berithrung leicht abbrechen. Diese Tiere
werden von den meisten Riubern inkl. den meisten Conidae, verschmiht und stellen eine
selten genutzte Nahrungsressource dar.

Von C. imperialis, C. brunneus und C. bartschi wei3 man, dass sie auf Amphinomidae
angepasste Nahrungsspezialisten sind, deren Radulae stark von denen anderer vermivorer
Conidae abweichen. Ebenso wie die Radula von C. cedonulli, von dem ebenfalls bekannt ist,
dass Amphinomidae zumindest zu seinem erweiterten Beutespektrum gehdren (NYBAKKEN,
1970a, KOHN et al. 1972, ROLAN 1993, KOHN & HUNTER 2001).

Die beiden ostpazifischen C. brunneus und C. bartschi sind Schwesterarten, die in
Anlehnung an die Maximum Parsimony Majority Rule Stammbdume, am engsten mit
C. imperialis aus dem Indo-Pazifik Art, verwandt sind. Diese drei Taxa stellen dabei die
Schwestergruppe zu C. cedonulli, C. granarius und C. archon dar, zwei westatlantischen und
einer ostpazifischen Art. Von C. granarius ist die Nahrungspriaferenz unbekannt, C. archon
besitzt den gleichen Radula-Typ wie C. imperialis und C. brunneus (NYBAKKEN 1970a, DUDA
et al. 2001) was auf denselben Beutetyp (Amphinomidae) schlielen ldsst. Das aufgrund der
molekularen Phylogenie rekonstruierte Verwandtschaftsverhiltnis all dieser Arten deutet auf
eine nahe Verwandtschaft aller auf Amphinomidae spezialisierten Conidae hin, die den West-
Atlantik, den Ost-Pazifik und den Indo-Pazifik besiedeln. Bei dieser Gruppe findet sich ein
Gegensatz zu DUDA & KOHN (2005), die C. imperialis in der verwandtschaftlichen Ndhe von
C. archon, jedoch nicht von C. brunneus und C. bartschi sehen. Die molekulare Datierung sagt
lediglich aus, dass es zu einer Zweiteilung der Gruppe vor 6,3-31 Millionen Jahren gekommen
ist. C.archon, C.cedonulli und C.granarius sind aus einem Ast hervorgegangen,
C. imperialis, C. brunneus und C. bartschi aus dem zweiten. Die Abspaltung von C. imperialis
von C. bartschi und C. brunneus ist mit 7-29,7 Millionen Jahren auf die Zeit vor der
Entstehung des Isthmus datiert. C. archon hat sich vor 5,1-15 Millionen Jahren von seinen

beiden westatlantischen Schwesterarten abgespalten (Sequenzunterschied 5,8-6,8 %). Die

101



4. Diskussion

Speziationsereignisse von C. cedonulli und C. granarius im West-Atlantik, sowie von
C. bartschi und C. brunneus auf ost-pazifischer Seite erfolgten den errechneten Altern nach,
erst nach der SchlieBung der Meerenge. Basal zu HGle steht die C. chaldeus-Gruppe (HG1b)
was darauf hindeutet, dass die abgeleiteten, auf Amphinomidae spezialisierten Taxa
urspriinglich aus dem Indo-Pazifik stammen und eine Migration ostwérts, in Richtung der
amerikanischen Kontinente, durchlaufen haben. In der Folge ist es dort zur Ausbildung neuer
Arten gekommen. Zu welchem Zeitpunkt die Nahrungsspezialisierung stattgefunden hat ist
unbekannt. Denkbar ist, dass C. imperialis sich bereits im Indo-Pazifik von den {ibrigen Arten
abgespalten hat. Eine andere Moglichkeit ist eine sekundére riicklaufige Migration der
Vorfahren dieser Art. Mit C. zonatus wird ein weiterer rezenter Amphinomidae-Jdger anhand
von Gehéduse- sowie Radula-Morphologie in die ndhere Verwandtschaft von C. imperialis
gestellt, wobei anzumerken ist, dass C. zonatus auf ein relativ begrenztes Gebiet im Indischen
Ozean beschrinkt ist.

Aus dem Atlantik ist mit C. regius eine weitere Art bekannt, die an diese Nahrung adaptiert
ist. Von DuDA et al. 2001 wird er in die unmittelbare Verwandtschaft von C. brunneus und
C. imperialis  gestellt. Sollten sich die Gehduse- und Radula-morphologischen
Klassifizierungen bestitigen, stellen die Amphinomidae-Jdger ein hochspezialisiertes
Monophylum innerhalb der Conidae dar.

Die grofite Artenfiille dieser Gruppe findet sich im West-Atlantik/Ost-Pazifik, was dafiir
spricht, dass Amphinomidae als Beutetiere zu nutzen eine evolutive Neuheit darstellt, sich also
erst dort ausgebildet hat. Ansonsten sollten auch innerhalb der C.chaldeus-Gruppe Arten
existieren, die auf diese Beute spezialisiert sind. Die grofite Artenfiille der Amphinomidae-
Fresser findet sich im West-Atlantik/Ost-Pazifik, ein Indiz, dass die Besetzung dieser
okologischen Nische im frithen West-Atlantik/Ost-Pazifik besonders erfolgreich war.

Dass diese Nahrungsquelle im Indo-Pazifik kaum genutzt wird, kann die Ursache sein, dass
C. imperialis hier offensichtlich radiiert, was durch Sequenzunterschiede von bis zu 4,92% bei
Individuen der gleichen Inselgruppe (MELAUN 2003, KAUFERSTEIN et al. 2005) sowie einer
grolen Gehiduse-morphologischen Variabilitdt belegt ist, die zur Benennung von zahlreichen

Lokalformen (z.B. C. quecketti, C. dautzenbergi, C. fuscatus) gefiihrt hat.
Diese mogliche Ausbreitung von C imperialis und C. memiae (siche 4.2.10) iiber die

Eastern Pacific Barrier hinweg, wéren die erste fiir Mollusken beschriebene Migration, von

Osten nach Westen in den Indo-Pazifik.
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4.2.8 Molluscivore Conidae -Die C.textile- (HGIf), C.pennaceus- (HGlg) und
C. marmoreus-Gruppe (HG1h)

Eine andere Gruppe von Nahrungsspezialisten stellen die molluscivoren Arten dar, zu
denen auch die C. marmoreus-Gruppe gehort. In den Maximum Parsimony Majority Rule
Stammbédumen erscheint auch diese Gruppe als ein Monophylum, was belegt, dass sich analog
zu den Amphinomidae-Spezialisten diese Adaption evolutionédr nur einmal entwickelt hat. Bis
auf zwei Vertreter sind alle molluscivoren Arten im Indo-Pazifik beheimatet. C. natalis ist
endemisch vor der Kiiste Siidafrikas und C. dalli ist die einzige ost-pazifische Art. Wéahrend
die genaue Stellung von C. natalis innerhalb der Klade unklar ist, bildet C. dalli stets mit ihrer
Schwesterart C. canonicus eine Gruppe mit C. ammiralis und C. textile. Als relativ junge Art
(2,2-2,5 Millionen Jahre), die erst nach der SchlieBung des Isthmus entstanden ist, muss auch
bei C. dalli (analog zu C. nux) ein Migrationsereignis aus dem Indo-Pazifik nach Osten {iber
die Eastern Pacific Barrier an die Westkiiste Amerikas stattgefunden haben.

Die molluscivore Gruppe kann man in zwei Haupt-Kladen, die C. marmoreus-Gruppe
(HG1h), und die C. textile-Gruppe (HG1f) unterteilen. Von (HG1f) spaltet sich weiterhin die
C. pennaceus-Gruppe ab (HG1g). C. pennaceus dringt dstlich bis nach Hawaii und westlich bis
Mosambik und in das Rote Meer vor, wo sie jeweils morphologisch unterschiedliche Gehause-
Typen entwickelt hat. Obwohl es sich bei C. pennaceus um eine Art mit intrakapsulédrer
Entwicklung handelt (DUDA & PALUMBI 1999a), kann die Besiedelung dieses riesigen Gebietes
anhand der Meeresstromungen erkldrt werden. An der afrikanischen Ostkiiste verlduft vom
Aquator der Mosambik-Strom Richtung Siiden, wo er an der Siidkiiste Madagaskars zusammen
mit dem Ost Madagaskar-Strom in den Agulhas-Strom miindet und westlich weiter fliesst
(BRIGGS 1974). Von Cypraeidae der Gattung Zoila ist bekannt, dass sie ihre Eikapseln auf
Schwémme kleben (LORENZ 2001). Durch Absetzen der Gelege an Substratstiicken, die von
der Strdmung mitgetragen werden, ist es auch Arten mit intrakapsuldrer Entwicklung moglich
grofle Gebiete zu besiedeln. dieser Schwiamme besiedeln die Tiere ein riesiges Gebiet entlang
der australischen Kiiste.

Innerhalb von HG1f und HG1g reichen die errechneten Zeiten fiir die Artspeziation von
2,2-21,2 Millionen Jahre mit einem Sequenzunterschied von 1,2-8,37 %. Verglichen zu HG1h
liegen Sequenzunterschiede von 5,76 %-8,89 % vor. Innerhalb beider Gruppen gibt es dhnlich
hohe Sequenzunterschiede, die denen zu den Mitgliedern von HG1h entsprechen. Da die Arten
von HG1f und HGlg zahlreiche Lokalformen ausgebildet haben, ist zu iiberpriifen, ob die

Gruppen weitere, bisher nicht anerkannte Arten beinhalten. Der Entwicklungsmodus kann hier

103



4. Diskussion

einen EinfluB} auf die stirker strukturierten Populationen haben, da der Genfluss iiber grofiere
Distanzen erschwert wird.

NisHI & KOHN (1999) konnten anhand von Studien der Radulae diese Unterteilung in
HGI1f, HG1lg und HG1h bestétigen. Der an die molluscivore Erndhrung adaptiere Radula-Typ
ist bei den Mitgliedern der jeweiligen Gruppen in unterschiedlichem Malle abgewandelt.
Anhand der molekularphylogenetischen Daten von HG1h ist ersichtlich, dass C. bandanus am
nédchsten mit C. nigrescens und C. nocturnus verwandt ist, wahrend C. vidua die Schwesterart
von C. marmoreus ist. Auf morphologischen Daten basierend wird C. vidua als Unterart von
C. bandanus betrachtet. Hier ist ersichtlich, dass eine sehr dhnliche Zeichnung nicht immer
Aussagen tiiber die tatsdchlichen verwandtschaftlichen Beziehungen zuldsst. C.vidua und
C. bandanus sind als eigenstdndige Arten anzusprechen.

Die sehr dhnliche Zeichnung konnte aufgrund einer konvergenten Entwicklung entstanden
sein. Wahrscheinlicher ist, dass sie das plesiomorphe Merkmal von HG1h darstellt, welches bei

C. vidua und C. bandanus weniger stark abgewandelt wurde als bei den iibrigen drei Arten.

4.2.9 Piscivore Conidae

Im Gegensatz zu den beiden zuvor erwdhnten Gruppen von abgeleiteten
Nahrungsspezialisten (siche 4.2.7 und 4.2.8) sind die piscivoren Conidae keine
monophyletische Gruppe. Das west-atlantische/ost-pazifische Schwesterartenpaar C. ermineus
und C. purpurascens stehen in sdmtlichen Stammbaumen isoliert, ebenso C. geographus und
C. obscurus aus dem Indo-Pazifik. Beide Arten zeigen in den Stammbéaumen auch keine néhere
Verwandtschaft zu der C. magus-Gruppe (HG11), lediglich im Altersdiagramm werden sie in
deren Ndhe eingeordnet. HG11 setzt sich in den Maximum Parsimony Analysen aus den Arten
C. magus, C. aurisiacus, C. bullatus, C. carinatus, C. circumcisus, C. striatus und C. catus
zusammen, die zueinander bei den p-Distanzen einen Sequenzunterschied von 0,72-9,39 %
zeigen, zu C. geographus 7,95-9,86 % und zu C.obscurus 8,21-10,06 %. Auch die
Sequenzunterschiede von C. ermineus und C. purpurascens (6,99-9,85 %) zu den anderen
piscivoren Arten zeigen keine ndhere Verwandtschaft, was auch von fritheren Untersuchungen
bestitigt wird (DuDA & PALUMBI 2003, KAUFERSTEIN et al. 2005). Die voneinander
abweichende Zeichnung (Abb. 3.37) unterstreicht dieses Ergebnis.

Wie zuvor C. imperialis stellt auch C. magus einen Artkomplex dar, der sich in extremer
Variabilitit und einem Sequenzunterschied von 0,72 % zu C. carinatus &duflert, der von

manchen Autoren nur als Unterart oder Lokalform angesehen wird. Laut Altersdiagramm

104



4. Diskussion

haben sich diese Arten bereits vor 1,5-1,7 Millionen Jahren voneinander abgespalten. Die
konstante Zeichnung von C. carinatus (Abbildung 3.38) bekriftigt die molekular-
phylogenetischen Ergebnisse.

Der piscivore Erndhrungstyp hat sich zwei oder drei Mal im Laufe der Evolution
entwickelt. Mit der hook-and-line (C. magus) und der Netzfangstrategie (C. geographus) haben
sich zwei verschiedene Fangstrategien ausgebildet, die eine unterschiedliche Anatomie des
Tierkorpers wie auch Wirkweise der Toxine erfordern. Dies bestétigt die molekular-
phylogenetischen Befunde, dass sich der piscivore Erndhrungstyp im Indo-Pazifik mehrmals

ausgebildet hat.

4.2.10 Die basale Gruppe der Conidae (HG2)

Ein weiteres transisthmisches Schwesterartenpaar sind C. perplexus und C. puncticulatus.
Aufgrund der errechneten Divergenzzeit ergibt sich, dass auch sie vor 4,6-11 Millionen Jahren
beim Auftreten der verdnderten Meeresbedingungen durch die allmdhliche Aufwolbung des
Isthmus aus einem gemeinsamen Vorfahren hervorgegangen sind. Der Sequenzunterschied
zwischen den Mitgliedern von HG2 und HGI liegt bei 12,9 %-29,48 %. Das ist ein Beweis
dafiir, dass sich diese Gruppe vor ldngerer Zeit von den iibrigen Arten der Gattung abgespalten
hat. Die Distanzen zwischen den Mitgliedern von HG2 sind mit 2,48 % bis 18,28 % sehr
inhomogen und deuten an, dass manche der Speziationsereignisse weit auseinander liegen.
Demnach kam es sowohl zu weit zuriickliegenden als auch jungen Artaufspaltungen. Die
errechnete molekulare Divergenz gibt jedoch selbst fiir die ,,jungen Arten* stets Altersdaten an,
die auf die Zeit vor der Aufwolbung des Isthmus datieren. Offensichtlich fand bei diesen Arten
schon vor dessen SchlieBung kein Genfluss zwischen Ost-Pazifik und West-Atlantik mehr
statt, da beide Aufspaltungen die Dispersionsbewegungen zwischen dem Pazifik und Atlantik
unterstiitzen, auf 4-12,7 Millionen Jahre datiert werden. Sowohl die rein ost-pazifische
Aufspaltung von C. mahogani und C. ximenes (3,2-5,5 Millionen Jahre) ist jiingeren Datums,
als auch die Artaufspaltung innerhalb des westlichen Atlantiks. C. memiae scheint in diesem
Gebiet seinen Ursprung gehabt zu haben und hat sich nach Westen in den Indo-Pazifik
ausgebreitet. Da die meisten frithen Fossilien aus groBeren Tiefen beschrieben wurden, und
auch C. memiae diese Lebensweise zeigt, ist anzunehmen, dass die Vorfahren von HG2
urspriinglich ebenfalls in der Tiefsee beheimatet waren (MELAUN & DORRESTEUN 2007). Auch
das diinne Gehduse und die langausgezogene Spira bei den frithen Fossilien sind ein Indiz

dafiir, da diese Merkmale auch bei rezenten Tiefsee-Arten auftreten.

105



4. Diskussion

Aus dem Eozdn sind weniger fossile Conidae beschrieben als aus dem Miozén oder
Pliozén. Da HG2 jedoch von diesen alten Arten abzustammen scheint, wire das eine Erklarung
fiir die geringere Artenzahl dieser Gruppe. Zu dem Zeitpunkt als HG2 sich herausgebildet hat,
kam es nicht zu einer vergleichbaren Artenexplosion wie bei der Ausbildung von HG1.

Untersuchungen an den Radulae geben die Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der
basalen Conidae teilweise wieder (NYBAKKEN 1970b). C.ximenes und C. mahogani,
transisthmische Schwesterarten unterscheiden sich kaum, haben aber sehr dhnliche Radulae
entwickelt. C. ximenes ist anhand von Gehdusemerkmalen und Féarbung weiterhin kaum von
C. perplexus zu unterscheiden (WOLFSON 1962), wohingegen die Radulae sich nicht dhneln.
Die groBe Ahnlichkeit der Radula von C. perplexus zu der von C. lucidus suggeriert eine nahe
Verwandtschaft, obgleich sich die Gehduse stark unterscheiden. Die in der Analyse von DUDA
& KOHN (2005) in dieser Gruppe enthaltene C.tornatus hat ebenfalls einen sehr
ungewohnlichen Radula-Typ. Unter Beriicksichtigung der Radula-Morphologie sind C. lucidus

und C. tornatus aller Voraussicht nach in HG2 einzuordnen.

4.2.11 Die Sonderstellung von Conus californicus

Die genaue taxonomische Stellung von C. californicus zu den iibrigen Mitgliedern von
HG2 ist wegen des groflen Sequenzunterschiedes (10,82-18,28 %) unklar. Weiterhin bildet
diese Art mit Maximum Likelihood- und Neighbor joining-Methoden eine dritte monotypische
Gruppe. Das spricht fiir einen vergleichsweise geringen Verwandtschaftsgrad mit den
restlichen Conidae. Die Radula unterscheidet sich sehr stark von der sédmtlicher anderer
Kegelschnecken (PEILE 1939, KOHN et al. 1999). C. californicus ist die Art der Familie mit
dem umfassendsten Beutespektrum, welches aus Wiirmern, Mollusken, Fischen und sogar Aas
besteht (SAUNDERS & WOLFSON 1962, KOHN 1966). Es ist die einzige Kegelschnecke die in
gemiBigten Gewdssern vorkommt (San Francisco Bay bis Cabo San Lukas), wo keine
congenerische Konkurrenz auftritt. Beim Fischfang zeigt er sowohl die hook-and-line als auch
die Netzfangstrategie. Vergleiche mit anderen Arten wie z.B. C. purpurascens und
C. geographus zeigen, dass keine von beiden genannten Strategien so differenziert worden ist
wie es bei den spezialisierten Arten der Fall ist. Den rein piscivoren Arten reicht ein Treffer um
einen Fisch zu lahmen, wihrend C. californicus einen Fisch mehrmals harpunieren muss, bevor
er ihn verschlingen kann (STEWART & GILLY 2005). Das Gift befindet sich bei dieser Art in
kleinen Kapseln direkt im Zahn. Ein Phidnomen, welches bisher bei keiner anderen Art

beschrieben worden ist. (MARSHALL et al. 2002). Diese Aspekte belegen, dass es sich bei
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C. californicus um eine archaische Art handelt, dic u.U. sogar von der Gattung abgespalten
werden muss. Auch hinsichtlich der taxonomischen Stellung von HG2 miissen zukiinftige
molekular-phylogenetische Analysen mit weiteren genetischen Markern sowie morphologische
Untersuchungen (nicht ausschlieBlich der Gehduse) zeigen, ob die Gattung Conus in getrennte

monophyletische Einheiten unterteilt werden kann.

4.2.12 Zeichnung und Gehiusecharakteristika

Die tent-mark Zeichnung ist ein Charakteristikum der molluscivoren Kegelschnecken-
Arten. Nur diese Gruppe besitzt solch ein klar definiertes tent-mark Muster. Ahnliche
Zeichnungsvarianten sind auch bei anderen Gruppen zu finden, wirken aber stets
verschwommen und unsauber und sind aller Wahrscheinlichkeit nach konvergent. Die
physiologischen Mechanismen, die der Bildung von Netzmustern (tent-mark Zeichnung)
zugrunde liegen sind relativ einfach und konnen mehrfach entstanden sein (MEYNHARDT
2003). Bei den anderen Arten bilden diese Zeichnungselemente lediglich Zusatzmuster zu
einer anders gearteten Grundlage. Bei den molluscivoren Conidae ist hingegen das klassische
tent-mark Muster das hervorstechendste Merkmal der gesamten Zeichnung, bzw. sie besteht
wie bei der C. marmoreus-Gruppe nur aus tent-marks in verschiedenen Auspragungsvarianten.
Ein Beleg dafiir, dass die Stammart, aus der sich die molluscivoren Arten entwickelt haben,
bereits dieses Muster entwickelt hatte und es bei den Nachfahren in verschiedenen
Abwandlungen beibehalten wurde.

Generell kann die Zeichnung als konstantestes Merkmal der verschiedenen
Kegelschneckengruppen angesehen werden. Jede der in den Stammbdumen dargestellten
Kladen ist durch ein bestimmtes Zeichnungsmuster, bestehend aus Béndern, Linien, Punkten,
Flecken etc. charakterisierbar. Wenn auch in Einzelfdllen abgewandelt, zeigen sdmtliche
Mitglieder einer Klade stets dasselbe Grundmotiv, obwohl durch die Zeichnung kaum ein
selektiver Vorteil ersichtlich ist: Bei vielen Arten ist sie bereits durch das Periostracum
unkenntlich. Weiterhin ist das Gehduse bei den meisten Individuen von Algenbewuchs
bedeckt. Die Zeichnung stellt somit ein apomorphes Merkmal einer Artengruppe dar,
beispielsweise besitzen die Mitglieder der C. vexillum-Gruppe (HG1j) ein zentrales Band mit
wenigen weiteren Zeichnungselementen (siehe Abbildung 3.33). Alle Mitglieder der C. virgo-
Gruppe (HG1k) besitzen eine bldulich-violett gefdarbte Basis, die sich stark vom restlichen
hellen, fast zeichnungslosen Gehduse abhebt. Allen gemeinsam ist ein helles Band in der

Gehdusemitte, das z.T. fast den gleichen Farbton aufweist wie die Grundfarbung (Abbildung
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3.32). Die verwandtschaftliche Beziehung dieser Arten zueinander ist bereits frithen
Malakologen aufgefallen, wie die Etymologie bei C. virgo und C. frigidus vermuten lasst. Wie
bereits unter 4.2.9 erwidhnt unterstreichen bei den piscivoren Kegelschnecken die
unterschiedlichen Zeichnungselemente die molekular-phylogenetischen Daten, welche die
fischfressenden Arten paraphyletisch darstellen.

Die Farbung hingegen scheint als Anpassung an den Lebensraum oder der Erndhrung einer
grofleren Variabilitdt zu unterliegen. Das Gleiche trifft auf die Gehduse-Form zu. Wie bereits
erwéhnt stellt sie eine Anpassung an den Lebensraum dar und kann selbst innerhalb einer Art
variieren. So haben innerhalb der molluscivoren Conidae beispielsweise C. gloriamaris,
C. milneedwardsi und C. bengalensis (Abbildung 1.1) cine langgestreckte Gehéduse-Form
entwickelt, die bei samtlichen Conidae aus tieferen Wasserregionen beobachtet werden kann.
Die Tatsache, dass diese Gehduseform bei den meisten frithen Fossilien dieser Gattung auftritt,
ist ein weiteres Indiz flir die Annahme, dass die Kegelschnecken in tieferen Meeresregionen

ihren Ursprung haben.

Sowohl die auf Amphinomidae spezialisierten Conidae, als auch die molluscivoren und
piscivoren Arten sind hinsichtlich ihrer Erndhrungsweise als abgeleitet zu betrachten. Conidae
stammen von vermivoren Vorfahren ab (KANTOR 1990, HARASEWYCH et al. 1997). Durch
Selektionsdruck erfolgte bei manchen Arten eine Adaptation an andere, bisher ungenutzte
Nahrungsressourcen, was zur Folge hatte, dass neue Okologische Nischen besetzt werden
konnten. Die Artenvielfalt dieser Gruppen zeigt deren evolutiven Erfolg.

Die Ergebnisse der phylogenetischen Analyse erweitern die von DUDA & KOHN (2005)
gemachten Beobachtungen. Eine detailliertere Aufschliisselung der Arten in den
Stammbadumen wiirde neue Erkenntnisse bei der Frage nach der Besiedelung des westlichen
Atlantischen sowie des Ostlichen Pazifischen Ozeans liefern. Eine hohere Auflosung konnte
iiber die Wahl lidngerer Genabschnitte und kombinierten Datensidtzen mit mehreren Genen
erzielt werden. Durch die verhéltnismiBig gute Auflésung scheint die Maximum Parsimony
Methode am besten geeignet zu sein. Es wurde bei mehreren phylogenetischen
Untersuchungen festgestellt, dass eine positive Korrelation zwischen der Lénge des
untersuchten Genabschnittes und dem Auflésungsvermdgen von Maximum Parsimony
Analysen besteht (CUMMINGS et al. 1995, HUELSENBECK 1995, KiM 1996, GRAYBEAL 1998,
SoLTis et al. 1998, GATESY et al. 1999, SPRINGER et al. 1999, 2001, QUEIROZ, et al. 2002). Bis
zu einer gewissen Linge hat dies positive Auswirkungen auf die Auflésung im Stammbaum.

Ebenso werden durch die erweiterte Sequenzinformation manche Gruppen besser definiert.
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4.2.13 Die Diversitit west-atlantischer und ost-pazifischer Conidae im Vergleich

Die Diversitdt der Conidae variiert stark entlang beider Seiten Amerikas. Wihrend im
West-Atlantik ca. 50 Arten beheimatet sind, kommen an der Westkiiste lediglich 22 Arten vor
(D1az et al. 2005). Das wirkt widerspriichlich zu der Hypothese, dass die durch die
Aufwolbung des Isthmus von Panama neu strukturierten ozeanischen Bedingungen zu einem
Massensterben von Mollusken gefiihrt haben, das im westlichen Atlantik weitreichender war
als im Ost-Pazifik (JACKSON et al. 1993, DIETL et al. 2004). In der Karibik gibt es eine grofBere
Anzahl besetzbarer 6kologischer Nischen, als im Ost-Pazifik, da sie durch ein ausgedehntes
Riff-System charakterisiert ist, welches typische tropische Riffmerkmale einschlieBlich einer
hohen Diversitét an riffbildenden Korallenarten aufweist (GLYNN, 1973, ROCHA et al. 2005).

Im Ost-Pazifik ist die Korallendiversitit wesentlich geringer. Zudem behindern die
Triibung des Wassers sowie eine flache fluktuierende Sprungschicht das Korallenwachstum.
Die Riffe im &stlichen Pazifik miissen weiterhin mit den saisonal aufsteigenden kalten und
ndhrstoffreichen Tiefenwassermengen zurecht kommen, die das Wachstum zusitzlich
behindern. Die Korallenriffe sind meist klein, isoliert und bestehen aus monotypischen
GroBkolonien von Pocillopora sp. oder Porites- bzw. Pavona-Kolonien (GLYNN 1977,
HALLOCK & SCHLAGER 1986, GLYNN & COLGAN 1992).

Vergleicht man die Lange der Kiistenlinie sowie der Inseln und Subprovinzen und bezieht
die Wassertemperaturen sowie die Fliache der Riffsysteme mit ein, zeigt sich, dass der Ost-
Pazifik eine um einen zweistelligen Faktor kleinere potentielle Besiedelungsflidche fiir
Kegelschnecken bietet als der westliche Atlantik. Die Artenanzahl der Kegelschnecken ist
dabei aber nur ungefihr halb so klein. Das bedeutet, dass die Conidae trotz der ungiinstigen
Bedingungen auch das Gebiet des Ostlichen Pazifiks sehr erfolgreich besiedelt haben, was
dadurch unterstiitzt wird, dass sich bei Angleichung der Lebensbedingungen im siidwestlichen
Atlantik die Artenzahlen angleichen (Diaz 1995). Nach der SchlieBung des Isthmus von
Panama sind neue Arten entstanden und wurden durch rekrutierte indo-pazifische Arten
ergénzt, wobei sogar die Eastern Pacific Barrier passiert wurde.

Ein grof3es Problem bei der Betrachtung der Conidae im West-Atlantik/Ost-Pazifik ist das
Massensterben im Pliozén (VERMEU & PETUCH 1986). Wie erwidhnt, beziehen sich alle
Aussagen dariiber auf die Funde aus den Pinecrest-, Caloosahatchee- und Bernont-Formationen
in Florida. Abgesehen von den genannten Formationen liegen jedoch nur wenige Fossil-Funde
aus dem Pliozén und Pleistozin sowohl entlang des West-Atlantiks, als auch des Ost-Pazifiks

vor. Insofern kann dieses angebliche Massensterben auch auf ein lokales Ereignis, der

109



4. Diskussion

Verlandung der Okeechobee-See zuriickgefiihrt werden und wire damit nicht universell auf
das gesamte Gebiet ausweitbar. Die Theorie von ALLMON et al. 1993 besagt ebenfalls, dass die

Artenzahl zu jener Zeit relativ konstant war und kein Massensterben stattgefunden hat.

4.2.14 Die Problematik mit der Systematik

Die Conidae sind die artenreichste marine Gastropoden-Gattung. Samtliche Versuche die
Gattung aufzuspalten sind bisher gescheitert und die derzeitig verwendeten Untergattungen
stellen keine monophyletischen Einheiten dar. Zahlreiche Arten stellen tatsichlich
Artkomplexe dar und von vielen anderen Arten sind eine Reihe von Lokalformen beschrieben,
allerdings nicht in den Artstatus erhoben worden. Weiterhin werden derzeit Arten anerkannt,
deren Beschreibung lediglich auf minimale Abweichungen vom Durchschnitt der Gehduse-
Indices basiert.

Ahnlich verhielt es sich bei den Cypraeidae, die zu den am eingehendsten taxonomisch
bearbeiteten Mollusken-Gruppen iiberhaupt gehoren. Dort waren bis in die siebziger Jahre des
20. Jahrhunderts etliche Gattungen eingefiihrt und zahllose Arten beschrieben und von Autoren
in unterschiedlichem Umfang wieder abgelehnt worden. Erst in den neunziger Jahren des 20.
Jahrhunderts fiihrte eine konsequente morphologische Bearbeitung zur Kldrung der Systematik
(LORENZ & HUBERT 1993) die mittlerweile molekular-phylogenetisch bestétigt worden ist
(MEYER 2003, 2004).

ROCKEL et al. (1995) haben versucht die Taxonomie der indo-pazifischen Conidae zu
bearbeiten, sind dabei jedoch inkonsequent vorgegangen, da sie viele zweifelhafte Arten
anerkannt haben, wéhrend sie bei anderen Arten, lediglich auf die Gehduse-Indices basierend
alle Lokalformen in die Synonymie gestellt haben. Der Artkomplex C. magus beispielsweise
wurde von den genannten Autoren nicht weiterfilhrend untersucht. Sédmtliche Lokalformen,
z.B. C.carinatus wurden zu C.magus gestellt, was dazu fiihrte, dass die fiir diese Art
angegebenen Gehiuse-Indices fiir fast jede andere Kegelschneckenart zutreffend sind. Ahnlich
verhélt es sich bei C. textile und C. pennaceus. Diese Art hat ebenfalls zahlreiche Lokalformen
ausgebildet, die von ROCKEL et al. (1995) aber lediglich als Zeichnungsvarianten anerkannt
werden, ohne das zu begriinden. Alleine von Madagaskar und Mosambik sind mit
C. behelokensis, C. corbieri, C. tsara, C. vezoi, C. praelatus, C. racemosus und C. bazarutensis
sieben verschiedene Lokalformen bekannt (Abb. 3.28), die sich z.T. sehr stark voneinander

unterscheiden, von besagten Autoren aber nicht anerkannt werden.
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Bei der vorliegenden Analyse konnte nur eine punktuelle Beleuchtung der Arten und
Artkomplexe erfolgen. Eine Revision der kompletten Familie war weder durchfiihrbar Ziel der
Analyse. Die Familie Conidae muss, auch im Hinblick auf ihre Wichtigkeit in der Toxin-
Forschung, taxonomisch griindlich revidiert werden.

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass diese Bearbeitung nicht auf geographische Gebiete
beschriankt werden sollte und molekulare wie auch Zeichnungs-morphologische Kriterien

beriicksichtigen muss, da sich diese Aspekte gegenseitig ergdnzen.

4.3. Toxinologie

Die Giftzusammensetzung der Kegelschnecken ist sowohl grofen inter- als auch
intraspezifischen Variationen unterworfen. Diese Hypervariabilitdt bewirkt, dass jedes Tier ein
einzigartiges Toxingemisch in seinem Gift enthdlt. Aufgrund dieser extremen Variabilitit sind
die Toxine fiir phylogenetische Analysen nur bedingt geeignet. Die Toxin-Precursor sind
neben der Toxin-Region weiter in Pro- (Signal-) und Pre-Region unterteilt. Dabei sind sowohl

die Pro- als auch die Pre-Region konservierter als die Toxin-Region.

4.3.1 Die A-Superfamilie

Die Toxin-Precursor der A-Superfamilie wurden iiber einen konservierten Primer der an
die Signal-Region bindet erhalten. Dieser Primer hat nicht nur an den a-Conotoxin-Precursor
gebunden, sondern ebenfalls an die Signal-Region einer weiteren Toxin-Klasse innerhalb der
A-Superfamilie, den aA- bzw den «A-Conotoxinen. Diese Toxine sind in ihrer
Aminosduresequenz sehr dhnlich und besitzen auch das gleiche Cystein-Motiv unterscheiden
sich jedoch durch ihren physiologischen Bindungsort, sowie der Anzahl der Aminoséuren, die

innerhalb des Cystein-Motivs liegen.

4.3.1.1 aA-Conotoxin

Aus C. purpurascens konnte ein neues Toxin (PurlA) isoliert werden. Dabei handelt es
sich aufgrund des Cystein-Motives und der Aminoséurereste eindeutig um ein aA-Conotoxin.
Es zeigt jedoch keinerlei Ahnlichkeiten zu dem einzigen aus dieser Art bisher bekannten Toxin
aA-PIVA. Ebenfalls liegt keine Ahnlichkeit zu dem fast identischen Toxin der Schwesterart
C. ermineus, aA-EIVA vor (HOPKINS et al. 1995, JACOBSEN et al. 1997).
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Bei aA-PIVA und aA-EIVA ist das Cystein-Motiv des Toxins XCC(X7)C(X,)C(X;)C(X7)C,
wihrend PurlA das Muster XCC(Xe)C(X2)C(X)C(X3)C aufweist. Das Muster von Purl A
entspricht exakt dem von aA-OIVA und aA-OIVAB aus C. obscurus, einer indo-pazifischen
piscivoren Art. Von diesen Toxinen unterscheidet es sich stark hinsichtlich der Kettenldnge
nach dem Cys® am C-Terminus. Diese Aminosdure-Seitenkette ist an dieser Position die
langste aller bekannten oA-Conotoxine. Aufgrund dieser speziellen Seitenkette ist eine
genauere Zuordnung nicht einwandfrei moglich. Allerdings ist weder von aA-OIVA noch von
aA-OIVB der Precursor bekannt, weswegen er nicht mit dem von PurlA verglichen werden
kann. Es ist moglich, dass auch hier am C-Terminus eine lange Kette ansetzt, die beim reifen
Toxin enzymatisch abgespalten wird. Dieses Phdnomen ist bisher fiir kein Toxin der A-
Superfamilie nachgewiesen worden, durch die vielen Besonderheiten von aA-OIVA und aA-
OIVB, jedoch mdglich. aA-OIVA und oA-OIVB sind die einzigen bisher bekannten
Conotoxine die an humane fotale nikotinerge ACh-Rezeptoren binden. Die Affinitét fiir diesen
Rezeptortyp ist um den Faktor 1800 hoher als zu dem ensprechenden adulten Typus (TEICHERT
et al. 2005b). Hierbei handelt es sich evtl. um eine Anpassung an die Erbeutung von
Jungfischen. Beim Kugelfisch (Fugu rubripes) ist beispielsweise bekannt, dass Homologe von
humanen nikotinergen ACh-Rezeptoren in Muskeln und den Kiemen exprimiert werden
(JoNEs et al. 2003).

Fotale nikotinerge ACh-Rezeptoren werden in Rhabdomyosarkomen exprimiert. In diesen
speziellen kindlichen Tumoren werden anstelle der adulten ACh-Rezeptoren die fotalen
gebildet, was die Unterscheidung von anderen Tumoren ermdglicht. Die fotalen ACh-
Rezeptoren werden auch als mogliche Angriffspunkte zur Behandlung jener Tumore
angeschen (GATTENLOEHNER et al. 1998, 1999). Zusammen mit aA-OIVA und aA-OIVB

konnte Purl A demnach in Zukunft eine therapeutische Rolle iibernehmen.

4.3.1.2 a-Conotoxine

Bei den a-Conotoxinen handelt es sich um sehr verbreitete, kurze (12-16 Aminoséuren)
Toxine. Bisher wurde eine grofle Anzahl aus vermivoren, molluscivoren sowie piscivoren
Arten isoliert. In Anlehnung an die Anzahl der Aminosdurereste zwischen den Cysteinen,
werden die o-Conotoxine weiter in o3/5-, a4/7-, 04/4- und a4/3- Toxine unterteilt. Von den
a4/3-Toxinen sind zwei Isoformen (Iml und ImII) aus dem Gift von C. imperialis beschrieben

(ELLISON et al. 2003, AzaM et al. 2005).
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Die aus C. nux sowie C. jaspideus isolierten Toxin-Precursor (Klone jaspideusl-3, nux2;
Abb. 3.44) entsprechen von der Anordnung des Cystein-Motivs den a4/7-Toxinen. Wéhrend
die Prepro-Region mit 41 Aminoséuren der Linge anderer a-Conotoxine entspricht, ist die
Toxinregion mit einer Kettenlinge von mindestens 21 Aminosduren die Langste aller bisher
bekannten Toxine dieser Unterfamilie. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass das Arginin an
Position 41 des Prepropeptids die Schnittstelle fiir die Protease darstellt und die Toxinldnge
damit 24 Aminosduren betrdgt. Ein enzymatisches Abspalten der C-terminalen Kette ist
unwahrscheinlich. Diese Art der Modifikation ist bisher fiir kein a-Conotoxin-Precursor
nachgewiesen worden. Sollten die Toxine sich in weiteren Untersuchungen als 04/7-Toxine
bestitigen, wiren die Wirkungsorte/Bindungsstellen voraussichtlich die neuronalen
nikotinergen ACh-Rezeptoren (MCINTOSH et al. 2002). Allerdings hat sich bei Conotoxinen
gezeigt (GRAY et al. 1988), dass eine Verlangerung bzw. Verkiirzung bestimmter Strukturen
eine Verdnderung der physiologischen Aktivitdt nach sich zieht. Wenn sich herausstellt, dass
die aus C.nux und C. jaspideus isolierten Precursor eine andere physiologische Aktivitit
besitzen, wiirde das die Benennung einer neuen Toxin-Unterklasse notwendig machen.
Physiologische Tests sollten in Zukunft Aufschluss iiber den Bindungsort dieser Toxine
liefern.

Die Toxine der Klone ermineus 3-5 und jaspideus 4 stellen vier weitere Conotoxine der
a4/4-Toxine dar. Diese Gruppe ist bisher nur durch ein einziges Toxin (BulA) aus C. bullatus
einer indo-pazifischen piscivoren Art bekannt. Die Toxine zeigen mit 16 Aminosduren die
gleiche Kettenléinge wie BulA, allerdings sind nur drei davon identisch (Gly;, Args, Argie).
BulA besitzt eine breite Spezifitit beziliglich seiner Bindungsaffinitit zu verschiedenen
Subtypen nikotinerger ACh-Rezeptoren. Das konnte auch bei den hier beschriebenen Toxinen

der Fall sein.

4.3.1.3 Phylogenetische Analyse der A-Superfamilien-Prepropeptide

Bei der phylogenetischen Analyse der A-Superfamilien-Prepropeptide ist aufgrund der
Polytomie keine weitreichende Aussage zu der Evolution dieser Peptid-Gruppe mdoglich. Die
Prepropeptid-Sequenzen eines aA- sowie eines kA-Conotoxins auf eigenen Asten in die
Hauptgruppe des Stammbaumes einsortiert. Auffillig ist jedoch, dass die Erndhrungsweise von
grofler Bedeutung zu sein scheint. Stets sind ausschlielich die Sequenzen von molluscivore
oder piscivore Arten in Gruppen zusammengefasst. Im Laufe der Evolution erfolgte eine

Anpassung der Toxine an die bevorzugte Beute. Auch die Prepro-Regionen scheinen diese
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Entwicklung durchlaufen zu haben. Aufgrund der grof3en intraspezifischen Variabilitdt sind die
Toxin-Regionen fiir phylogenetische Studien der Conidae ungeeignet. Die zuvor beschriebenen
Sequenzen von C. jaspideus stellen die Outgroup dar (die dazu identischen Sequenzen von
C. ermineus und C. nux sind im Datensatz nicht enthalten). Die Unterstiitzung der Outgroup
bedeutet, dass analog zu den anhand von 16S rDNA-Fragmenten berechneten Stammb&dumen
auch bei den phylogenetischen Rekonstruktionen der o-Conotoxine die Sequenzen von
C. jaspideus basal zu den {ibrigen untersuchten Taxa stehen.

Bisher sind im interspezifischen Vergleich zahlreiche funktionell homologe Toxine
gefunden worden. Aufgrund der hypervariablen Regionen zwischen den Disulfidbriicken
konnten jedoch bislang nur drei Toxine mit identischer Sequenz aus den Giften zwei
verschiedener Arten identifiziert werden. Dabei handelt es sich zum einen um zwei Toxine der
O-Superfamilie aus C. vexillum und C. virgo, zum anderen um das Contryphan-R, das von
C. radiatus und C. striatus synthetisiert wird (MELAUN, 2003, KAUFERSTEIN et al. 2005,
JAKUBOWSKI et al. 2005). Mit dem in dieser Arbeit identifizierten identischen Toxin aus
C. jaspideus und C. ermineus bzw. C.nux wurde die bekannte Anzahl an interspezifisch
identischen Toxinen verdoppelt. Bei den Toxinen der vermivoren C.nux und C. jaspideus
konnte diese Sequenzhomologie auf konvergente Anpassung an eine &hnliche
Nahrungsressource, begriindet sein. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass die Arten aus
verschiedenen Verbreitungsgebieten (Ostkiiste Floridas und Westkiiste Costa Ricas) die
gleiche Nahrung bevorzugen, zumal unbekannt ist, ob die Polychaeten-Faunen dieser Gebiete,
zumindest in Teilen, {ibereinstimmen. Die hohe Mutationsrate der Toxinregion und die Lange
der sequenzidentischen Precursor von 195 bzw. 210 Nukleotiden sprechen ebenfalls gegen
diese Theorie. Aufgrund der unterschiedlichen Nahrungspriaferenz von C. jaspideus und
C. ermineus scheidet hier die Moglichkeit der konvergenten Entwicklung aus, da C. ermineus
eine piscivore Art ist. Eine Hybridisierung dieser Arten ist wegen des extremen
GroBenunterschieds (C. jaspideus, ca. 2 cm; C. ermineus, ca. 10 cm) nicht moglich. Ob sie
aber zu diesem Zeitpunkt bereits geschlechtsreif sind, ist anzuzweifeln. Zudem sollten die
Arten, falls es zu einem phylogenetisch sehr frithen Hybridisierungsereignis gekommen ist, in
der auf 16S rRNA basierenden Phylogenie, eine ndhere Verwandtschaftsbeziehung zeigen. Die
Precursor wurden aus den gleichen Individuen isoliert, die auch fiir die phylogenetische
Stammbaumrekonstruktion verwendet wurden. Tatsdchlich zeigt C. jaspideus innerhalb des
16S rRNA Fragments einen Sequenzunterschied von 15,76 % zu C. nux und von 15,96 % zu

C. ermineus. Von C. jaspideus wurde der 16S rRNA-Abschnitt zweier Individuen untersucht,
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diese sind 100 % sequenzidentisch. Die Isoformen der Klone jaspideus 1 und 3 sind in beiden
Individuen nachgewiesen worden.

Eine weitere Moglichkeit, die sequenzidentische Toxine in verschiedenen Arten erkldren
konnte ist ein horizontaler Gentransfer. Vermutlich erfolgte auch bei zwei Drosophila-Arten
ein horizontaler Gentransfer. Hier fungierte die Milbe Proctolaelaps regalis als Vektor,
welcher ein transponierbares Element aus einem fritheren Wirt in sein Genom inkorporiert
hatte. Dieses Transposon wurde dann erneut in das Genom des neuen Wirtes eingebaut. Es ist
aber unklar ob DNA Fragmente in der GroBe der Conotoxine mittels horizontalen Gentransfers
iibertragen werden konnen, da alle bisher beschriebenen Transposons kiirzere DNA-Fragmente
darstellen. (Houck et al. 1991). Allerdings sind bisher alle beschriebenen Transposons kleiner
als die Conotoxine. Ob ein horizontaler Gentransfer auch mit Fragmenten dieser Grofle
moglich wire ist bisher unbekannt.

Die wahrscheinlichste Erkliarung fiir die sequenzidentischen Toxine ist, dass es sich hierbei
um eine Art von Toxin-Prototypen handelt, die bereits seit Jahrmillionen im Genom vorhanden
sind. Das erklart auch weswegen die Toxine sowohl bei einem sehr basalen west-atlantischen
Vertreter und zwei Arten ohne nidhere Verwandtschaft zueinander zu finden sind. Das ist ein
kongruentes Ergebnis, das sowohl die basale Stellung von C. jaspideus und den plesiomorphen
Zustand dieses Precursors zeigt. Das wird auch durch die basale Stellung dieser Toxine
innerhalb der a-Conotoxine verdeutlicht. Die Evolution der Toxingene beruht auf
Genduplikationen (DUDA & PALUMBI 1999b). Bei diesen Prototypen konnte es sein, dass die
Gene nach einer Duplikation nicht weiter mutieren und unverédndert im Genom verbleiben,
wiahrend die Hypermutagenitit hauptsdchlich die iibrigen Toxingene betroffen hat. Von
C. ermineus ist bekannt, dass diese Toxine exprimiert werden (MARI pers. Mitteilung), was
bedeutet, dass die Gene zumindest bei dieser Art noch aktiv sind. Eine Phylum-iibergreifende
Aktivitdt ist bei Conotoxinen bereits beschrieben worden (CRUZ et al. 1992), beispielsweise
verursacht das Gift von C. striatus in Wirbeltieren eine Depolarisation zentraler Neuronen und
verringert auf die Weise deren spontane Impuls-Aktivitit (ENDEAN et al. 1976, HAHIN et al.
1981). Die gleichen Effekte treten auch nach einer Injektion des Giftes in Aplysia californica
auf (CHESNUT et al. 1987). Insofern ist es moglich, dass ein bestimmtes Toxin gleichermaflen

von Raubern mit unterschiedlichen Nahrungsspezialisierungen genutzt werden kann.
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4.3.2 Die F-Superfamilie

Die F-Superfamilie stellt eine neue, bisher unbeschriebene Conotoxin-Superfamilie dar,
von der iiber 5’- und 3> RACE-PCR sieben Precursor inkl. der kompletten Prepro-Region aus
C. villipinii isoliert werden konnten. Wahrend die Preproregion weitestgehend identisch ist,
zeigen die Unterschiede innnerhalb der Toxinregion, dass es sich um die Precursor zweier
verschiedener Toxine handelt. Diese Toxine besitzen wie die Peptide der L- und der J-
Superfamilie das Cystein-Motiv -C-C-C-C-. Bei gleichem Cystein-Motiv weisen die aus
C. planorbis und C. ferrugineus (IMPERIAL et al. 2006) isolierten Toxine der J-Superfamilie
jedoch eine génzlich unterschiedliche Preproregion zu denen der F-Superfamilie auf. Das
Cystein-Motiv ist im Falle der J-Superfamilie C(X3)C(X;0)C(X;), wihrend das der F-
Superfamilie C(X3)C(X;1)C(X3) ist. Die Toxinregion der J-Superfamilie ist demnach kiirzer.
Ein  weiterer  Unterschied liegt darin begriindet, dass die J-Superfamilie
Disulfidbriickenbindungen zwischen dem ersten (Cys') und dem dritten (Cys’) sowie dem
zweiten (Cys®) und dem vierten Cystein (Cys®) ausbildet, wohingegen bei der F-Superfamilie
Cys' und Cys* sowie Cys” und Cys’ miteinander verbunden sind. Auch die Tertidrstruktur der
Toxine unterscheidet sich bei diesen beiden Superfamilien. Die Toxine der J-Superfamilie
bestehen aus einer a-Helix und zwei B-Faltbléttern, die der F-Superfamilie bestehen aus zwei,
durch zwei Disulfidbriickenbindungen stabilisierten a-Helices. Das Target der Toxine sind in
beiden Fillen K+-Kanile, jedoch binden sie an unterschiedliche Untereinheiten des
Kaliumkanals.

Bei den Toxinen der L-Superfamilie sind die beiden, durch die Disulfidbriickenbindungen
gebildeten, hinteren Loops kiirzer als innerhalb der F-Superfamilie (C(X3)C(Xg)C(X2)).
AuBerdem entspricht die Ausbildung der Disulfidbriickenbindungen der Toxine der L-
Superfamilie denen der J-Superfamilie. Desweiteren konnte gezeigt werden das Toxine der L-
Superfamilie ab einer bestimmten Konzentration an nikotinerge ACh-Rezeptoren binden

(PENG et al. 2006).

4.3.3 Die I-Superfamilie

Die Toxine der I-Superfamilie werden anhand der Signalregionen und dem Ort ihrer
physiologischen Aktivitit in die Gruppen I; und I, unterteilt. Bei Toxinen der I; Gruppe
werden weiterhin die Untergruppen A und B unterschieden. Diese Unterteilung beruht darauf,

ob im Toxin die isomerisierte Form einer L-Aminoséure vorliegt.
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Der Precursor, der aus C.regius isoliert werden konnte, entspricht aufgrund der
Signalregion den Toxinen der I,-Familie. Zusédtzlich zeichnet sich der Precursor durch einen
Bereich aus 17 Aminosduren am C-Terminus aus, der komplett oder zumindest teilweise bei
der Aktivierung enzymatisch abgespalten wird.

Dieses Toxin entspricht mit seinem C(X7)C(Xs)CC(X3)CC(X3)C(X3)-Muster allerdings nicht
den bisher bekannten Toxinen der I-Gruppe, da der Bereich zwischen Cys' und Cys® mit
sieben Aminosdureresten linger ist, als bei jedem anderen bekannten Conotoxin der I-
Superfamilie. Es zeigt auch keinerlei Sequenzhomologie mit den Toxinen von C. imperialis.
Bei dieser Art dirfte es sich aufgrund vorheriger Studien und der vorliegenden
Nahrungspriaferenz auf Amphinomidac um einen nahen Verwandten von C. regius handeln
(siche Abschnitt 4.2.7). Da Gifte hdufig an spezifische Beuteorganismen adaptiert sind, konnte
die fehlende Sequenzhomologie der Toxine dieser Arten darin begriindet sein, dass
C. imperialis an die Amphinomidae des Indo-Pazifiks angepasst ist, wahrend C. regius an die
Polychaeten Arten des West-Atlantiks angepasst ist. Die K -Kanile der Amphinomidae dieser
beiden Gebiete konnten sich im Evolutionsverlauf unterschiedlich entwickelt haben, weswegen
auch die daran angreifenden Toxine eine andere Struktur aufweisen. Auch das von BRAGA et
al. (2005) isolierte I;-Conotoxin aus C. regius weist groere Unterschiede zu denen der indo-
pazifischen Arten auf, was ein Indiz fiir diese Theorie ist. Es wire von Interesse nach
Conotoxinen in den nahe verwandten ost-pazifischen Arten C.archon, C.bartschi und
C. brunneus sowie den westatlantischen C. cedonulli und C. granarius zu suchen, um zu
{iberpriifen, ob sie eine hdhere Ubereinstimmung mit den Toxinen von C. regius aufweisen.
Hierbei konnte sich zeigen, dass sich die I-Superfamilie im westlichen Atlantik/6stlichen
Pazifik anders weiterentwickelt als im Indo-Pazifik.

Abschlieflend ist zu sagen, dass derzeit noch relativ wenig iliber diese Toxin-Superfamilie
bekannt ist und das Wissen standig erweitert wird. So wurde von BUCZEK et al. (2008) die
Gruppe B der I;-Familie mit Toxinen ergénzt, deren Sequenzen zuvor nur aus der Gruppe A
bekannt waren.

Da keine Isomerisation nachgewiesen werden konnte, miissen diese Toxine in die Gruppe
B eingeordnet werden. Dies zeigt, dass das Potential an neuen Toxinen bei weitem nicht

erschopft ist und die Diversitit der verschiedenen Toxine stindig und stetig steigt.
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4.3.4 vil1293

Bei vill1293 handelt es sich um ein kurzes Oligopeptid aus dem Gift von C. villipinii,
dessen Zuordnung schwierig ist. Es sind zahlreiche Oligopeptide aus Kegelschnecken-Giften
isoliert worden, die allesamt Unterschiede zu vil1293 aufzeigen. Conantokine besitzen eine
Kettenldnge von 17-21 Aminosduren und sind damit z.T. doppelt so lang wie vil1293 (DAI et
al. 2007). Die Preproregion zeigt weiterhin keine Homologien zu der von Conantokin-G auf.
Aufgrund seiner Aminosdurezusammensetzung und der Stellung der Cysteine kann es nicht zu
den Conantokinen gezdhlt werde (BANYOPADHYAY et al. 1997). Contryphane sind 7-9
Aminosduren lange Oligopeptide, die bisher in indo-pazifischen molluscivoren und piscivoren
Arten gefunden wurden, sowie in C. ventricosus, einer vermivoren Art aus dem Mittelmeer
(IMAssILIA et al. 2001, 2003]) Im Gegensatz zu der Meinung dieser Autoren handelt es sich
bei Contryphan-Vn jedoch nicht um das erste charakterisierte Peptid aus dem Gift einer
vermivoren Conus-Art, da die Conotoxine ebenfalls Peptide sind und selbst Peptide ohne
charakteristisches Cystein-Motiv bereits 1984 aus vermivoren Arten beschrieben wurden
(McINTOSH et al. 1984)). Contryphane sind dadurch gekennzeichnet, dass sie neben zwei
Cysteinen an Position 3 oder 4 ein Tryptophan bzw. bei den Leu-Tryptophanen ein Leucin
besitzen, wie Leu-Contryphan-Tx und Leu-Contryphan-P aus den Giften von C. textile und
C. purpurascens (JACOBSEN et al. 1999, JIMENEZ et al. 2001). vil1293 enthélt weder einen
Leucin- noch ein Tryptophan-Rest, weswegen es nicht zu den Contryphanen gerechnet werden
kann. Conorfamide-Sr1 und Conorfamide-Sr2, die einzigen bisher bekannten Mitglieder ihrer
Stoffgruppe, sind jeweils 12 Aminosduren lang und bilden keine Disulfidbriicken aus (MAILLO
et al. 2002, AGUILAR et al. 2008). Wihrend bei den beiden Conorfamiden der N-Terminus der
Sequenz identisch ist, zeigt er keine Homologie zu dem von vil1293. Conopressine besitzen
mit neun Aminosduren ungefdhr die gleiche Liange wie vil1293. Auch besitzen sie zwei
Cysteine (DUTERTRE et al. 2008). Allerdings ist die Position der Cysteine bei diesen
Vasopressin/Oxytocin  Homologen anders arrangiert. Weiterhin besitzt vil1293 keine
Strukturdhnlichkeit zu den bekannten Conopressinen noch zu Vasopressin-Homologen. Der
Contulakin-G-Precursor hat mit 50 Aminosduren eine dhnliche Lange wie der von vil1293 (57
Aminoséduren), der C-terminale Anhang ist allerdings mit zehn Aminosduren deutlich kiirzer
als der von vil1293, der eine Lange von 32 bzw. 39 Aminosduren aufweist. Weiterhin ist die
Sequenz vom aktivierten Contulakin-G ldnger, als die von vill293 und besitzt keine

Strukturhomologie damit.
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Das hier charakterisierte Peptid vil1293 lésst sich somit in keine bekannte Conopeptid-
Gruppe einordnen. Da zudem ein Datenbankabgleich keine Ergebnisse brachte kann {iber den
Ort der physiologischen Aktivitit sowie iiber eventuelle weitere Funktionen dieses
Oligopeptids keine Aussage getroffen werden. Es stellt somit das erste Mitglied einer neuen

Klasse von Conopeptiden dar.

4.3.5 purpur X —ein potentiell neues Toxin aus der P-Superfamilie

Das Peptid purpur X wurde, wie der Name bereits andeutet, in C. purpurascens entdeckt.
Es weist ein dhnliches Cystein-Motiv wie die Conotoxine der P-Superfamilie auf. Diese Toxine
waren frither unter dem Namen spasmodic peptides bekannt. Nach der Injektion des Toxins
haben sich normale Mause wie die Mutanten spasmodic- und spastic mouse verhalten (BECKER
1990, RyaN et al. 1994). Die P-Superfamilie besitzt ein Cystein-Motiv, welches
C(X3)C(X5)C(X3)C(X1)C(X4)C lautet (MILES et al. 2002, P1 et al. 2006). Das Cystein-Motiv von
purpur X ist C(X;5)C(X;)C(X13)C(X7)C(Xz0)C. Es ist somit langer und wiirde aller Voraussicht
nach eine neue Unterfamilie représentieren. Die Preproregion entspricht in ihrer Lange von 42-
49 Aminosduren derjenigen der P-Superfamilie (50 Aminosduren). Ein C-terminaler Anhang
ist bei der P-Superfamilie nicht bekannt. Es ist jedoch denkbar, dass er analog zu den I,-
Toxinen enzymatisch abgespalten wird.

Eine sehr dhnliche Toxin-Familie sind die Pg-Toxine aus der Turriden-Gattung Gemmula
(HERALDE III et al. 2008), der grofiten Familie innerhalb der Conoidea (BOUCHET et al. 2002),
die eine nahe Verwandtschaft zu den Conidae zeigt. Die Pg-Toxine haben das Cystein-Motiv
C(X9)C(Xs5)C(X3)C(X3)C(Xe)C. Diese gleichen Toxinfamilien konnen auf eine konvergente
Entwicklung zuriickzufiihren sein. Da Conidae und Turridae nah miteinander verwandt sind ist
es jedoch auch moglich, dass diese Toxine bereits von den gemeinsamen Vorfahren
synthetisiert wurden und zumindest teilweise ohne groBere Verdnderungen im Laufe der
Evolution erhalten geblieben sind.

Bei Analysen des Rohgiftes von C. purpurascens wurde bisher kein Toxin mit dem
vermuteten Molekulargewicht identifiziert. Dabei wurden jedoch andere Individuen von
C. purpurascens verwendet, die moglicherweise das Toxin nicht synthetisieren. Eine weitere
Moglichkeit ist, dass purpur X starken posttranslationalen Modifikationen unterworfen ist, was
eine Verdnderung des Molekulargewichtes nach sich zieht und somit nicht bei der

chromatographischen Auftrennung im erwarteten Groflen-Bereich gefunden wiirde.

119



4. Diskussion

4.3.6 Toxin-Phylogenie

Die phylogenetische Untersuchung der Prepro-Regionen verschiedener Conotoxin-
Superfamilien belegt, dass die jeweiligen Superfamilien charakteristische Precursor haben. Die
zwel Contulakin-Prepro-Regionen wurden bei der durchgefiihrten Maximum Parsimony-
Analyse als Outgroup bestitigt. Bis auf zwei Aufspaltungen bei der T-Superfamilie und der O-
Superfamilie sind sdmtliche Precursor innerhalb der jeweiligen Superfamilie monophyletisch
dargestellt. Dieses Gruppe scheint durch Einfaltung aus ldngeren Toxinen entstanden zu sein.
Die Auflosung innerhalb der A-Superfamilie ist im Vergleich zu dem Stammbaum, dem ein
reiner Datensatz aus dieser Superfamilie zugrunde gelegen hat, besser. Dies ist moglicherweise
auf den insgesamt diverseren Datensatz und der kleineren Anzahl sehr dhnlicher Sequenzen
zurlickzufiihren.

Analog zu dem Stammbaum der A-Superfamilie sind auch hier die Precursor des xA-,
sowie des aA-Conotoxins innerhalb der a-Conotoxine eingruppiert. Die basale Stellung der
Toxine von C. jaspideus wird erneut verdeutlicht. Die Toxine sind hierbei nicht mehr so strikt
nach der Nahrungspréferenz der jeweiligen Arten untergliedert wie zuvor, was ebenfalls auf
die geringere Anzahl von Sequenzen in der Analyse zuriickzufiihren ist.

Ein Grund fiir die eindeutige Gruppierung innerhalb der I-Superfamilie konnte sein, dass
hierbei nur Precursor aus der I,-Familie verwendet wurden. Unter Beriicksichtigung der I;-
Precursor wire diese Klade vermutlich in zwei Gruppen aufgespalten worden, wie es auch bei
der M-Superfamilie eingetreten ist.

Die Analyse zeigt, dass es sich bei der beschriebenen F-Superfamilie um eine andere,
eigenstindige Toxin-Gruppe handelt, die keine ndhere Verbindung zu den L- und J-
Superfamilien aufweist. Aufgrund der Lénge ihrer Precursor sind die beiden Toxine der F-
Superfamilie die basalsten der Innengruppe, wihrend die J-Superfamilie die Schwestergruppe
der I-Superfamilie (I,-Familie) darstellt. Die Beziehungen beider Superfamilien zueinander,
wiére unter Beriicksichtigung der I;-Familie von Interesse. Da die Preproregionen der I;-
Familie beziiglich der Sequenzlinge groBere Ahnlichkeiten zu der J-Superfamilie aufweisen,
ist zu vermuten, dass diese in einem ndheren verwandtschaftlichen Verhéiltnis zueinander
stehen und sich die I,-Familie aus diesen entwickelt hat, da die Prepro-Regionen deutlich
konservierter sind als die Toxinregionen und Anderungen im Gegensatz zu den Toxinen nur
langsam ablaufen.

Durch Verkiirzung des Cystein-Motivs bei einigen Toxinen unter Beibehaltung der

physiologischen Aktivitit, konnte im Verlauf der Evolution die J-Superfamilie entstanden sein.
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Auffillig ist im Stammbaum, dass zwei Superfamilien die ein dhnliches target haben (K'-
Kanile, aber verschiedene Untereinheiten), einen gemeinsamen Ursprung besitzen. Durch
Adaption an die verschiedenen Untereinheiten der Ionenkanile konnte es bei diesen zwei
Superfamilien zu den unterschiedlichen Spezifititen und Cystein-Motiven gekommen sein.
Unklar ist jedoch, ob eine zufdllige Mutation des Cystein-Motivs die unterschiedlichen
Spezifititen hervorgebracht hat oder diese als langsame Anpassung an die anderen
Bindungsorte geschehen sind, bei der die Toxinstrukturen immer weiter angepasst wurden. Da
weder die F-, die M-Superfamilie, noch das kA-Conotoxin in der engeren Verwandtschaft
dieser Gruppe lokalisiert sind, miissen K'-Kanal-bindende Toxine mehrmals im Laufe der
Evolution entstanden sein. Je nach ihrem Alter ist das eine Erkldrung, weshalb manche Arten
Toxine bestimmter Superfamilien gar nicht synthetisieren (OLIVERA 2002), da nur Arten die
sich nach der Entwicklung der jeweiligen Toxingruppe herausgebildet haben, die genetischen
Anlagen dazu besitzen Auch konnte eine friihe Anlage fiir bestimmte Toxine im Laufe der Zeit
verloren gegangen sein, da sie durch effektivere Formen ersetzt worden sind.

Eine Aufspaltung beziiglich unterschiedlicher Wirkungsorte scheint innerhalb der T-
Superfamilie stattzufinden. Hier bilden die Toxine zwei Hauptgruppen. Weiterhin gibt es eine
viel basaler gestellte Klade, die sich in nur zwei Toxine aufspaltet. Die Toxine lassen keine
einheitlichen Merkmale erkennen nach denen sie unterteilt werden konnten. In allen Gruppen
variiert die Anzahl der Aminoséurereste zwischen Cys” und Cys’. Diese Toxingruppe scheint
relativ divers hinsichtlich ihrer Bindungstellen zu sein. Analysen an zwei verschiedenen
Toxinen haben zwei unterschiedliche physiologische Aktivititen gezeigt. Ein Toxin aus
C.textile hat den prisynaptischen Ca®’-Fluss beeintrichtigt, wohingegen das andere aus
C. litteratus an die Na'-Kanile von Neuronen, jedoch nicht an die des Muskels gebunden hat
(RIGBY et al. 1999, Liu et al. 2007). AuBerdem sind diese Toxine sehr stark posttranslational
modifiziert (HANSON et al. 2004, AGUILAR et al. 2006). Insofern ist es vorstellbar, dass bei der
vorliegenden Analyse Preproregionen von Toxinen verwendet wurden, die unterschiedliche
Wirkungsspektren haben und sich hinsichtlich bestimmter Erkennungssequenzen in der
Signalregion unterscheiden. Auch belegt die Stellung der Preproregionen der Toxine von
C. leopardus und C. gloriamaris an, dass die verschiedenen Klassen einen unterschiedlichen
Ursprung haben.

Erwartungsgemal findet sich purpur X, wie aufgrund der Lidnge der Preproregion sowie
dem Cystein-Motiv postuliert, innerhalb der P-Superfamilie. Seine basale Stellung innerhalb
der Gruppe deutet an, dass die Preproregion stirker abgewandelt ist, als bei den anderen

Toxinen. Dies kann sekundir aufgetreten sein, wahrscheinlicher ist aber, dass es sich um ein
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plesiomorphes Merkmal der P-Superfamilie handelt. Es ist moglich, dass bei diesem Toxin im
Laufe der Evolution ein vermehrter Einbau von Aminosdureresten in die, durch die
Disulfidbriickenbindungen erzeugten, Loops erfolgt ist. Auch das entgegengesetzte Modell ist
moglich. Demnach wire purpur X ein relativ altes Toxin und die Loops der weiteren Toxine
sind durch Deletionen von Aminosduren kleiner geworden. Beide Szenarien wiirden jedoch die
adaptive Radiation einer Toxin-Superfamilie dokumentieren, die sich in bestimmten Mallen
auch auf andere Stoffe und Organismen iibertragen ldsst, wie beispielsweise der Entwicklung
von Antikorpern und weiteren Proteinen.

Die Toxine der O-Superfamilie werden aufgrund der Affinitét zu bestimmten lonenkanilen
in k- (K'-Kanile), nO-, 8- (jeweils Na'-Kanal), und o-Conotoxine (Ca’"-Kanile) unterteilt.
Von den Toxinen die in diese Analyse einbezogen wurden, sind diese Unterteilungen mit
Ausnahme des ®-Conotoxins von C. catus sowie PullA (aus C. pulicarius) nicht bekannt. Es
konnen daher iiber die tatsdchliche Zuordnung dieser Toxine nur Vermutungen angestellt
werden. Ein Datenbankabgleich des Toxins von C. nux ergab eine hohe Ahnlichkeit zu den &-
Conotoxinen. Die Toxine dieser Superfamilie werden innerhalb des Stammbaumes in zwei
Gruppen aufgespalten. Die groBere Gruppe teilt sich wiederum in zwei Aste auf. Es ist
moglich, dass die pO-, 6- und ®-Conotoxine zu der groBeren, jiingeren Gruppe geordnet
werden, k-Toxine hingegen die kleinere Gruppe bilden. pO- und 3-Conotoxine binden beide an
Na'-Kanile, jedoch vermutlich an verschiedene Untereinheiten. TERLAU et al. (1996b) konnten
zeigen, dass pO-Toxine nicht an die Untereinheit I des Na'-Kanals binden. 3-Conotoxine
scheinen eine wichtige Rolle bei der Immobilisierung der Beute zu spielen und wirken sehr
spezifisch gegen die jeweilige Beute. So erwiesen sich d6-TxVIA sowie 0-GmVIA aus den
molluscivoren C. textile und C. gloriamaris als aktiv bei Aplysia und anderen Invertebraten,
jedoch als nicht toxisch fiir Wirbeltiere. Das Toxin 8-PVIA der piscivoren Art C. purpurascens
ruft hingegen bei Vertebraten Symptome hervor, ist bei Mollusken aber inaktiv (SHON et al.
1994, HAssON et al. 1995, TERLAU & OLIVERA 2004). Diese Wirkungsspektren zweier
Toxinklassen, an verschiedene Untereinheiten des gleichen Ionen-Kanals, aus einer
Superfamilie sprechen fiir ein nahes verwandtschaftliches Verhéltnis der Toxinklassen.

Anhand des Giftes von C.magus konnte gezeigt werden, dass w-Conotoxine an
verschiedene Subtypen der Ca®"-Kanile binden und die Toxine Unterschiede in ihrer
Aminosduresequenz aufweisen (LIU et al. 1996). Da die Preproregionen jedoch weitestgehend
identisch sind, sind keine weiteren Unterteilungen vorgenommen worden (HILLYARD et al.
1992). Die ®-Conotoxine stellen jedoch den Hauptbestandteil im Gift v.a. der piscivoren Arten

dar. Aufgrund dieses zahlenmiBigen Ubergewichtes ist davon auszugehen, dass sie einen

122



4. Diskussion

betrachtlichen Teil der Sequenzen des Datensatzes ausmachen, weswegen sie wahrscheinlich
in der groBeren Gruppe der O-Superfamilie zu finden sind, zumal dort mit dem Toxin von
C. catus und PullA zwei bekannte w-Conotoxine vertreten sind.

Zwei unterschiedliche Kompositionen der groen Gruppe wéren am wahrscheinlichsten:
Zum einen bilden die m-Conotoxine die groBte Klade dieser Gruppe, die sich in zwei kleinere
verzweigt. Das konnte auf die Affinititen beziiglich der verschiedenen Ca®-Kanal-Subtypen
zurlickzufiihren sein. Der kleinere Ast der Hauptgruppe wird dabei aus k-Conotoxinen
gebildet.

Zum anderen ist es moglich, dass der kleinere Ast der Hauptgruppe sich aus pO- und o-
Conotoxinen zusammensetzt, die sich untereinander weiter aufspalten. Aufgrund der
Sequenzhomologie der Preproregion von nux2 ist diese Variante die wahrscheinlichere.
Weiterhin spricht die direkte Verwandtschaft der Na'-Kanal-bindenen Conotoxin-Gruppen
dafiir. Eine spezifische Bindung an Na'-Kanile hitte sich demnach nur einmal innerhalb der
O-Superfamilie entwickelt. Fiir die kleine Klade wiirde das bedeuten, dass sie aus k-
Conotoxinen besteht.

Eine Reihe von Toxinen anderer basaler Superfamilien bindet ebenfalls an K'-Kanile.
Dabei konnte es durch Insertionen zu einer Verlingerung der Toxine gekommen sein, die zur
Ausbildung eines neuen Cystein-Motivs bei dhnlicher Wirkspezifitdt gefiihrt hat. Da jedoch
von der T-Superfamilie der Ort der physiologischen Aktivitit nicht bekannt ist, bleibt dieser
Aspekt rein spekulativ. Die Affinitit eines dieser Toxine an einen Na'-Kanal eroffnet auch die
Moglichkeit, dass sich die basalere der beiden O-Superfamilien Gruppen aus o- und pO-
Conotoxinen zusammensetzt. Von k-PVIIA aus C. purpurascens ist bekannt, dass Mutationen
innerhalb der Loops zu Affinitdtsdnderungen beziiglich der Bindung fiihren (JACOBSEN et al
2000). Da auch innerhalb der M-Superfamilie K'-Kanal-bindende Toxine bekannt sind (kM-
Conotoxine), ist es moglich, dass sich die M-Superfamilie durch Konformationsénderung aus
frithen k-Toxinen der O-Superfamilie entwickelt hat. Manche Toxine der O-Superfamilie
hitten im spidteren Evolutionsverslauf aufgrund der Hypervariabilitdit durch neugeartete
Strukturen bei gleichem Cystein-Motiv zu neuen Wirkspezifititen gefiihrt. Die basale Stellung
des Toxins CalTx aus C. californicus ldsst sich durch die Urspriinglichkeit dieser Art erklaren.

Die M-Superfamilie scheint sich aus der basalen Gruppe der O-Superfamilie entwickelt zu
haben. Das kann durch Insertionen, Deletionen und Substitutionen hervorgerufen worden sein,
die im Laufe der Zeit zu einer Konformationsdnderung gefiihrt haben. Aus dieser Familie sind
Toxine bekannt, die sowohl an die nikotinergen ACh-Rezeptoren (y-Conotoxine),

an K'-Kanile («<M-Conotoxine), als auch an Na'-Kanile (p-Conotoxine) binden (SHON et al.
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1997, CHAHINE et al. 1998). Die derzeitige Unterteilung in vier Gruppen, den so genannten m-
1 bis m-4 branches, ist provisorisch, da noch kein exaktes Muster fiir die Unterteilung bekannt
ist (Du et al. 2007).

Die Toxine der m-1 und m-2 branches sind hauptsidchlich im Gift von vermivoren und
molluscivoren Arten gefunden worden. Von den bisher beschriebenen Toxinen des m-1 branch
ist bekannt, dass die Preproregionen lidnger, als die der iibrigen Toxin-Gruppen, sind. Die
Toxinregion hingegen, ist zusammen mit derjenigen der m-2 Toxine, die kiirzeste bisher
beschriebene innerhalb der Superfamilie. Weiterhin sind m-2 Toxine durch ein
Prolin/Hydroxyprolinrest in threm dritten Loop charakterisiert. Das
Hauptunterscheidungsmerkmal dieser Gruppen besteht nach AL-SABI et al. (2004) in der
Cystein-Konnektivitit, (m-1: Cys'-Cys’, Cys*-Cys®, Cys’-Cys’; m-2 und m-3: Cys'-Cys®,
Cys*-Cys*, Cys’-Cys”; m-4: Cys'-Cys*, Cys®-Cys’, Cys’-Cys®). Die Mitglieder des m-2 branch
werden weiter anhand der Anzahl der Aminosdurereste von denen des m-3 branch
unterschieden. Erschwerend fiir die Einteilung ist, dass Toxine mit sémtlichen Wirkungsorten
in jeder der vier Gruppen gefunden wurden (CorpUz et al. 2005). Anhand der
phylogenetischen Rekonstruktion werden die Toxine der M-Superfamilie in zwei Gruppen
unterteilt. In der groBeren stehen sdmtliche m-1 Toxine, wihrend die zweite Gruppe aus
Toxinen der m-2 und m-4 branches besteht. Das bestitigt auch die Ergebnisse von WANG et al.
(2008). Eine exaktere Unterteilung ist allerdings nicht moglich. Es scheint, als ob die M-
Superfamilie sich in einer evolutiondren Phase befindet, in der es zur Ausbildung neuer
Bindungsaffinititen und Anderungen in der Toxinlinge kommt.

Diese Ergebnisse deuten an, dass es bei der Entwicklung dieser Toxine zunéchst zu
Modifikationen in der Sekundérstruktur kommt. AnschlieBende Anderungen der Primérstruktur
entwickeln sich demnach erst sekundidr, nachdem die Wirksamkeit des rdumlich neu-
strukturierten Toxins etabliert ist. Dieser Verlauf findet sich in dem MalBe bei keiner weiteren
Conotoxin-Gruppe. Die Entwicklung der M-Superfamilie sowie der groBBen Gruppe der O-
Superfamilie ist derjenigen entgegengesetzt, die man zwischen der I,-Familie und der J-
Superfamilie beobachten kann. Wéhrend es bei der letzteren Gruppe zu einer Struktur-, jedoch
nicht zu einer Affinititsdnderung gekommen ist, zeigen die M- sowie die O-Superfamilie eine

Spezifititsdnderung bei weitestgehend konstantem Bauplan.

Dabei stellt sich die Frage weswegen es zu dieser Hypervariabilitit der Toxine gekommen
ist. Moglicherweise kann durch die Toxin-Vielfalt eine bestimmte Beute langfristig als

Ressource erschlossen werden. Auch das Ausweichen auf eine andere Beute wird durch die
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Toxin-Vielfalt erleichtert. Analog zu den MHC Proteinen und den Geruchsrezeptoren (BUCK,
1992, NGaIl et al. 1993, SULLIVAN et al. 1996) wiirden sich auch bei den Conotoxinen
Genduplikationen vorteilhaft auswirken. Damit stinden die Produkte mehrerer Gene zur
Verfiigung. Wiirde ein Toxin wirkungslos werden konnte auf das nichste zuriickgegriffen
werden.

Damit assoziiert ist die Moglichkeit der arms race, einem Wettriisten auf molekularer
Ebene, die auf der einen Seite die Toxine betreffen wiirde und auf der anderen die Ionen-
Kanile und Rezeptoren der Beuteorganismen. Eine solche Coevolution von Réuber und Beute
konnte eine dhnliche evolutiondre Variabilitdt zur Folge haben, wie sie bereits bei der Wirt-
Pathogen Evolution beobachtet worden ist (RILEY 1993, ZHANG et al. 1998). Um dies zu
verifizieren miissten die Mutationsraten der Kandle und Rezeptoren der Beuteorganismen
untersucht werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Kombination aus molekular-phylogenetischen Daten und
Vergleich der Gehéduse-Zeichnung exakte Aussagen iiber die Verwandtschaftsbeziehungen der
Arten zueinander erlaubt. Im Hinblick auf die grole medizinische Bedeutung, der in grofBer
Vielfalt vorliegenden Toxine, ist eine sehr prézise und umfassende systematisch-taxonomische
Revision der Familie Conidae notig, damit einerseits eine klare Zuordnung der Toxine zu ihren
,,Produzenten“ und andererseits das Auffinden der Tiere in der Natur durch exakte
Bestimmung erfolgen kann. Auf der Grundlage unfundierter Indices ist es zu einer Vereinigung
vieler Arten zu Artkomplexen gekommen. Eine unzureichende taxonomische Differenzierung
von Artkomplexen fiihrt zum Verlust potenziell medizinisch-relevanter Toxine, da ihre Triger
nicht umfassend untersucht werden kdnnen.

Abgewandelte Erndhrungsweisen geben gleichwohl Einblick in die verwandtschaftlichen
Verhiltnisse. Wie bei der Besiedelung unterschiedlicher Habitate und Gebiete, kann es
hierdurch sowohl zur Artausbildung, als auch zur Entwicklung neuer Toxine gekommen sein,
da die Hypervariabilitét eine 6kologische Anpassung darstellt.

Uber das Studium des Toxinbildes basaler Arten kdnnen Aussagen iiber die Toxin-
Evolution abgeleitet werden, welche die Adaption und Entstehung neuer Wirkmechanismen

gleichermallen abdecken.

Die Artenvielfalt und die damit verbundenen 6kologischen Anpassungen haben bei den
Kegelschnecken das grofte bekannte Giftarsenal einer einzigen Familie entstehen lassen. Sie
sind somit nicht nur die artenreichste marine Tiergattung, sondern auch die grofiten Toxin-

Entwickler im Tierreich.
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5. Zusammenfassung

Die Gattung Conus reprisentiert die artenreichste Gattung giftiger Tiere. Mit 600-1000
Arten gilt sie als die grofte marine Invertebraten-Gattung. Die Artidentifizierung erfolgt
iiblicherweise anhand Gehduse-morphologischer Merkmale.

Morphologische und Molekular-phylogenetische Daten (16S rRNA) beweisen, dass
conchologische Gehduse-Indices unter dem Einfluss unterschiedlicher Lebensbedingungen
individuell stark variieren und fiir die Klarung verwandtschaftlicher Beziehungen ungeeignet
sind. Dies macht eine Unterteilung der Gattung Conus auf der Grundlage der Gehiuse-
Silhouette hinféllig und stellt die derzeit gebrduchliche Taxonomie auf Artebene in Frage.

Molekular-phylogenetische Analysen belegen, dass die Zeichnung ein konstantes Merkmal
innerhalb einer Artengruppe ist. Hinsichtlich ihrer Zeichnungselemente dhnliche Arten bilden
in den Stammbé&umen geschlossene Gruppen.

Eine Zwei- bis Dreiteilung der Conidae beruht auf verschiedenen Radiationen, die élteren
Gruppen bilden den taxonomisch kleineren Teil der Familie. Die genetischen Distanzen der
Gruppen zueinander berechtigen eine taxonomische Unterteilung der Familie Conidae in
unterschiedliche Gattungen. Die Mitglieder der alten Klade sind vor allem im westlichen
Atlantik und Ost-Pazifik beheimatet, mit nur einer Art im Indo-Pazifik. Die Mitglieder der
jungeren Klade haben sich hingegen im Laufe der Evolution in allen wirmeren Meeren
ausgebreitet.

Wihrend sich die piscivore Erndhrungsweise mehrmals entwickelt hat, stellen die
molluscivoren Coniden eine monophyletische Gruppe dar, die sich durch ihre tent-mark-
Zeichnung von allen anderen Gruppen abgrenzen 14Bt. Die Amphinomidae-Fresser bilden
ebenfalls ein Monophylum, hervorgegangen aus einer indo-pazifischen Artengruppe. Vom
Indo-Pazifik stammend haben sie ihre Beutespezifitit im westlichen Atlantik bzw. Ostlichen
Pazifik erworben, wo sie zudem die groBte Diversitit zeigen.

Den ersten Nachweis dafiir, dass die Eastern Pacific Barrier von Mollusken auch von
Osten nach Westen passiert worden ist, erbringt die sekunddr in den Indo-Pazifik
eingewanderte C. imperialis. Die Ergebnisse belegen, dass der West-Atlantik/Ost-Pazifik
mehrmals besiedelt worden ist und dabei sowohl Migrationen aus dem 0Ostlichen Atlantik, als

auch aus dem Indo-Pazifik stattfanden.

Aufgrund ihrer Hypervariabilitit unterliegen die Conotoxine einer rasch ablaufenden

Evolution. Abhingig vom jeweiligen Cystein-Motiv und der Anzahl der dazwischenliegenden
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Aminoséurereste erfolgt die Klassifizierung in verschiedene Superfamilien. Die vorgestellten
Mitglieder der A-Superfamilie gehoren zu Gruppen, die bisher nur von vereinzelten
Nachweisen belegt sind. Manche o-Conotoxin-Precursor werden in identischer Form von
einander unverwandten Arten synthetisiert (C. jaspideus und C. ermineus), ebenso ein Toxin-
Precursor aus der O-Superfamilie, der im Genom von C. jaspideus sowie C. nux enthalten ist.
Obgleich identische Toxine selten sind, stellen solche Funde ein Novum dar, da sie archaische
Prototypen der Conotoxine sein konnten. Die phylogenetische Analyse der Prepro-Regionen
spiegelt die basale Stellung dieser Toxine wider.

Zwei aus C.regius identifizierte Precursor der I,-Familie erscheinen ecine weitere
Unterteilung dieser Toxingruppe nétig zu machen. Sie unterscheiden sich durch die Anzahl
threr Aminosédurereste von allen anderen bisher bekannten aus dieser Toxin-Superfamilie.
Gleiches gilt fiir purpur X, einem méglichen Toxin-Precursor mit strukturellen Ahnlichkeiten
zu den Toxinen aus der P-Superfamilie. Die Unterschiede sind hier so grof3, dass dieser
Precursor vermutlich den ersten Vertreter einer neuen Familie oder gar Superfamilie darstellt.
Analog dazu ldsst sich vill293 aus C. villipinii in keine bekannte Conopeptid-Gruppe
einordnen. Hierbei handelt es sich um ein Oligopeptid aus zehn Aminosduren mit einer
vermeintlichen Disulfidbriickenbindung.

Die Toxine der F-Superfamilie werden erstmalig mit ihrem kompletten Precursor
beschrieben. Dabei zeigen sich auch in der Signalregion strukturelle Differenzen zu den
dhnlichen J- sowie L-Conotoxinen, die die Einflihrung dieser neuen Superfamilie erfordern.

Der phylogenetische Vergleich der Preproregionen zeigt, dass die Toxine anhand dieses
Bereiches klassifizierbar sind. Ob die Cystein-Motive der O- und T-Superfamilie zweimal
durch Insertionen sowie Deletionen entstanden sind bleibt unklar. Die Verwandtschaft mancher
Superfamilien zueinander belegt, dass bei Beibehaltung der physiologischen Aktivitdt sich
durch Mutationen das Cystein-Motiv gedndert hat, um eine grofere Variabilitit zu erzielen.
Andere Toxin-Superfamilien zeigen hingegen den umgekehrten Verlauf. Unter Beibehaltung
des Cysteinmotivs wurden allein durch die Variation der Aminosduresubstituenten neue
physiologische Aktivitdten entwickelt, die sich jedoch auf die Preproregion ausgewirkt haben.
Wihrend frithe Conotoxine K'-Kanal-Blocker waren, scheint die Affinitit zu diesem Wirkort
im Laufe der Evolution mehrmals entstanden zu sein, wobei Spezifikationen auf verschiedene

Kanaluntereinheiten stattgefunden haben.
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ACH-Rezeptoren
AMP

C, Cys

CTAB

Cysx

Cys*

DMSO
DNA

dNTP
EDTA

ng, mg, g
HGn

IPTG

kb

LB

pum, mm, cm
PCR

PMD

RACE

RNA

RD
RSH
RW
SDS
SOC
TAE
TRIS
X-Gal

Acetylcholin-Rezeptoren
Ampicillin

Cystein
Cetyltrimethylammoniumbromid
Cystein an Position x des Molekiils
Cystein Nummer x des Molekiils
Dimethylsulfoxid
desoxyribonucleic acid
Deoxyribonucleotidtriphosphat
ethylene diamine tetraacetic acid
Microgramm, Milligramm, Gramm
Hauptgruppe n
Isopropyl-B-D-thiogalactosid
Kilobase

lysogeny broth

Micrometer, Millimeter, Centimeter
polymerase chain reaction

position of maximum diameter
rapid amplification of cDNA ends
ribonucleic acid

revolutions per minute

relative diameter

relative spire height

relative weight

sodium dodecyl sulfate

super optimal broth plus glucose
tris-acetate-EDTA
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

5-bromo-4-chloro-3-indolyl- B-D-galactopyranosid
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