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1. Zusammenfassungin dieser Arbeit werden erstmals Mutationsraten Mokrosatelliten vorDaphnia-Taxa
aus der Klasse der Crustaceen vorgestellt. Es wurdélf Loci bei 27 Individuen Uber einen Zeitrawon 240
Generationen getestet, von denen 267 Klon/Locustdiaationen informativ waren und in denen an dréglser
Kombinationen Mutation beobachtet wurde. Gemitiibler alle Taxa und Loci wurde eine Rate von 2,34*
Mutationen pro Allel und Generation gefunden. Dardleich mit Mutationsraten anderer Organismentzeig
dass die gefundene Rate durchaus in deren Grodemgdiegt. Am néachsten kommen sie den Raten, €ie b

Schweinen und Fruchtfliegen gefunden wurden.

2. Einleitung

Mikrosatelliten sind hoch repetitive DNA-Sequenzeiie in vielen Feldern der Biologie
(Genkartierung, Populationsstudien, Vaterschatisted/erhaltensékologie, genomische
Krebsforschung und forensische Identifikation) aislekulare Markereingesetzt werden
(Goldstein und Schlotterer 1999). Auch bei Taxa d@attung Daphnia (Cladocera;
Crustacea), einem weit verbreiteten Modellorgansraus Okologie und Okotoxikologie,
werden diese Marker seit ihrer Entwicklung (Ender a. 1996) zur genetischen
Charakterisierung eingesetzt. Spatestens seit ddti€&ung einzelner Loci fir verschiedene
Artkomplexe der Gattun®aphnia (Colbourne et al. 2004, Fox 2004, Brede et al.62@&ihd
sie ein wichtiges Element in vielen aktuellen lifrogischen, populationsbiologischen und

Okologischen Untersuchungen, die sich mit Daphbescthaftigen.

Die in dieser Studie untersuchten Taxa gehérenUntergattungHyalodaphnia, fur die in
Brede et al. (2006) Mikrosatelliten vorgestellt den, die schon in zahlreichen anderen
Untersuchungen eingesetzt wurden (unter anderedennDiplomarbeiten von N. Brede, C.
Sandrock, A. Thielsch, N. Meier und K. Heubach)welchen Raten diese Marker mutieren,
wurde allerdings noch nicht untersucht. Besondersikologischen Experimenten, in denen
klonale Linien anhand von Mikrosatelliten-Markerhacakterisiert und danach manipuliert
werden, ist es wichtig zu wissen, dass genetiscrgation nach dem Experiment nicht auf

zufallige Mutationen in schnell mutierenden Locriakzuflhren ist.

Relativ wenige Untersuchungen zur Evolution und &ion in Mikrosatelliten wurden bisher

durchgefuhrt (Weber und Wong 1993, Nikitina and &anko 2004, Sainudiin et al. 2004,

Mayer und Kerth 2005). Diese bezogen sich meist wehige Taxa. Im gesamten

Unterstamm der Crustaceen wurden bisher noch Kémtersuchungen dazu durchgefuhrt.

Die vorliegende Arbeit befasst sich daher mit dertdionsrate von Mikrosatelliten-Loci in

oft verwendeten Taxa der Gattubgphnia und ist damit die erste, die dieses Marker-System
3
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direkt experimentell testet. AuRerdem werden erstnfdaten zu Mutationsraten von

Mikrosatelliten eines Taxons in der gesamten Grafjoe der Crustaceen vorgestellt.

3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Die untersuchten Tiere stammen aus den Laborkultdes AK Streit. Sie werden bei einer
Photoperiode von 16 Stunden hell / 8 Stunden dunked 20°C in autoklaviertem
Teichwasser gehalten, mit einer Algensuspenstioenédesmus obliquus) geflttert und bei
Bedarf (etwa einmal im Monat oder seltener) einigere in eine neue Kultur umgesetzt. Im
Juni 1996 wurden zufallig Individuen verschiedehérien Daphnia cucullata, D. galeata
und einigen Hybriden aus diesen beiden Arten in %0Ethanol konserviert. Andere
Individuen dieser Klone wurden unter gleich bleitbem Bedingungen weiter gehalten, bis
zehn Jahre spater wieder Individuen der jeweiliggnen zur Untersuchung entnommen
wurden. Bei einer angenommenen mittleren Genersah von 14 Tagen (persoénliche
Mitteilung K. Schwenk) und 120 Monaten Halteruncgait das eine Generationenzahl von
240, die zwischen den konservierten Tieren von 199® denen von 2006 liegt. Tabelle 1
zeigt die verwendeten Klone und deren Taxonzuggkeéit.

Tabelle 1: Ubersicht iber die verwendeten Klones ©. cucullata, G = D. galeata, C x G = Hybrid aus
D. galeata und D. cucullata. Bei den Hybriden sind zusétzlich noch die Eltgigh (m = Mannchen, w =
Weibchen) vermerkt.

Klon 33 100 G44 K5 GCL1 X1 X4 X5 X16

Taxon C G G G GxC CxG CxG CxG CxG
100(w)  33(w) 33(w) 33(w) 33(w)
33(m) 100(m) 100(m) 100(m) 100(m)

3.2 DNA-Praparation

Lebende Tiere wurden je nach Gréf3e in 30-100 pPdBBer (1x: 10 mM Tris-HCI (pH 8,3
bei 25°C), 0,05 M Kaliumchlorid, 0,005 % Tween-2du0,005 % NP-40) tberfihrt, mit 2 pl
Proteinase K (1@g/ml; Sigma Aldrich) versetzt und mindestens 4 8amoder Uber Nacht
im Wasserbad (Schuttler) bei 42°C inkubiert. Diakitivierung der Proteinase K erfolgte
durch Erhitzen auf 95-100°C fir 12 Minuten. Die IB#o wurden danach bei 4°C gelagert.
Die Alkohol-Tiere von 1996 wurden vor der DNA-Prépizon fir mindestens 4 Stunden oder
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Uber Nacht in 1 ml 1x TE-Puffer (10x: 10 mM TRIS;mM EDTA, pH 8,0) gegeben, um den
Alkohol zu entziehen.

3.3 Mikrosatelliten-Analyse

Als genetische Marker wurden zwolf Mikrosatelliteaei (Brede et al. 2006) verwendet, die
in Multiplex-PCRs amplifiziert wurden: SwiD 12, Swi6, SwiD 18 (,grin“); Dp 281NB,
SwiD 14, DaB 10/14 (,blaul®); DaB 17/17, Dp 196NBblagu2“); Dgm 105, Dgm 109,
Dgm 112 (,schwarz”). Der Locus Dp 519 wurde einzaimplifiziert. Die Farbstoffe zur
Markierung der Primer waren folgende: Alexa 64#ithogen) fur dieforward-Primer der
Loci Dp 281NB, SwiD 14, DaB 10/14, DaB 17/17, Dp6INB und Dp 519; Alexa 750
(Invitrogen) fur die Primer der Loci Dgm 105, DgrdQlund Dgm 112; IRD 700 (MWG) fur
die forward-Primer der Loci SwiD 6, SwiD 12 und SwiD 18.

Die Reaktionen wurden in 10 pl-Ansatzen durchgefut? pl préaparierte DNA,
1x Amplifikationspuffer, 3 mM MgGJ, 0,2uM dNTPs, 1 U/ul Tag-Polymerase (Invitrogen),
0,2 mg/ml BSA (NEB) und 1x DMSO (Roth). Mit Ausnabrdes Locus Dp 281NB (0,1 uM)
betrug die Konzentration der Primer je 0,2 uM. Raestvolumen wurde mit destilliertem,
sterilem Wasser aufgefillt. Das Grundprogramm férRICRs war folgendes (nach Brede et
al. 2006): Vordenaturierung bei 95°C fur 3 min; 3%klen: Denaturierung bei 95°C flr
1 min; Anlagerung fur 1 min; Synthese bei 72°CXimin; AbschlieBende Synthese bei 72°C
fur 7 min. Die Anlagerungstemperaturen variiertanisehen den verschiedenen Ansatzen wie
folgt: Multiplex ,blau 1%, ,grin“ und ,schwarz“ 552, ,blau 2“ 53°C. Die Amplifizierung des
Locus Dp 519 wurde mit folgendem Programm durchgefivordenaturierung bei 95°C fir
3 min; 32 Zyklen: Denaturierung bei 95°C flur 45 ;s@mlagerung bei 53°C fiur 45 sec;
Synthese bei 72°C fir 45 sec; Abschlielende Syathes 72°C fir 20 min. Als PCR-
Maschinen wurden dabei fur die Multiplex-PCRs ,drlrblaul” und ,blau2” die DNA
Engine Tetrad (MJ Research) PTC-225 verwendet, fur ,schivdie PTC-100 (MJ Research)
und fir den Locus Dp 519 die Maschine T3-ThermoaykBiometra). Der Erfolg der PCR
wurde durch Vergleich mit einem 100 bp GroRenstahdél00 ng/ul, Invitrogen)
stichprobenartig auf einem 1,4 %-igem TBE-Agarog-@berprift (~ 20 Minuten in
1x TBE-Puffer (0,89 mM Bohrsaure, 0,98 mM Tris Ba3é mM EDTA, pH 8,0) bei einer
Spannung von 130 V)). Dazu wurde jeweils 1 pl PCG8dBkt, versetzt mit 2 pl
6x Ladepuffer (Sigma), aufgetragen. Nach anschiid®e Farbung des Gels in einer
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Ethidiumbromidlésung (0,nl/ml) fir 10 min wurde es auf einem UV-Tisch duddicht der
Wellenlange 320 nm zur Fluoreszenz angeregt undabifptografiert. Die amplifizierten
fluoreszenzmarkierten Mikrosatelliten wurden danaeokrdinnt, um bei der spateren
Detektierung per Laser ein gleichmaRig starkes&igroglichst aller Fragmente zu erhalten.
Als Grundlage der Verdinnung dienen dabei die Afiseing der Menge des PCR-Produktes
anhand der Starke der Banden sowie die untersathestiarke Fluoreszenz der verwendeten
Farbstoffe: blau:griin:schwarz = 4:2:1. Es ergalem garaus in der Regel Verdiinnungen im
Bereich von 10-50x fir blau, 1-10x fur grin und XLf&ir schwarz. Die verdinnten PCR-
Produkte wurden anschlieRend zu zwei Poolplex-Amesaf,Poolplex 1“ und ,Poolplex 2)
zusammengefasst. ,Poolplex 1" setzte sich aus ,flaund ,griin“ und ,Poolplex 2" aus
.plau 2“ schwarz“ und Dp 519 zusammen. Pro Ansatarden 1 ul der jeweiligen
Verdinnungen und 1l je Standard 70plus und 180plus mit deionisiertEBormamid

(mindestens 99,5 %, Sigma) auf ein Volumen vonl3ufgefullt.

Die Grolienstandards 70plus (70 bp, 80 bp, 90 bp,bpd 140 bp und 160 bp) und 180plus
(180 bp, 220 bp, 280 bp und 340 bp) bezeichnenMisgen, die aus mehreren Fragmenten
definierter Lange bestehen. Die einzelnen Fragmenieden mit fluoreszenzmarkierten
forward-Primern und Lambda-DNA als Vorlage amplifizierty(@@onds und Lloyd 2004).
Dafur wurde folgendes Standardprotokoll verwenget2 ul Lambda-DNA (0,3 pg/20Qu;
MBI Fermentas), 2,4 mM Mggl 1x Amplifikationspuffer, 0,25 mM dNTPs und 0,5/
Tag-Polymerase (Invitrogen). Fiur die Fragmente800 90, 100, 140, 160 und 180 bp wurden
0,2 pl Primer und fur die Fragmente 220, 280, 34 880 bp 0,1yl Primer
(Fluoreszenzmarkierung IRD 800, MWGpeverse-Primer, Invitrogen) eingesetzt. Der
Reaktionsansatz wurde mit sterilemHauf 20 pl aufgefullt. Das PCR-Programm fir die
Amplifizierung der einzelnen Fragmente entspriatrindzuvor beschriebenen Mikrosatelliten-
Programm nach Brede et al. (2006) (Anlagerungsteastypeaber 60°C). Nach einer visuellen
Kontrolle mittels eines 1,4 %-igem Agarose-Gels enmtem 100 bp Langenstandard wurden
die Fragmente aufgereinigt (Pure LINKPCR Purification Kit, Invitrogen) und daraufhin in
gleichen Anteilen zusammen pipettiert. Dann wurdié® Konzentrationen der einzelnen
Fragmente nach einer Analyse mit dem Sequenzieie® @000 (Beckman&Coulter)
aufeinander abgestimmt, sodass die Fragmente d#$e@standards bei der spateren Laser-
Detektion gleichmé&Rig starke Signale zeigten.
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Der Ansatz von Mikrosatellitenfragmenten, GroRemséad und Formamid wurde mit dem
Sequenzierer CEQ 2000 (Beckman&Coulter) mit dengfmm Frag-3 (Denaturierung bei
90°C fur 2 min; Injektion bei 2,0 kV fur 30 sec;efinung bei 6,0 kV fur 35 min) aufgetrennt
und die einzelnen Fragmente wahrenddessen mit HdfelLasers detektiert. Die Rohdaten
wurden mit der Analysesoftware CEQ 8000 (Beckmandl@o) automatisch ausgewertet
und die erhaltenen Fragmentlangen anschlieBendinns&ndardisiertes Excel-Format
(Microsoft Corp.) Ubertragen.

4. Ergebnisse

Um festzustellen, ob der Ausgangsklon fir die detes Loci homogen ist, also keine
intraklonale Diversitat beziglich der Allele begstelurden zunachst von den 1996er Proben
jeweils drei (Klon 100, 33, G44, GCL1, K5, X16, Xbzw. vier (Klon X1, X4) Individuen
pro Klon isoliert und die Fragmentlangen der untelngen Loci bestimmt. Dabei konnte der
Klon 33 aus bisher unbekannten technischen Grumaght vollstandig bearbeitet werden.
Wir erhielten nur Daten der Loci Dp 281NB, SwiD I&B 17/17, Dp 196NB und SwiD 6.
Intraklonale Diversitat wurde sicher im Klon X5 gatlen (Loci SwiD 12 und Dgm 105). Da
die Ergebnisse in den Klonen K5 und GCL1 an deni Oy 519 (nur K5) und Dgm 105
sowie Dgm 109 nicht eindeutig waren, wurden au@seliLoci fir diese Klone nicht weiter
bertcksichtigt. In Klon GCL1 konnten bisher fur deocus DaB 17/17 nur zwei der drei
untersuchten Individuen sicher als gleich fir diekecus identifiziert werden. Vorerst wurde

dieser Locus an diesem Individuum dennoch in diswartung mit einbezogen.

Von den 2006er Proben wurden von allen Klonen jesngiei Individuen getestet. Zusatzlich
zu den Einschrankungen, die sich schon aus den et99Broben ergeben
(Nichtbertcksichtigung bestimmter Klon/Locus-Komdtionen), konnte hier bei folgenden
Klon/Locus-Kombinationen keine weitere Auswertun@rgenommen werden, da die
Ergebnisse fehlten oder nicht eindeutig waren: IKkigi Dgm 105 und Dgm 109 (Ausfall des
jeweils dritten Individuums); X4, Locus Dgm 109; G Locus Dp 281NB (keine

eindeutigen Ergebnisse fur die jeweiligen Klon/Led¢(ombinationen); G44, Loci Dgm 105,
Dgm 112, Dp 196NB, SwiD 14 (Ausfall des jeweils t@m Individuums). Eine

Zusammenfassung der jeweils berucksichtigten Kloodis-Kombinationen gibt Tabelle 2.
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Tabelle 2: Ubersicht {iber die ausgewerteten KloadiseKombinationen. Fiir jede Kombination ist die ankzder ausgewerteten 2006er Individuen angegeben.

Dp28INB SwiD 18 DaB 17/17 SwiD12 Dgm 112 Dp 18N SwiD6 Dp519 SwiD 14 Dgm 105DaB 10/14 Dgm 109
100 3 3 3 3 3 3 3 3
33 2%* 3 0 0 0
G44 * 2 2 3
GCL1 0
K5 0
X1
X16
X4
X5

w

0 0
3 2
0 3 3
0 3 3

o o

3 3 3 3 3
3 3 3 3 3
3 0
3 3

WwWwwwo ¢y
WWWwwoww gy Wy,
WwWwwww
Cwwwww®Wo
PowwwwNe
PowwwwN®
Wenwwwww®

w

w

*

*

*
w w

0 = keine Auswertung fiir diese Klon/Locus-Kombipati
* = Eines der drei Individuen war homozygot fiirsba Locus, obwohl die beiden anderen und der 199ésgangsklon heterozygot waren.
** = Beide Individuen sind homozygot, obwohl der9B&r Ausgangsklon heterozygot war.

** = Alle drei Individuen sind homozygot, obwohl d&996er Ausgangsklon heterozygot war.
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Es wurden an drei Klon/Locus-Kombinationen Verandgen beobachtet (Tabelle2):

Locus DaB 17/17 bei Klon G44: Der Ausgangsklon vb®06 war an diesem Locus

heterozygot fur die beiden Allellangen 101 bp (Bgmeare) und 107 bp. Von den drei
untersuchten Individuen aus 2006 waren zwei heyegaizflir diese Allele, aber eines

homozygot fur das Allel 101 bp.

Locus Dp 281NB bei Klon 33: Der Ausgangsklon wardiesem Locus heterozygot fur die

beiden Allellangen 71 bp und 72 bp, aber von d€b620 Individuen waren beide getesteten
Individuen homozygot fur das Allel 72 bp.

Locus Dgm 105 bei Klon X4: Der Ausgangsklon wardasem Locus heterozygot fur die

beiden Allellangen 178 bp und 195 bp, aber von #8@@6er Individuen waren alle drei

getesteten Individuen homozygot fiir das Allel 195 b

Insgesamt wurden also 267 Klon/Locus-Kombinatiogetestet, die auf einer Geschichte von
240 Generationen beruhen. Die Locusgenerationerzaketragt damit 267 * 240 = 64080.
Da Daphnien diploid sind, also immer zwei Allelefdrocus haben, ergibt sich daraus eine
Allelgenrationenzahf von 2 * 64080 = 128160. Bei gefundenen drei Motagn auf jeweils
nur einem Allel ist die Locusmutationsrate pro Gatien m = 3 / 64080 = 4,68 * I®und

die Allelmutationsrate m= 3 / 128160 = 2,34 * 10(verandert nach Vazquez et al. 2000 und
Yue et al. 2002).

5. Diskussion

Aufgrund der relativ kurzen Zeit und einigen Schwgkeiten bei der praktischen Arbeit
konnten nicht alle untersuchten Klon/Locus-Kombima¢n ausgewertet werden. Die Daten
zeigen aber durchaus interessante Ergebnisse.rBssles die erste Studie zu Mikrosatlliten-
Mutationsraten nicht nur bei Daphnien, sondern @mdgesamten Unterstamm der
Crustaceen. Auch die Anzahl der Generationen (1030 hoch wie bei den wichtigsten
bisher durchgefiihrten Studien zu diesem Thema bkagoten Drosophila melanogaster:
Schlotterer et al. 1998, 250 Generationen; Schugl.ei998, 230 Generationen). Bisher
untersuchte Mikrosatelliten-Mutationsraten sindlabelle 3 zusammengefasst. Die in dieser
Studie untersuchten Arten und Hybride der Gattiaghnia (Cladocera; Crustacea) zeigen

mit 2,34 * 10° Mutationen pro Allel und Generation eine mit amse®rganismen durchaus
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Tabelle 3: Gefundene Mutationsraten bei andere@sgnen.

Organismus Mutationsrate  Bemerkungen Quelle
Daphnia sp. 2,34*10° gemittelt Uber Loci  diese Studie
Drosophilasp. 6,3 * 10° gemittelt Uber Loci  Schug et al. 1997

5,1 *10° gemittelt Uber Loci  Vazquez et al. 2000

9,3 *10° gemittelt Uber Loci  Schug et al. 1998

6,3 * 10° gemittelt iber Loci ~ Schltterer et al. 1998
Apis sp. 10* gemittelt Uber Loci  Moritz et al. 2003
Hirudo sp. 1,9 * 107 gemittelt Uber Loci  Brohede et al. 2004
Mus sp. 107 je nach Locus

10° je nach Locus Dallas 1992

107 je nach Locus
Ovis sp. 1,1 *10* gemittelt iber Loci  Crawford and Cuthbertson 1996
S p. 8 *10° gemittelt Uber Loci  Ellegren 1995
Homo sp. 5* 107 gemittelt Gber Loci  Weber and Wong 1993
Triticum sp. 10* gemittelt Uber Loci  Thuillet et al. 2002

vergleichbare Mutationsrate. AulRer bei Sdugetidregkten und Vogeln gibt es leider keine
Vergleiche. Die den Daphnien nachsten Taxa, die Mikfosatelliten-Mutationsraten hin
untersucht wurden sindrosophila melanogaster und Apis mellifera als Vertreter der
Arthopoden (Klasse Insecta, Unterstamm Chelicera®¢ zeigen Raten von f0bei
Drosophila sp. bis 10" bei Apis sp.. Mit einer Mutationsrate von TOentsprichtDaphnia sp.
daher in etwa den Erwartungen, wobei in zahlreicBardien festgestellt wurde, dass die
Mutationsraten von Mikrosatelliten sich nicht namvArt zu Art, sondern auch von Locus zu
Locus (Dallas 1992, Schl6tterer et al. 1998, Sobtugl. 1998, Thuillet et al. 2002) und von
Kolonie zu Kolonie (bei Schwalben) unterscheiderofigde et al. 2004). Das Ergebnis dieser
Studie kann also héchstens ein Startpunkt seindienRahmenbedingungen abzustecken, in
der der vorliegende Datensatz erweitert werden k&vin konnten in nur drei von zwolf
Mikrosatelliten nur jeweils eine Mutation nachweisén anderen Untersuchungen wurde eine
Abhangigkeit der Mutationsrate von der Grol3e desukofestgestellt — gréRere Loci
mutierten schneller als kleinere (Schlotterer e 888, Schug et al. 1998, Wierdl et al. 1997).
Darauf gibt es in dieser Studie noch keine Hinwei8al3erdem scheint die Art des
Mikrosatelliten in Bezug auf das Motiv (Mono- bis ekhnukleotide) und die
Wiederholungszahl einen Einfluss auf die Mutatiatsizu haben (Ellegren 2000, Schlétterer
2000). Die Modelle zur Evolution der Mikrosatelhtsind noch nicht ausgereift, obwohl aber
bekannt ist, dass durch Mechanismen \stegpwise mutation model oder DNA-slippage
jeweils immer ein ganzes Motiv verloren oder hiranugnnen wird (Sainudiin et al. 2004,
Lai und Sun 2003). Dieser Umstand macht es maoglita, Art der Mutation an dem

entsprechenden Locus genauer zu betrachten. Dieeser Studie beobachteten Mutationen

10
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fanden an den Loci Dp 281NB, DaB 17/17 und Dgm 43ft. Diese Loci haben jeweils als
Sequenzmotive 1b, Tg (Mononukleotid-Wiederholung) und (CAEAG (Trinukelotid-
Wiederholung mit einem einzelnen angehéngten Deutld) (Brede et al. 2006). Das
bedeutet, dass bei den beiden erstgenannten jesenBdhl von Mutationen prinzipiell
maoglich ist, aber bei Dgm 105 immer durch dreib@ie Mutationsschritte erwartet werden.
Es wurde aber eine Verkleinerung des Locus Dgmutf3.7 bp beobachtet. Es kdnnten also
z.B. nur 15 oder 18 bp verloren gehen. Da abeehuir letzten Wiederholung noch mal ein
AG kommt, das zum Motiv und nicht zur Flankenreggdnlt, konnte die Mutation dennoch
im Sequenzmotiv des Mikrosatelliten liegen. Einteralative Erklarung dieser Mutation, die
sich nicht mit dem Sequenzmotiv deckt, ist einedziehe Mutation in der Flankenregion.
Dies ist zwar unwahrscheinlich, da man aus Unténsugen von Fischen weil3, dass die
Flankenregionen stark konserviert sind (Rico etl806), aber nicht unméglich. Um auch
diese Umstéande zu klaren, ist bei der FortfihrumgStudie die Sequenzierung jedes Locus
notig, an dem eine Mutation beobachtet wurde.

Eine besondere Beobachtung bei den drei Mutatisstedass die im Datensatz von 1996 als
heterozygot klassifizierten Individuen genau awd dénge des zweiten Allels mutiert sind.
Auch hier ist die Stichprobe noch nicht ausreichgraf3, um genauere Schlisse zu ziehen, es
bieten sich aber durch diese Beobachtung Alterngpiothesen an, die die beobachteten
Veranderungen erklaren. Der Verlust der Heterozggwt ein Merkmal der genetischen
Drift, die in kleinen Populationen sich sexuell mehrenden Organismen zum Verlust von
Allelen fuhrt. Unter den Kulturbedingungen im Lab@rmehren sich die Daphnien asexuell.
Selten kann es aber auch vorkommen, dass sich [e&tadien ausbilden (A. Thielsch,
personliche Mitteilung). Dabei kann durch Meiosed uRekombination genetische Drift

wirken.

Da auffallig ist, dass die Mutationen immer in Rigig des anderen Allels gingen, kommt
auch unter asexuellen Bedingungen noch eine digfothese in Betracht: Genkonversion.
Dabei kdnnen sich auch unter mitotischen Bedingardje (fast) homologen Sequenzen der
Allele aneinander lagern und werden dann durch DRéaraturmechanismen abgeglichen
(Alberts et al. 2004). Im Zusammenhang mit Mikreddaen wurde dieser Mechanismus
bereits in Urquhart et al. (1994) sowie in Nikitinad Nazarenko (2004) diskutiert und in
Minisatelliten beobachtet (Jeffreys et al. 1994).

11
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Um die beschriebenen Unklarheiten zu I6sen, mudsiitWeiterfihrung der Studie folgendes
beachtet werden: Die genetische Charakterisierueig Alisgangsklone von 1996 muss
maoglichst vollstandig weiter ausgebaut werden, wmhadie Klon/Locus-Kombinationen
interpretieren zu kdnnen, die schon 1996 nicht hganowaren. Es muss von den 2006er
Tieren eine deutlich grél3ere Menge an Individueriag werden, um auch Mutationen in
den anderen Loci zu finden. Eine Erh6hung der iddenzahl pro Klon von drei auf zehn
wirde bereits zu einer Erhéhung der Allelgenratiaadl A von 128160 auf 518400 fluhren.
Wie beschrieben kénnen starke Unterschiede in dematdnsraten zwischen den Loci
bestehen, was zur Auswahl der Loci in der prakéachAnwendung in den
populationsbiolgischen und 6kologischen Fragesigibm wichtig sein kann. Auch in den
oben beschriebenen Arbeiten an anderen Taxa isbemsdngeln, dass die statistischen
Analysen Konfidenzintervalle immer in der Gro3emandg von + einer ganzen Zehnerpotenz

lagen.

Da nicht alle Arten in der Studie die gleiche Vehmmgsrate haben (A. Thielsch,

personliche Mitteilung), wurde zunachst eine Getamazeit von durchschnittlich 14 Tagen

angenommen. Es sollte aber experimentell untersuetden, wie schnell sich welche Klone

unter den Laborbedingungen vermehren. AulRerdem t&ogetestet werden, ob sich z.B.

durch Anheben der Halterungstemperatur die Gewoasteit verkirzen lasst, was fir

kinftige Studien interessant sein kann. Nur dums Aufschlisseln nach Generationszeiten,
Klonen und Loci kdnnen sinnvoll verwertbare Infotroaen bezliglich der Mutationsraten

gesammelt und statistisch verwertet werden. Ablgkegien von Sequenzmotiven,

Motivwiederholungen, Fragmentlange und der jeweiligArt kdnnen so einzeln analysiert

werden und bieten einen groRartigen Ansatz, digsensoft eingesetzten genetischen Marker
eingehend zu testen und die Ergebnisse der pomushiologischen und 6kologischen

Untersuchungen der vergangenen Jahre weiter zumeuern. Zuséatzlich kdnnen mit dem

bestehenden Datensatz sowie den zur Verfigung retehe Proben Analysen zum

Mutationsverhalten der Mikrosatelliten in Hybridéidlone GCL1, X1, X4, X5 und X16)

durchgefuhrt werden.
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