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Molekulare Marker in der Insektengenetik

W. ARTHOFER

Abstract: Molecular markers in insect genetics. Invention of PCR
revolutionized the field of molecular biology in the early 1990ies. Since then, a vast
amount of genetic marker systems was introduced and led to the formation of the field
of molecular ecology. For the phylogeneticist not primary involved in molecular
methods it became difficult to decide which of the many marker systems available suit
well to a given question. This article describes basic properties of today’s most
abundantly used molecular markers, discusses the problems recently discovered on the
sole use of mitochondrial DNA for phylogenetic purposes and gives a prospect on
future developments in the field.
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Einleitung

Die Einfithrung der PCR (Polymerase Chain Reaction; SAIKI et al. 1988) hat seit Anfang
der 1990er-Jahre die Moglichkeiten der Molekularbiologie und der genetischen Analyse
von Individuen, Populationen und Arten revolutioniert. Mit diesem Verfahren wurde es
erstmals moglich, durch Verwendung spezifischer Primer DNA-Abschnitte millionen-
fach zu amplifizieren und damit eine Zielsequenz aus einer vergleichsweise kleinen
Probe fiir weitere Analysen anzureichern.

Vor der Entwicklung der PCR standen in erster Linie Allozyme (HARRIS 1966; HUBBY &
LEWONTIN 1966) sowie die DNA-basierte Technik des Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP; CHAPMAN & BROWN 1989) als molekulare Marker zur Verfii-
gung. Heute existiert eine derartige Vielfalt an Markersystemen und Analysetechniken
(SUNNUCKS 2000), dass der — zumeist nicht hauptsdchlich in molekularbiologischen
Techniken involvierte — Phylogenetiker nur mit Miihe eine Ubersicht zu wahren vermag.
Der Einsatz unpassender Marker fiir eine konkrete Fragestellung, aber auch die fehler-
hafte Interpretation der Resultate eines an und fiir sich geeigneten Systems, konnen Fol-
gen dieses Umstandes sein.

Diese Arbeit stellt einige populdre molekulare Marker in der Entomologie vor und be-
schreibt Moglichkeiten und Grenzen ihrer Anwendung.
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Eigenschaften molekularer Marker

Genetische Marker sind vererbbare Merkmale, die verschiedene Ausprdgungen anneh-
men konnen, beispielsweise Augenfarbe (Merkmal) und blau (Auspriagung). Von mole-
kularen Markern spricht man, wenn das untersuchte Merkmal ein Abschnitt der DNA
oder eines ihrer unmittelbaren Folgeprodukte (RNA, Proteine) ist. Von diesem Marker-
molekiil kdnnen nun Eigenschaften wie Mobilitdt in einem Agarosegel, die Wirkung
spezifischer Enzyme auf das Molekiil oder die exakte Abfolge der Basen (DNA-Se-
quenz) beobachtet werden. Das Merkmal selbst wird dabei Locus, seine verschiedenen
Auspriagungen Allele bezeichnet. Ein diploider Organismus kann folglich pro Locus eine
oder zwei verschiedene Merkmalsauspriagungen besitzen. Zu beachten ist, dass alle tieri-
schen Organismen neben ihrem diploiden, nuklearen Genom auch ein wesentlich kleine-
res mitochondriales Genom besitzen, welches haploid ist.

Besonders in der Humanmedizin kommen zahlreiche molekulare Marker zur Anwen-
dung, die den Funktionszustand eines bestimmten Gens anzeigen sollen, etwa bei der
Ermittlung eines individuellen Krankheitsrisikos. Solche Marker stehen unter einem
starken Selektionsdruck (das pathogene Allel kommt daher in der Gesamtpopulation viel
seltener vor als das nicht-pathogene) und konnen in der Phylogenie nur sehr einge-
schrinkt benutzt werden. Eine wesentliche Forderung an einen phylogenetischen Marker
ist seine Neutralitit. Das bedeutet, dass die verschiedenen in einer Population vorhande-
nen Allele keine Auswirkung auf die Fitness ihres Tragers haben und Mutationen ohne
Folge an spitere Generationen weitergegeben werden. Neutrale Marker finden sich typi-
scherweise in der nicht-codierenden DNA, die bis zu 99 % des gesamten Genoms aus-
machen kann. Aber auch innerhalb codierender Sequenzen finden sich neutrale Ele-
mente, da Substitutionen einzelner Basen nicht notwendigerweise die Aminosiurese-
quenz des Genprodukts verdndern bzw. auch der Austausch einzelner Aminosauren ohne
Folgen auf die Proteinfunktion bleiben kann (KIMURA 1983). Heute steht eine Reihe
statistischer Tests auf Neutralitit eines Markers zur Verfiigung (RAND 1996).

Molekulare Marker konnen in single locus- und multi locus-Marker unterteilt werden.
Ein single locus Marker bezieht sich auf einen einzigen definierten Bereich der DNA,
beispielsweise ein Gen oder einen Mikrosatelliten. Der Ort und die Funktion dieses
DNA-Bereichs sind oftmals genau bekannt. Bei der Analyse diploider Organismen wer-
den die Genotypen beider Allele untersucht (Kodominanz). Da fiir solche Marker spezi-
fische Primer erforderlich sind und fiir eine zuverldssige phylogenetische Analyse mit-
unter dutzende loci benétigt werden, ist ihre Entwicklung aufwéndig. Dafiir liefern sie
numerische Daten der Allelverteilung, die méichtige statistische Analysen erlauben und
zwischen verschiedenen Studien problemlos verglichen werden konnen. Im Gegensatz
dazu wird bei der Verwendung von multi locus-Markern ein ganzer Satz unbekannter
DNA-Abschnitte gleichzeitig in einem Arbeitsgang untersucht. Die Vorteile der multi
locus-Marker liegen in der raschen Implementierbarkeit, bei der keine genaue Kenntnis
des Genoms erforderlich ist und dem hohen Grad an Polymorphismus, der mit ihnen
zumeist darstellbar ist. Andererseits verhalten sich diese Marker dominant (d.h. die Dar-
stellung heterozygoter Allele ist nicht garantiert), und ein substantieller Teil der aufge-
zeigten Variation kann nicht vererbbarer Natur sein. Daten von multi locus-Markern sind
zwischen verschiedenen Studien nur eingeschrinkt vergleichbar. Wahrend multi locus-
Marker, vor allem bei der Analyse von Nicht-Modell-Arten, nach wie vor breit verwen-
det werden, ist ein Trend hin zum Einsatz von single locus-Markern erkennbar.
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(SunNUCKS 2000).

Die Hiufigkeit von Mutationen innerhalb des Genoms ist sehr unterschiedlich. Zu den
konserviertesten Bestandteilen gehéren die 18S-rDNA und manche codierende Sequen-
zen. Wesentlich hoher sind die Mutationsraten in nicht translatierten intergenischen
Regionen und Introns. Mini- und Mikrosatelliten stellen die dynamischsten Teile des
Genoms dar (LEWIN 2004; JARNE & LAGODA 1996). Bei single copy-Markern ist es
moglich, von Anfang an einen Locus auszuwéhlen, dessen Mutationsrate mit dem er-
wiinschten Zeitfenster der zu ermittelnden Phylogenie harmoniert. Wahrend etwa Mikro-
satelliten schon nach wenigen Generationen erste Variationen aufzeigen, kaum aber
einen Blick iiber viele Jahrtausende in die Vergangenheit zulassen werden, erlaubt 18S-
rDNA die phylogenetische Rekonstruktion von Stammbadumen ganzer Organismenreiche
(OLSEN & WOESE 1993), bietet aber andererseits keine Variation zwischen nahe ver-
wandten Taxa.

Multi Locus Marker: RFLP, RAPD und AFLP

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) und Random Amplified Poly-
morphic DNA (RAPD) werden heute nur noch selten verwendet. Das Prinzip der RFLP
basiert auf der Eigenschaft von Restriktionsenzymen, einen DNA-Strang immer dort zu
schneiden, wo sich eine fiir das Enzym spezifische, 4 bis 8 Nukleotide lange Basenfolge,
die als recognition site bezeichnet wird, befindet. Stringe mit identischer Sequenz wer-
den daher immer in gleich lange Fragmente geschnitten, die auf einem Agarosegel leicht
aufgetrennt werden konnen. Treten nun Mutationen auf, die zur Bildung neuer oder zum
Verschwinden alter recognition sites fithren, dndert sich das Schnittmuster und damit die
in der Elektrophorese sichtbaren Banden (PARKER et al. 1998). Zur Analyse nuklearer
DNA wurde die RFLP hiufig mit Hybridisierungstechniken verbunden (SOUTHERN
1975). RAPD arbeitet mit der PCR-Methode und kommt daher mit deutlich weniger
Proben-DNA aus als die klassische RFLP. Das DNA-Template wird mit mehreren kur-
zen Primern amplifiziert, die an zufdlligen Stellen im Genom binden. Wo immer Primer
nahe genug liegen um eine Amplifikation zu erlauben (typischerweise 100 bis 1000 bp),
entsteht ein Produkt, das auf einem Elektrophoresegel als Bande sichtbar gemacht wer-
den kann. In einer einzelnen RAPD-Reaktion kdnnen so dutzende Banden gebildet wer-
den (WELSH & MCCLELLAND 1990). Die schlechte Reproduzierbarkeit limitiert den
Einsatz dieser Technik.

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) stellt eine Kombination von RFLP
und RAPD dar. Genomische DNA wird zuerst mit Restriktionsenzymen geschnitten,
danach werden Adaptoren an die Fragmente ligiert und schlieBlich erfolgt eine PCR mit
Adaptor-spezifischen Primern (BLEARS et al. 1998). Durch diese Technik konnten die
wesentlichen Nachteile der beiden Vorgingermethoden iiberwunden werden. AFLP ist
als multi locus-Marker heute weit verbreitet, auch wenn die Zahl der damit untersuchten
Tierarten deutlich hinter jener der Pflanzen zuriickbleibt (BENSCH & AKESSON 2005).

Mitochondriale DNA

Mitochondrien, die fiir den Energieumsatz der Zelle verantwortlichen Organellen, sind



12

aus endosymbiontischen Proteobakterien der ersten eukaryotischen Zellen hervorgegan-
gen (GRAY et al. 2001). Als ehemals selbststdndige Mikroorganismen besitzen sie nach
wie vor ein eigenes, haploides Genom, das im Laufe der Evolution auf ein zirkuldres
Molekiil von etwa 15 kb GroBe reduziert wurde. Der Grofiteil der mitochondrialen Gen-
funktionen wurde von nuklearen Genen iibernommen. Das mitochondriale Genom wird
strikt maternal vererbt und hat sich iiber alle Tierarten hinweg fast unverdndert erhalten.
Es enthélt die Gene fir zwei ribosomale RNAs, 22 Transfer-RNAs und 13 Proteine. Die
mitochondriale DNA (mtDNA) enthilt — im Gegensatz zur nuklearen DNA — nur wenige
nicht codierende Elemente (LEWIN 2004; RAND et al. 2004). Trotzdem ist die Mutations-
rate von mtDNA deutlich hdher als die nuklearer Gene, was primér auf das Fehlen effizi-
enter Reparaturmechanismen im Mitochondrium zuriickzufiihren ist (BROWN et al.
1979).

Die haploide Struktur, die Verfiigbarkeit universeller Primer (SIMON et al. 1994) und die
hohe Mutationsrate, die eine Auflosung von einigen Millionen Jahren ermdglicht, mach-
ten die mtDNA zum bevorzugten Marker der Phylogeographie. Die Analyse von mito-
chondrialen PCR-Produkten erfolgt vorzugsweise durch Sequenzierung, aber auch Tech-
niken wie PCR-RFLP oder SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism;
SUNNUCKS et al. 2000; ARTHOFER et al. 2007a) werden verbreitet angewandt. In den
letzten Jahren wurde die alleinige Verwendung von mtDNA zur Rekonstruktion von
Stammbéumen zunehmend kritisiert. Verantwortlich dafiir waren folgende Uberlegun-
gen:

e Aufgrund der Art ihrer Vererbung und der fehlenden Rekombination représentiert
die mtDNA einen einzigen Locus, der zudem nur die Geschichte der weiblichen Po-
pulation widerspiegelt.

e  Der Transfer mitochondrialer Gene in den Zellkern ist ein immer noch fortlaufender
Prozess. Auch wenn die meisten transferierten Sequenzen im Kern als nicht mehr
transkribierte Pseudogene vorliegen, kdnnen universelle Primer diese mit amplifizie-
ren, was nachweislich zu Artefakten in derart erstellten Stammbédumen fiihrte
(BENSASSON et al. 2001).

e  Maternal weitergegebene Endosymbionten konnen die Fekunditit und damit die
Haplotypen-Frequenz der mtDNA beeinflussen. Der bei Insekten weit verbreitete
Endosymbiont Wolbachia pipientis hat wesentlichen Einfluss auf die mtDNA-Viel-
falt ganzer Populationen (HURST & JIGGINS 2005; RIEGLER & STAUFFER 2002).

Die unbeabsichtigte Amplifikation von Pseudogenen kann durch sorgfiltige Untersu-
chung der Sequenzdaten und long PCR-Techniken zuverldssig nachgewiesen werden
(ARTHOFER et al. 2006). Der Ausschluss eines Endosymbionten-Einflusses gestaltet sich
schwieriger. Generell muss heute von einer ausschlielichen Verwendung mitochon-
drialer DNA als Marker abgeraten werden.
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Mikrosatelliten

Mikrosatelliten sind kurze DNA-Abschnitte, in denen ein ein bis sechs Nukleotide langes
Motiv vielfach wiederholt wird. Sie wurden in allen bisher untersuchten eukaryotischen
Genomen gefunden und Motive mit zwei oder drei Nukleotiden scheinen die haufigsten
zu sein (ELLEGREN 2004). Von allen DNA-Regionen haben Mikrosatelliten die hochsten
Mutationsraten, hauptsédchlich durch Erwerb oder Verlust von einzelnen repeat units. Fiir
populationsgenetische Untersuchungen bieten sich Mikrosatelliten als geradezu ideale
Marker an, wéhrend sie zur Beantwortung systematischer Fragestellungen aufgrund der
hohen Mutationsrate nur wenig beitragen kdnnen.

Mikrosatelliten werden von konservierten Regionen flankiert, die sich als Bindungsstel-
len fiir Primer anbieten. Zur Analyse eines Mikosatelliten-Locus wird dieser amplifiziert
und die Lange des PCR-Produkts direkt mittels Kapillarelektrophorese bestimmt.

Die meisten Mikrosatelliten befinden sich in nicht codierenden Regionen des Genoms.
Daher sind auch die flankierenden Regionen einer erheblichen genetischen Drift ausge-
setzt und Primer, die iiber Art- oder gar Gattungsgrenzen anwendbar sind, sind selten.
Das macht es erforderlich, bei erstmals untersuchten Spezies geeignete loci de novo zu
isolieren. Diese Isolation ist besonders bei Arten mit einer niedrigen Dichte an Mikrosa-
telliten anspruchsvoll, zeit- und kostenaufwéndig. Gerade bei Insekten finden sich mit
Coleoptera und Lepidoptera zwei Ordnungen, in denen die Isolation von Mikrosatelliten
bei zumindest einigen Arten als problematisch gilt (ARTHOFER et al. 2007b; MEGLECZ et
al. 2004).

Ausblick

Das Feld der molekularen Okologie und Systematik entwickelt sich rasch und technische
Neuerungen konnen — wie die PCR in den 1990er Jahren — Anwendungen hervorbringen,
die heute noch undenkbar scheinen. Trotzdem sind einige Entwicklungen absehbar:

e Die Technik des Sequenzierens wird schneller und billiger. Da die vollstdndige
Gensequenz als der Gold-Standard gelten muss, wird sie alternative Techniken der
Mutationsdetektion zunehmend verdrangen.

e Die Zahl der vollstindig sequenzierten Genome steigt rasch. Das verbessert nicht
nur unser Verstidndnis der Genomorganisation, sondern ermdglicht auch eine zielge-
richtete Markerentwicklung und die Anwendung von Resequenzierungstechniken
bei verwandten Arten.

e Die Monopolstellung, die die mitochondriale DNA in den ersten zwei Jahrzehnten
der molekularen Okologie eingenommen hat, wird zunehmend durchbrochen.
MtDNA wird auch in kiinftigen Studien einen festen Platz einnehmen, allerdings
immer ergénzt durch eine Reihe nuklearer Marker.

¢ Die Hoffnung, mit einem oder einigen wenigen Loci zuverldssige Phylogenien oder
Fingerprints erstellen zu konnen, schwindet. Nur die simultane Betrachtung ausrei-
chend vieler Marker erlaubt einen umfassenden Blick auf die Geschichte einer Po-
pulation.
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Zusammenfassung

Die Einfiihrung der PCR hat in den 1990er-Jahren die Molekularbiologie revolutioniert und we-
sentlich zur Entstehung des Felds der Molekularen Okologie beigetragen. Systematikern und Phy-
logenetikern steht heute eine Vielzahl an genetischen Markern zur Verfiigung, und die Auswahl des
geeignetsten Systems fiir eine konkrete Fragestellung erweist sich bisweilen als komplexe Aufgabe.
In diesem Artikel wurden populdre Marker, die in der Entomologie Verwendung finden, vorgestellt
und ihre Moglichkeiten und Grenzen beschrieben. Zudem wurde der Sonderstatus der mitochon-
drialen DNA in der Phylogenetik kritisch diskutiert und ein abschlieBender Ausblick auf die kiinf-
tige Entwicklung der markerunterstiitzten Populationsgenetik gegeben.
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