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Identifizierung von DNA-Markern in Daphnia Hybrid-Komplexen:

RAPD-Analyse

Andrea Ender

Synopsis

Three species D. galeata, D. hyalina, D. cucullata,
and their hybrids were examined for inter- and intra-
specific variation, using the RAPD method (Random
Amplified Polymorphic DNA). Twenty-four primers
were tested, and twenty of them revealed clear and
reproducible amplification patterns. Eight primers
were suited to document species-diagnostic RAPD
markers, useful for discrimination of the three species.
Species-diagnostic markers allowed the characteri-
zation of hybrids into different hybrid categories (i.e.,
F,-, F5-, and backcross hybrids). RAPD data are con-
cordant with morphological traits and allozyme data,
put provide more reliable discrimination of hybrid
categories.
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Hybridisierung, RAPD-Marker

Daphnia longispina group, interspecific hybridization,
RAPD

Einleitung

Populationsgenetische und evolutionsbiologische
Fragestellungen bei Wasserfléhen der Gattung Daphnia
(Crustacea: Cladocera) kénnen auf fundierte Kennt-
nisse der Morphologie, Systematik und Okologie zu-
riickgreifen (siehe PETERS & DE BERNARDI 1987).
Natiirliche interspezifische Hybridisierung, seit lange-
rem von Taxonomen vermutet (e.g., FLOSSNER &
KRAUS 1986), wurde erstmals bei Populationen aus
norddeutschen Seen der Daphnia longispina-Gruppe,
D. galeata (G), D. hyalina (H) und D. cucullata (C)
von WOLF & MORT (1986) mittels Allozymelektro-
phorese dokumentiert. In der Folge wurden weitere
Hybrid-Komplexe dieser Arten im Raum Miinchen,
der Eifel, den Niederlanden und der fritheren
Tschechoslowakei beschrieben (GIERLER 1987; HE-
BERT et al. 1989; MULLER & SEITZ 1993; SCHWENK
1993; SPAAK & HOEKSTRA 1993). Der Nachweis
von Introgression — Genaustausch zwischen einer Art
zur anderen (oder zwischen genetisch distinkten Po-
pulationen) {iber F;- und Riickkreuzungshybride — be-
darf der Identifizierung von artspezifischen Markern.

Die bisher vorliegenden Allozymdaten sind nur
bedingt geeignet, Arten und Hybride sicher zu unter-
scheiden. Der Grund liegt in einer zu geringen An-

zahl an diagnostischen Loci, die bei einzelnen
Individuen aufgrund ihrer geringen Grofe (1-2 mm
bei den o.g. Arten) analysiert werden konnen. Die
verwendete RAPD-Methode (WILLIAMS et al. 1990)
birgt u.a. den Vorteil, dall sehr geringe DNA-Einsatz-
mengen (ng-Bereich) ausreichen, genetische Analy-
sen auf Individuumebene durchzufiihren. Mit der
Identifizierung von nuklearen DNA-Marker kénnen
Hybride in verschiedene Hybridklassen (F;-, F,-, oder
Riickkreuzungshybride) eingeordnet, und das Aus-
maf von introgressivem GenfluR studiert werden.

Material und Methoden

Einzelne Klone der Daphnienarten, D. galeata (n =
10), D. hyalina (n = 6), D. cucullata (n = 2) und ihre
Hybride (n = 5), aus verschiedenen geographischen
Regionen (Raum Plén, den Niederlanden, Raum Miin-
chen und Bodensee), wurden im Labor kultiviert. Aus-
gehend von einem weiblichen Tier entsteht durch par-
thenogenetische Reproduktion eine iso-female line,
ein genotypisch identischer Daphnienklon (HEBERT
& WARD 1972). Alle Klone waren morphologisch
und genotypisch iiber Allozymdaten charakterisiert.

Die DNA-Isolation von Daphnienklonen (10-20
Individuen) und von einzelnen Daphnienindividuen
wurden nach einer Standardmethode durchgefiihrt
(Scuwenk 1993). Die DNA-Ausbeute betrug je nach
Probenmenge zwischen 500 bis 1000 ng, bei einer
Daphnie bis zu 100 ng. Aufgrund der geringen DNA-
Einsatzmenge (1-5 ng) in der PCR war der DNA-
Gehalt einer Daphnie fiir ca. 100 RAPD-Reaktionen aus-
reichend. RAPD-Bedingungen: Die Reaktion wurde
mit dem Thermozykler GeneAmp PCR System 9600
(Perkin Elmer Cetus, PEC) durchgefiihrt. Reaktions-
ansatz (12.5 ul): 1 x Amplifikationspuffer (PEC), 0.1
mM jedes dNTP (BM), 3 pmol Primer (Operon,
USA), 0.25 U AmpliTaq® (PEC) und 1-5 ng DNA-
Matrize. RAPD-Programm: Vordenaturierung 85°C
fir 2.30 min, 40 Zyklen je 92°C fiir 20 s, 38°C fiir
15 sund 72°C fiir 1 min (ramp: 1.42 min).

Ergebnisse
Nach Optimierung relevanter Reaktionsparameter im

RAPD-Ansatz wurden klare reproduzierbare Amplifi-
kationsmuster erhalten. Bei einem screening von 24
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Abb. 1

Beispiel fiir artdiagnostische RAPD-Marker mit Primer OPC-04
(D. galeata =G, D. hyalina = H, D. cucullata = C ). Die Pfeile
zeigen auf artspezifische Banden: G = 1150 bp, H = 1400 bp
und C = 1650 bp. AuBengruppe: D. pulex »melanic« (Mel) und
D. pulex (Pul). Langenstandard 100 bp /adder (Gibco).

Fig. 1 ‘

Example of species diagnostic RAPD markers generated with
primer OPC-04 (D. galeata =G, D. hyalina=H, D. llata = C).
Arrows indicate species-diagnostic bands: G = 1150 bp,

H = 1400 bp und C = 1650 bp. Outgroup: D. pulex »melanic«
(Mel) und D. pulex (Pul). Size marker: 100 bp ladder.
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Abb. 2

Darstellung intraspezifischer Variation von neun allopatri-
schen D. galeata-Klonen mit Primer OPB-04 (je 2 Replikate
nebeneinander). Die Pfeile zeigen Beispiele fiir polymorphe
Banden. Langenstandard 100 bp /adder.

Fig. 2

The fingerprint patterns, generated with primer OPB-04,
demonstrate intra-specific variation for nine allopatrical D.
galeata clones (two replicates for each clone). Arrows indi-
cate examples of polymorphic bands. 100 by ladder.

Primern ergaben 20 — je nach betrachteter taxonomi-
scher Ebene — informative Muster. Auf interspezifi-
scher Ebene wurden mit 8 Primern insgesamt 42
artspezifische RAPD-Marker detektiert, die eine ein-
deutige Unterscheidung der drei untersuchten Arten
erlauben. Artdiagnostische RAPD-Marker waren in
allen untersuchten Klonen innerhalb der jeweiligen
Art monomorph (konstant) und fehlten jeweils in den
Klonen der verwandten Arten sowie bei der Aufen-
gruppe D. pulex bzw. D. pulex ymelanice (Abb. 1).

Die Untersuchungen zur intraspezifischen Variabilitdt
erbrachten Informationen iiber klonale Diversitdt
bzw. geographische Variation. Abb. 2 zeigt ein Bei-
spiel fiir intraspezifische Variation bei neun allopatri-
schen D. galeata-Klonen.

Nach der Identifizierung artdiagnostischer Marker
erfolgten RAPD-Analysen der Hybridklone mit den
entsprechenden informativen Primern. Hierzu wur-
den synthetische Hybride erstellt (DNA der Eltern-
arten G + H und G + C zu gleichen Teilen in der
PCR-Reaktion). Die RAPD-Fingerprints von syntheti-
schen Hybriden zeigten zu 90% das erwartete, aus
beiden »Eltern« resultierende additive Bandenmuster.
Diese Methode erlaubt somit eine Identifikation von
Hybriden. Die RAPD-Fingerprints der natiirlichen
G x H-Hybriden weisen prozentual mehr D. hyalina-
als D. galeata-Marker auf. Das Verhdltnis bei acht
Primern, informativ in bezug auf artdiagnostische
Marker, betrug ca. 2:1 (G x H-Hybride: 59% H:32% G,
75% H:25% G und 47% H:33% G).

Diskussion d

Die Identifizierung artdiagnostécher RAPD-Marker
fiir die drei untersuchten Arten der Daphnia longispi-
na- Gruppe erlaubt eine eindeutige Charakterisierung
der Arten und Hybriden auf DNA-Ebene. Die mit
Hilfe der artspezifischen Marker bestimmten taxono-
mischen Identitdten der untersuchten Klone stehen
im Einklang mit den morphologischen Befunden und
den Allozymdaten. Bisher stand zur Diskriminierung
ein begrenztes Potential von zwei Allozym-Markern
zur Verfiigung (AO, AAT;, WoLF & MorT 1986). Mit
Hilfe der RAPD-Methode konnte die Zahl artdiagno-
stischer Marker filir D. galeata und D. hyalina jeweils
auf 12 und fiir D. cucullata auf 18 erhéht werden.
Fir D. cucullata gilt die Einschrankung einer zu
geringen Stichprobengrofe.

Untersuchungen mit synthetischen Hybriden
zeigten, dal eine Identifikation von natiirlichen
Hybriden mittels der RAPD-Methode durchfiihrbar
ist. Die untersuchten Hybridklone waren iiber mor-
phologische Merkmale und Allozymdaten als ver-
meintliche F;-Hybride charakterisiert. Dagegen zeig-
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ten die Resultate der RAPD-Analyse, daf die G x H-
Hybride nicht als F,-Hybride eingeordnet werden
kénnen. Die G x H-Hybride sind moglicherweise
Riickkreuzungen von F;-Hybriden mit der parentalen
Spezies D. hyalina, da anteilig mehr D. hyalina- als
D. galeata-Marker detektiert wurden. In Verbindung
mit definierten Kreuzungsexperimenten wird zukiin{-
tig eine genaue Einordnung der Hybride in verschie-
dene Hybridklassen méglich sein. Damit kénnen
Ausmafl und Richtung introgressiven Genflusses erst-
mals quantifiziert werden.
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