Praktikumsteil Molekulare Systematik (Christianr®zen)

Molekulare Methoden sind nicht nur Grundlage denéi& oder Mikrobiologie, sie haben auch die
sogenannte ,,organismische Biologie" revolutioni&ie gesamte Geschichte eines Organismus, von
seinen evolutionaren Wurzeln bis zu seiner fangh&ergangenheit, hinterlasst Spuren im Genom.
Sind Transposons die phylogenetischen VorgdngeRatroviren? Wie oft hat sich Carnivorie in der
Evolution der Pflanzen entwickelt? Kann die Plag&tonik das Auftreten flugunfahiger Vogel in
Australien, Afrika und Stidamerika erklaren? Wid smn die letzten Bestdnde vom Aussterben be-
drohter Pflanzen- und Tierpopulationen manageninuengenetische Variabilitat zu erhalten? Wer
molekulare Marker — DNA oder Proteine — verwenkahn biologische Fragestellungen angehen, die
weit Uber das bloRRe Verstandnis zellularer Vorgdrigausreichen. Dieser Praktikumsteil versucht,
Ihnen die Arbeitsschritte der Datengewinnung umahgse in der modernen Systematik zu zeigen.
Die im Kurs durchgenommenen Arbeitsschritte singlagedie gleichen, die bei der wissenschaftlichen
Arbeit anfallen. Sie kénnen dieses Praktikum daalsreinen ,,Kochkurs*” fur molekulare Systematik
betrachten.

Der Kurs besteht aus zwei Teilen: Datengewinnuigy flon DNA-Sequenzdaten) und Datenauswer-
tung am Computer. Nach dem ersten Teil wird einekPause eingelegt, da wir wie viele andere
Labors keinen Sequenzierer besitzen und die Sedtiermmatogramme von einem externen Labor
erstellen lassen. Auch dies entspricht dem normatbaitsablauf in den meisten Forschungslabors.
Dieses Skript soll Sie durch den Kurs fuhren, indenin Kurzfassung die Hintergriinde der molekula-
ren Systematik darstellt. Die theoretischen Teigeden in der Vorbesprechung genauer durchge-
nommen. Zuséatzlich finden Sie (gelb hinterlegt)aenAnweisungen zu den einzelnen Arbeitsschrit-
ten, die Sie im Labor oder am Computer nacheinajaddraken” kdnnen.

Die Labormethoden zur Gewinnung von DNA-Sequenah technisch nicht anspruchsvoll, auch
wenn die wenigsten Protokolle gleich von Beginrfuanktionieren. Statistische Verfahren zur Be-
rechnung von phylogenetischen Stammb&aumen sindydagecht immer leicht zu verstehen. Das
Verhalten dieser Methoden unter bestimmten evaiétien Bedingungen ist vielfach noch schlecht
erforscht. An der Verbesserung wird laufend ge#ehaiegelmaliig werden auch neue Verfahren vor-
geschlagen. Dieser Kurs kann deshalb nur eineareEshblick vermitteln. Fir die vielen spannenden
Fragen (und Anfalle von Verzweiflung) gibt es spéfgf. Betreuer und erfahrenere Mitglieder der
Arbeitsgruppe.



DNA-Sequenzierung, eine kurze Ubersicht

DNA zu ,sequenzieren” bedeutet, die ReihenfolgeNigkleotid-Basen — die Basensequenz — eines
DNA-Abschnitts zu ermitteln. Die fiir den Organismwishtigen Informationen zur Synthese von
Proteinen sind in Form von Basentripletts (Dreiepgren von Nukleotidbasen) auf der DNA gespei-
chert. Daneben gibt es bei Eukaryoten eine grofdg®laicht-codierender DNA, die scheinbar kei-
nerlei Informationen tragt. DNA-Sequenzen werdedaénRegel unverandert von einer Generation an
die nachste weiter gegeben. Durch gelegentlichieFbhi der DNA-Replikation (Mutationen) sum-
mieren sich aber doch im Laufe der Zeit Sequenztdohiede zwischen den Organismen. Die fur
Systematiker wichtigen Informationen sind genawselierblich fixierten Veranderungen (Substitutio-
nen), die Sequenzen im Laufe der Evolutions- odguRtionsgeschichte durchmachen. Vereinfacht
kann man sagen: Je ndher zwei Organismen miteingadeandt sind, desto dhnlicher sind sich ihre
DNA-Sequenzen. Es geht in der molekularen Syst&raito darum, anhand von DNA- (oder Protein-
) Sequenzunterschieden die Evolutionsgeschicht®dgnismen nachzuvollziehen. Dies ist ein Pro-
zess, der viele Arbeitsschritte umfasst. Die fotleeAusammenfassung soll Innen die Ubersicht er-
leichtern.

1) Der erste Schritt der DNA-Sequenzierung istihéraktion der DNA aus Gewebeproben.
Die DNA muss aus den Zellen freigesetzt und altkeaen Zellbestandteile beseitigt werden.

2) Ein oder mehrere vorher bestimmte DNA-Abschnittessein in so groRer Konzentration vor-
liegen, dass man ihre Basensequenz bestimmen RaRolymerase-Kettenreaktion
(PCR) dient dazu, die ausgewahlten DNA-Abschnitte zu \edmrman.

3) Das Endprodukt der PCR-Reaktion dient als Auggjarodukt fur die eigentliche Sequenzier-
reaktion. Bevor diese Reaktion gestartet werdem kantissen durcReinigung der PCR-
Produkte alle im nachsten Schritt stérenden Substanzeeramtiverden.

4) Das gereinigt PCR-Produkt wird in d&equenzierreaktioneiner weiteren PCR unterzogen.
Diesmal verwendet man nur einen Primer, so dags &einer Verdoppelung der DNA mehr
kommt. Meist mdchte man zur Sicherheit und zum Deltgleich beide DNA-Strange se-
quenzieren und setzt deshalb zwei oder mehr Rewktimit jeweils unterschiedlichen Pri-
mern an.

5) Im letzten Schritt wird das Produkt der Sequemmeaktion in einem automatischBhA-
Sequencetelektrophoretisch aufgetrennt, wobei mit Hilfe yelnoreszenzmarkern die DNA-
Sequenz bestimmt wird. Diesen Schritt lassen wir&oem kommerziellen Labor ausfuhren.

Kursziele

1) Nach dem ersten Kursteil sollen Sie in der Lsgja, ohne weitere Anleitung:
a. Aus Pflanzen- oder Pilzmaterial DNA zu extragmer
b. PCR-Reaktionen mit vorher ausgewahlten Primemusetzen,
c. Den Erfolg Inrer PCR-Reaktionen auf Agarose-Gele dokumentieren,
d. PCR-Produkte zu reinigen,
e. Sequenzierreaktionen anzusetzen und
f. Das Produkt der Sequenzierreaktion zu reinigehau trocknen.

2) Nach dem zweiten Kursteil sollten Sie in Grurgkaii mit folgenden Begriffen und Arbeits-
verfahren vertraut sein.
a. Editieren und alignen von Sequenzen
b. Phylogenetische Baume und Methoden zu ihrerdderang
c. Berechungsmethoden fiir phylogenetische Unsielterh
d. Phylogenetische Hypothesen und einfache Testeth

3) Nach den Vorbesprechungen und eigener Lektiiters&ie in der Lage sein, einfachere mo-
lekularsystematische Publikationen zu verstehenllugdeigenen Daten mit kritischen Augen
zu betrachten.

Aufgabe vor Beginn des Kurseslesen Sie Kapitel 1 und 2 aus: ,von Haeseler, Ali&
bers, D. (2003Molekulare Evolution128 pp. S. Fischer Verlag, Frankfurt.” (8,90 €).
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Datengewinnung: DNA-Sequenzierung, 1. Arbeitstag

Aufarbeitung des Pflanzenmaterials

Der erste Arbeitsgang ist der einfachste: Zerst&ierdas Pflanzenmaterial bis zur Unkenntlichkeit!
Dieser Schritt ist notwendig, weil im nachsten 8&thie DNA aus den Zellen freigesetzt werden soll.
Je groRer die Oberflache, desto schneller wirkerddizu notwendigen Enzyme. Trotzdem heisst es
vorsichtig vorgehen: Handschuhe tragen und die DAt unndtigen mechanischen Belastungen
aussetzen!

1. Mischen Sie Puffer C1 aus dem NucleoSpin Platriaktionskit gut und stellen Sie
sicher, dass er warm ist.

2. Stellen Sie ein Becherglas bereit.

Bereiten Sie ihre Pflanzenproben vor: gebenesea. 100 mg Pflanzenmaterial und
eine Spatelspitze Sand in ein Eppendorf-Gefal3nil),5

Beschriften Sie die Gefal3e unverkennbar.

Erhitzen Sie den Puffer C1 im Wasserbad odedant Heizblock auf 45 °C.
Bereiten Sie ein kleines Styroporgefald mit fljess Stickstoff vor.

Stecken Sie ein Plastikpistill in das Gefals.

Tauchen Sie das Gefal} bis zur Halfte in derk8béf und warten Sie einige Sekun-
den (Vorsicht: Finger nicht mit einfrieren!).

9. Zermahlen Sie das Material mit dem Pistill, odae Gefal zu zerbrechen, und ohne
dass das Material auftaut (ggf. erneut in den StadK).

10. Arbeiten Sie ziigig weiter mit Schritt 11.

w

© NO O

DNA-Extraktion
(Wahrend der Extraktion wieder mit Handschuheniggbg

11. Mischen Sie Puffer C1 und RNase A mit der Repgtit durch. Pipettieren Sie 400
C1 und 1Qul RNase A auf das zerkleinerte PflanzenmateriahrBii Sie mit dem
Pistill gut um.

12. Prifen Sie, ob alles Pflanzengewebe homogenisieZerquetschen Sie ggf. grolRere
Stiuckchen an der Wand des Gefalies.

13. Legen Sie das Pistill in das Becherglas untiestdn Sie das Eppendorf-Gefal3.

14. Rihren Sie auf dem Schuttler kurz durch (nzchtange, genomische DNA ist emp-
findlich gegen mechanische Belastungen).

15. Stellen Sie das Gefal3 bei 70 °C in den Heikbloc

16. Gehen Sie zurick auf 1. und fahren unmittettiader nachsten Probe fort. Benutzen
Siefrische Pipettenspitzenfir jede einzelne Extraktion!

17. Wenn alle Proben versorgt sind und im WassefiHaizblock) stehen, warten Sie 30
Minuten. In dieser Zeit drehen Sie die Gefal3e 3aftanf den Kopf und stellen sie sie
zurtick, um den Inhalt neu zu vermischen. Wéahrersdredie folgenden Arbeits-
schritte vorbereiten.

18. Mischen Sie 4 Teile Puffer C2 und 1 Teil Pufi& (ergibt Puffer C4), und dann 3
Teile Puffer C4 mit 2 Teilen Ethanol. Mischen Sig der Pipette gut um. Sie benotir
gen fur jede Probe 5Q0 C4/ Ethanol. Berechnen Sie die benétigte Gesamgene
(mit etwas ,Pipettierverlust®).




19. Fugen Sie die erforderliche Menge Ethanol ZteP €5 hinzu und mischen.

20. Beschriften Sie fur jede lhrer Proben 1 Epper@efal’ (1,5 ml), 1 Eppendorf-Gefald
(2 ml) mit einer NucleoSpin Séaule, 1 weiteres EplmefiGefald (1,5 ml).

21. Nach 30-45 Minuten, zentrifugieren Sie das DNAat 5 min. bei maximaler Um-
drehungszahl.

22. Pipettieren Sie fur jedes Extrakt 50@Puffer C4/ Ethanol in ein neues Eppendorf-
Gefald (1,5 ml).

23. Pipettieren Sie den Uberstand aus den zerigiteg DNA-Lysaten hinzu. Nehmen
Sie mdglichst nichts vom Bodensatz aber moglicletNA-Lysat mit. Pipetten-
spitzen wechseln!

24. Pipettieren Sie 504 des Lysats auf die Trennsaulpettenspitzen wechselnVer-
schliessen Sie diese.

25. Zentrifugieren Sie 1 min. bei max. Umdrehunps2derwerfen Sie den Durchlauf.

26. Wiederholen Sie Schritte 23 und 24 mit dem KestLysats bis alles auf die Saule
aufgetragen ist.

27. Waschen Sie die Saule mit 40@Puffer CW. 1 min. bei max. Umdrehungszahl
zentrifugieren. Durchlauf verwerfen. (Wenn Sie @rennsaule nicht berthren, kon-
nen Sie bei den Schritten 26-28 Pipettenspitzenfaehverwenden. Nach jeder ver
sehentlichen Beruihrung Pipettenspitzen wechseln.)

28. Waschen Sie die Saule mit jd@uffer C5. 1 min. bei max. Umdrehungszahl zentr
fugieren. Durchlauf verwerfen.

29. Waschen Sie die Saule mit 2d@Puffer C5. 2 min. bei max. Umdrehungszahl zentr
fugieren, um die Membran véllig zu trocknen. Derr@uauf mitsamt dem 2-ml-
Gefald (aber ohne die griine Saule!) verwerfen.

30. Grune Saule in das letzte 1,5-ml-Gefal3 stelléyul Puffer CE auf die Mitte der
Membran pipettieren, ohne diese zu beriihren unth5bei Zimmertemperatur inku-
bieren.Pipettenspitzen wechseln!

31. 1 min. bei max. Umdrehungszahl zentrifugiefi@ennsaule verwerfen. Gefal3 ver-
schliessen und nochmals sauber beschriften.

Nach dem letzten Schritt halten Sie nun die ex¢érahiDNA in einer Pufferlésung in Ihren Handen.

Im einzelnen haben Sie in Schritt 1-7 das Maten@thanisch aufgeschlossen und in Schritt 9-16 die
Zellmembranen lysiert und die DNA freigesetzt. bhit 20-21 haben Sie feste Bestandteile und die
meisten Polysaccharide entfernt. In Schritt 224250NA an eine Tragermembran gebunden. Das so
gebundenen Material haben Sie in 26-28 von Prasian, weiteren Polysacchariden, Nukleotiden
und anorganischen Zellbestandteilen gereinigt.LBmung ist im Kiihlschrank nun mehrere Jahre lang
haltbar. Frieren Sie DNA-L&sungen nur ein, wennsi@er sind, dass sie nur noch sehr selten ge-
braucht werden. Haufiges Auftauen und Einfrierenstzet die DNA.

Sollte es Probleme bei der PCR geben (s.u.), kamvarsuchen, statt mit Elutionspuffer mit Wasser
zu eluieren, dem danach 10% TE-Puffer beigefligi vidas in vielen Elutionspuffern in héherer
Konzentration vorhandene EDTA bindet Mg-lonen, wader PCR oft zu schlechter Produktausbeute
fuhrt.



Datengewinnung: DNA-Sequenzierung, 2. Arbeitstag

PCR-Reaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chaiotima= PCR) ist eine Abfolge biochemischer
Reaktionen, die bei verschiedenen Temperatureimémeeinzigen Reaktionsgefal3 ablaufen. Im
Grunde simuliert die PCR-Reaktion die in der Natrder Zellteilung erfolgende Replikation der
DNA im Reagenzglas. Die isolierte genomische DNAdvim einer Pufferldsung mit einer DNA-
Polymerase, Mg-lonen und Desoxyribonukleotiden (dNTPs) zusammieragght. Damit die Polyme-
rase die DNA als Vorlage verwenden kann und mitideter L6sung vorhandenen Nukleotiden einen
Komplementarstrang synthetisieren kann, missebheaigen Strange der DNA zuerst getrennt (dena-
turiert) werden. Dies geschieht bei 90%85 Zusétzlich benétigt das Enzym einen Anfangsstran

den es weitere Nukleotide anfiigen kann. Diesenegku®&trang figt man in Form von zwei ,Primern®
hinzu. Diese kurzen Oligonukleotide binden bei 0@ an passende, komplementire DNA-
Abschnitte (annealing). Damit hat man die Moéglidhke bestimmen, welche Teile der DNA man
amplifizieren will. Die am haufigsten verwendetdyPrerase stammt aus dem in heiRen Quellen le-
benden Bakteriunfhermophilus aquaticusnd ist deshalb sehr hitzestaltél(fPolymerase). Die op-
timale Reaktionstemperatur liegt bei 72° C. Derldgkvon DNA-Denaturierung, Primer-annealing
und DNA-Synthese wird in einem automatischen Thesmler 30 bis 40 mal durchlaufen, wobei sich
die Menge des ausgewahlten DNA-Abschnitts im (mieiehten) Idealfall jedesmal verdoppelt.

Frage: Warum werden fur die PCR zwei Primer verwendetatie5’- und 3’-Ende des zu
vermehrenden Abschnittes jeweils auf den Kompleérstringen sitzen?

PCR-Reaktionen sind sehr launisch, geringe Veramden im Protokoll fihren oft zu kompletten
Fehlschlagen. Trotzdem werden in verschiedenenrsatfbganz unterschiedliche Protokolle ver-
wendet. Das am haufigsten verwendete Verfahre@ptimierung von PCR Reaktionen ist ,Versuch
und Irrtum®: Verlauft die PCR schlief3lich wie ervgimt, verandert man das Protokoll nicht mehr
(oder nur noch, wenn man testen will, ob sich dasuRat noch verbessern lasst).

Multiple Banden, unsaubere Banden oder fehlendé&P@dukt sind die hdufigsten Probleme. Feh-
lendes PCR-Produkt z. B. kann die unterschiedkhklrsachen haben:

- Das Extraktionsprotokoll hat versagt; das Elusbhalt keine oder zu wenig DNA.

- Man hat zuviel DNA hinzugeflgt (auch das verungdrobleme).

- Die Ausgangs-DNA ist degeneriert (z. B. durchfigias Auftauen und wieder Einfrieren).

- Der DNA-Extrakt enthalt Stoffe (z. B. Polysacddar EDTA), die die PCR stéren.

- Die Polymerase ist Uberaltert/ nicht tiefgefrogatagert.

- Einer oder beide Primer sind tUberaltert/ niokfigeefroren gelagert.

- Die Primer passen nicht auf die Bindungsstelkem sogar bei angeblich universellen Primern
hin und wieder geschehen).

- Man hat eine Zutat im Ansatz vergessen.

- Die Annealing-Temperatur ist zu hoch.

- Der Thermocycler ist defekt.

Der Losung kann man nur auf die Spur kommen, wean der Reihe nach die verschiedenen Még-
lichkeiten ausschlief3t. Im Zweifelsfal empfiehltsish, erfahrene Kollegen um Rat zu fragen. Im In-
ternet finden sich viele Seiten, in denen durchegbluche gestahlte Biologen Tips zu ,PCR-
troubleshooting” geben.

(z. B.http://206.53.227.20/prod_inf/manuals/pcr_man/Cbd}t/ CHAPO01-Seite29.htin

Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgt in PCR-Gefé(®2 ml). Obwohl die optimale Reaktions-
temperatur bei 72° C liegt, ist die Polymerase aagitZimmertemperatur schon aktiv und beginnt,
hier und da Nukleotide an Primer anzubauen. Dasisttallgemeinen die spatere PCR-Reaktion
empfindlich, weshalb dasnsetzen der PCR auf Eiserfolgt. Teurere sog. ,hot start* Enzyme enthal-
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ten Antikorper, die die Polymerase deaktivierentdbumehrminttiges Vorerhitzen auf 96 °C im
Thermocycler (s.u.) werden die Antikorper denattitiad das Enzym aktiviert. Mit solchen Enzymen
kann man auch bei Zimmertemperatur arbeiten.

1.

)

4.

Ziehen Sie Handschuhe an und tauen Sie dierfdégeZutaten auf:
- destilliertes und autoklaviertes Wasser

- PCR-Puffer

= MgC|2

- dNTP-Mix

- Primer C und F

Beschriften Sie fir jeden PCR-Ansatz und fuediullprobe jeweils 1 PCR-Gefal3
(0,2 ml) und stellen Sie sie auf Eis.

Die Polymerase ist trotz Aufbewahrung im Gefdrank fliissig und wird direkt auf
Eis Gberfuhrt.

Ihr DNA-Extrakt Uberfuhren sie direkt vom Kihisank auf Eis.

Abgesehen von der Ausgangs-DNA enthalten lhre P@GRafxe die gleichen Chemikalien in gleicher
Konzentration. Um sich unnotiges Pipettieren zpamsn, stellt man daher zuerst einen sog. ,Master-
mix“ her, der alles enthalt aul3er der zu amplifeeiglen DNA. Jeder PCR-Ansatz enthaljgGlavon
entfallen 5ul auf das DNA-Extrakt. Reaktionen mit @bsind auch dblich, 100l Anséatze wegen der
hohen Kosten nur, wenn grofRe Mengen DNA bendtigtiere

Aufgabe: Der Mastermix enthélt die folgenden Bestandteile.

Ausgangs- Konzentration/ Volumen/ Volumen/
konzentration Reaktion Reaktion 15 Reaktion

PCR-Puffer 10 x 1x

MgCl, 50 mM 2 mM

dNTP-Mix 2mM 0,2 mM

Primer 1 M 0,4uM

Primer 2 M 0,4uM

tag-Polymerase 5 W 25U

Wasser - -

Berechnen Sie die Volumina der einzelnen Bestaedii eine 5@Ql-Reaktion und einen
Mastermix fur 15 2pl-Reaktionen.

D
-

5.

Berechnen Sie die Mengen fir jeden PCR-AnsalZiunden Mastermix. Berechner
Sie 1 Ansatz fur jede zu untersuchende Art, sovdeReaktionen zusatzlich (1 Null-
probe und 0,5 Mengeneinheiten als ,Pipettierresgrve

Stellen Sie ein Eppendorf-Gefal3 (1,5 ml) aufufid pipettieren Sie erst Wasser, da
die anderen Zutaten in der angegebenen Reiherdakggmmen. Benutzen Sie flr je
des Reagens einen frische Pipettenspitze. Misciegjed®s Reagens (aul3er der Pd
lymerase, s. u.!) vor dem Pipettieren durch Eird Anspipettieren bei gleichzeitigen
Ruhren!

Pipettieren Sie als letztes die Polymerase. &1iBie die Polymerase-L6sung nur s¢
vorsichtig, aber sorgféaltig mit der Pipettenspitire. Die Losung ist sehr zahflissig;
sorgen Sie dafur, dass nichts an der Au3enseiteidettenspitze héangenbleibt. Die-

\nn

=

shr

ses Enzym ist extrem teuer (1 ml kostet ungefafp Euro).




8. Mischen Sie den Mastermix bis sie keine Schiienehr sehen. Pipettieren Sie 45
in jeden Ansatz.

9. Pipettieren Sie zuletzt b inrer DNA-Extrakte (5ul H,O flir die Nullprobe) in das
jeweilige Gefal3, verschlieRen Sie das Gefal.

10. Zentrifugieren Sie die PCR-Ansatagz ab (wenige Umdrehungen) und stellen Si
sie sofort wieder auf Eis.
11. Schalten Sie den Thermocycler ein und starnel& Programm CHLL1.

12. Sobald die Temperatur von 94 °C erreicht isterbrechen Sie das Programm, setzen
zugig die Proben ein, verschlie3en den Deckel eteks das Programm fort.

13. Setzen Sie fur den morgigen Arbeitstag 2 I5terTBE-Puffer an. Dazu stellen Sie
zunéchst 200 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) her: 29,225QjA, Aqua dest. ad 200 ml,
langsam KOH-Platzchen dazugeben und pH auf dem &tagdwer einstellen.

14. Fillen Sie 108 g Tris, 55 g Borsaure, 40 ml BDnit Aqua dest. ad 2000 ml auf. Auf
dem Magnetrihrer mischen.

15. Arbeitsflachen aufraumen.
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ACHTUNG!
Protokollieren Sie die PCR-Reaktion, indem Sigjid¢des Gefall das DNA-Extrakt, die PCR-Nummer
und die Mengen aller Bestandteile des Ansatzesnoti(am besten in Tabellenform wie folgt).

Extr.-Nr. PCR-Nr. DNA HO Puffer dNTPs Primerl Primer2 Enzym
127 1345 a0 xu X X X xul xul
128 1346

Dieses Protokoll ist sehr wichtig. Zu Beginn eineuen Versuchsreihe (neue Organismen, neue Ge-
nabschnitte usw.) missen PCR-Reaktionen fast impténiert werden. Das ist nur mdglich, wenn
man die Versuchsbedingungen jedes Laufs protokollie

NOCH EIN HINWEIS

Sobald die zu untersuchenden Organismen nur ndébrin von DNA-Extrakten im Labor herumste-
hen, lassen sie sich auR3erlich nicht mehr unteideheAb diesem Zeitpunkt muss man sich peinlich
genau vor Verwechslungen der Reaktionsgefalie audenmern hiten. Man sollte deshalb alle Ep-
pendorf-Gefalie sauber und permanent beschrifteihynimedingt auch das Datum jedes Ansatzes
notieren. Nur so hat man wenigstens eine geringa&$ Verwechslungen auch im Nachhinein noch
auf die Spur zu kommen.

UND EIN DRITTER HINWEIS

PCR-Produkte enthalten DNA in millionenfach hthé¢enzentration als DNA-Extrakte. Selbst
kleinste Verunreinigungen durch Trdpfchen an Hahdken, Pipettenspitzen oder achtlos weggewor-
fenen PCR-GefalRen kbnnen desastrose Folgen halgeDNA konkurriert mit der genomischen

DNA um Polymerase, Primer und dNTPs. Dabei ziedigginomische DNA fast immer den Kirzeren.
Im glnstigsten Fall stért das die PCR lediglich.ungtinstigsten Fall erhalten Sie wunderschdne
PCR-Produkte, die sich nach Sequenzieren (furje@MINA-Strang) immer wieder als ein und diesel-
be Art erweisen. Reinigen des gesamten Laborsofdieglich Mobiliar, Geréaten, Glasflaschen usw.)
und Wegwerfen kontaminierten Verbrauchsmaterialddasn oft die einzige Loésung. Arbeiten Sie in
der ,Post-PCR Phase" mit pingeliger Genauigkeihssaerriitten Sie das Verhaltnis zu lhren Labor-
kollegen.



Nachweis von PCR-Produkten

Die spannende Frage lautet nun: Hat die PCR fumktiboder nicht? VVon auf3en sehen lhre PCR-
Rohrchen unverandert auspdihres PCR-Produktes missen Sie deshalb opfermsumittels E-
lektrophorese auf einem Agarose-Gel aufzutrennas.®el wird mit Ethidiumbromid (EtBr) behan-
delt, das sich mit DNA zu einem fluoreszierendemigtex verbindet. Bei Betrachten des Gels auf
einem UV-Transilluminator finden Sie so heraus(Dhbiiberhaupt PCR-Produkt entstanden ist, (2)
nur ein spezifisches oder mehrere Produkte untediather Lange entstanden sind, und (3) wie lang
das amplifizierte DNA-Stiick in etwa ist, d. h. ddsdichtige Stlick amplifiziert wurde. Auch bei die-
sem Arbeitsgang sind Handschuhe erforderlich.

1. Wiegen Sie 2 g Agarose in ein Becherglas eimsi¢bt, Agarose und Kokain unter-
scheiden sich in Aussehen und Preis nicht sondgrermutlich aber in der Wir-
kung).

2. Fugen Sie 200 ml 1 x TBE und ein Ruhrfischcheathund setzen einen Deckel lose
auf.

3. Erhitzen Sie die Mischung 2 min auf hochstefeStu der Mikrowelle.
Ruhren Sie einmal mit dem Magnetrihrer durch.

5. Erhitzen Sie jetzt in kleinen Schritten (20-2& snit zwischenzeitlichem Ruhren) wei
ter in der Mikrowelle bis die Lésung vollig klartisdgarose kocht in Sekundenschnel-
le Uber (eine Riesenschweinerei!). Beaufsichtigend&s Glas gut und stoppen Sie die
Mikrowelle, sobald die ersten Blasen erscheinerchfauf dem Magnetrihrer beginnt
heil3e Agarose-Ldsung sehr leicht zu schdumen.

6. Wenn die Agarose-Ldsung Klar ist, lassen Siagfalem Magnetrihrer bis etwa
60° C abkuhlen (mit Handschuhen knapp unterhallsdemerzgrenze).

7. Setzen Sie eine Gelwanne um 90° gedreht in ldigiéphoresekammer, so dass si€
dicht mit den Wanden abschliel3t. Hangen Sie eigen pwvei Kamme ein.

8. GielRen Sie ca. 50 ml Agarose-Ldsung (1 %) inGkevanne, ohne Blasen zu erzeu
gen. Etwaige Blasen mit einer Pipettenspitze anRimd des Gels mandvrieren. War-
ten Sie 20 Minuten, bevor Sie mit den folgendenefgschritten beginnen.

B

Es folgt die Vorbesprechung.

9. Wenn das Gel milchig aussieht, ziehen Sie dizv@®me aus dem Tank und setzen sie
richtig ein. Fullen Sie Puffet x TBE in den Elektrophoresetank, bis das Gel bedeckt
ist. Achten Sie auf die richtige Ausrichtung dessGdie DNA wandert zur Anode
(dem roten Anschluss). Ziehen §@nz vorsichtigdie KAmme aus dem Gel (auf ei-
ner Seite beginnen und schrag ziehen, um das Gdlzu beschadigen).

10. Zentrifugieren Sie die PCR-Produkte kurz ab.

11. Schneiden Sie einen Streifen Parafilm ab ugerehn flach auf den Tisch. Notierer
Sie auf einen Zettel, in welcher Reihenfolge SeeICR-Produkte auf das Gel laden.
Die folgenden Schritte erfordern ziigiges Vorgehen!

12. Pipettieren Sie nebeneinander fir jede PCRReafinklusive der Nullprobe) il
Ladepuffer auf den Parafilm-Streifen. Genitigend ahdthalten. Pipettenspitze muss
nicht gewechselt werden.

13. Mischen Sie die erste PCR-Reaktion mit eineenePipettenspitze gut um (DNA
setzt sich unten ab).

14. Pipettieren Sie @l PCR-Produkt auf den ersten Tropfen Ladepuffers®laliel3en Sie
das PCR-Gefal3 wiedd?ipettenspitze wechseln!
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15. Wiederholen Sie Schritt 13-14 flr jedes PCRdBkd und flr die Nullprobe. Arbeiten
Sie so zugig, dass die Tropfen nicht eindampfen.

16. Nehmen Sie die Tropfen @b der Reihe nach mit einer Pipette auf und pipetth Sie
sie vorsichtig in die Taschen des Gels. Versuchem&s Gel dabei nicht zu berihren
und vermeiden Sie Wirbelstirme im Elektrophoredethassen Sie in jeder Reihe die
letzte Tasche des Gels frei.

17. Pipettieren Sie pl GréRenmarker (,100 bp ladder) in die letzte Tesdes Gels.

18. Setzen Sie den Deckel auf, kontrollieren Shreinmal die richtige Ausrichtung des
Gels und starten Sie die Elektrophorese bei 80 V.

Nach etwa 45-60 min, wenn der blaue Marker 5-7 @it gewandert ist, kann das Gel
unter dem Transilluminator betrachtet werden.

19. Ziehen Sie blaue Nitrilhandschuhe an. Heber®i&elwanne vorsichtig aus dem
Elektrophoresetank und trocknen sie mit Papier ab.

20. Uberfiihren Sie das Galne es fallen zu lasseim die Farbewanne unter dem Abzug.
Die Farbelosung enthalt Ethidiumbromid (EtBr), dasTierversuch karzinogen ist.
Latex ist durchl&ssig fur EtBr, deshalb die Nitaiftdischuhe. Entsorgen Sie alle Mate-
rialien, die mit EtBr in Beriihrung gekommen sind $pezial-Abfallbehalter unter
dem Abzug.

21. Lassen Sie die Farbelosung ca. 20 min. einwirke

22. Uberfiihren Sie das Gel erst auf das durchgeffablett und danohne zu tropfen
auf den Transilluminator. Schliessen Sie die Tid sichalten Sie das Gerat ein.
Wechseln Sie danach die Handschuhe (Sonderm(M)y I&e andere Gegenstande
berihren.

23. Schalten Sie den Computer der Geldokumentardage ein.

24. Starten Sie das Programm ,EasyWin 32" und kicBie im Drop-down-MengDa-
tei>Kamera aktivieren an.

25. Speichern Sie das BildDatei>Bild speichern), drucken Sie ein Foto des Gels aus
(>Datei>Bild drucken) und kleben es zur Dokumentation unter ihr PCRdkuall.

26. Entsorgen Sie das Gel als Sondermll. ReinBjerdie Oberflache des Transillumina-
tors mit destilliertem Wasser und Papiertiichern.

27. Entsorgen Sie ihre Handschuhe im Sondermdill.

Die amplifizierte DNA einer erfolgreichen Reaktiliegt als mehr oder weniger breite Bande auf dem
Gel vor. Diese Banden sollten deutlich sichtbar smaber begrenzt sein, und die Fragmente sollten in
der Lange dem erwarteten Produkt entsprechen. BligpGr der Nullprobe sollte schwarz sein. Soll-
ten Sie in der Nullprobe eine Bande finden, dieeder Banden in Ihren PCR-Ansétzen entspricht,
sind ihre Reaktionen sehr wahrscheinlich kontaminideist sind verunreinigte Reagenzien die Ursa-
che solcher Kontaminationen. Diese Verunreinigurey@stehen z. B., wenn Pipettenspitzen nicht
gewechselt wurden und genomische DNA (bertragedevin diesem Fall muss die PCR wiederholt
werden. Im schlimmsten Fall hat man es mit Labowkainationen zu tun (s.o.).

Sie kénnen jetzt entscheiden, welche PCR-Produktaah dem Standardprotokoll (n&chster Schritt)
weiterverarbeiten wollen und welche Reaktionen erkdlt werden missen. Oft treten multiple Ban-
den auf. Solche Reaktionen kdnnen nicht einfachigigt und sequenziert werden. Man muss die
Reaktion aber auch nicht unbedingt wiederholen. Wéia Banden gut getrennt auf dem Gel liegen
und die erwiinschte Bande deutlich und sauber begistnkann man das gesamte PCR-Produkt auf
ein moglichst groRes und dickes Agarose-Gel miBgrén Taschen aufladen und auftrennen. Die
gewilnschte Bande wird unter UV-Licht geortet, miee Skalpellklinge ausgeschnitten und mit ei-
nem speziellen Gelextraktionskit gereinigt. Dasdirken und Ausschneiden der richtigen Bande soll-
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te nicht auf dem Transilluminator erfolgen. Die bdhtensitat des UV-Lichtes zerstort in kilirzester
Zeit die DNA. Stattdessen eignen sich gewohnlickelldmpen, wie sie z. B. fur die Dinnschichtch-
romatographie verwendet werden. Zusétzlich zu Hamgdsen muss ein Augenschutz getragen wer-
den.

Datengewinnung: DNA-Sequenzierung, 3. Arbeitstag

Reinigung der PCR-Produkte

Rickstande der PCR-Reaktion, besonders Polymenaiseicht verbrauchte Primer miissen entfernt
werden, bevor die eigentliche Sequenzierreaktigesgizt werden kann. Dieser Reinigungsschritt
wird d&hnlich wie die DNA-Extraktion am besten niit@m fertigen Kit durchgeftihrt. Wir verwenden
das NucleoSpin Reinigungskit.

1. Fugen Sie 28 ml Ethanol zu jeder Flasche PifieS.

2. Beschriften Sie fur jeden gelungenen PCR-AnsatEppendorf-Gefald (1,5 ml), eine
Extraktionssaule in einem Eppendorf-Gefal’ (2 miyl ein weiteres Eppendorf-Gefal
(1,5 ml).

3. Berechnen Sie flr jede zu reinigende PCRI3Ruffer NE, pipettieren Sie diese Men-
ge in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal und erhitzen &iens Heizblock auf 45° C.

4. Pipettieren Sie 184l Puffer NT2 in die erste Serie Eppendorf-Gefafpetenspitze
braucht nicht gewechselt zu werden.

5. Pipettieren Sie nun das PCR-Produkt der erstemtersuchenden Art vollstandig in
das erste Eppendorf-Gefald und mischen Sie PuftePuodukte mit der PipettBi-
pettenspitzen wechseln und Vorsicht vor Verwechslugen!

6. Wiederholen Sie Schritt 4 fur die PCR-Produller &rten.

7. Pipettieren Sie die Mischungen in die jeweiligatraktionssaulen. Dabei fir jede
ProbePipettenspitze wechseln.

8. Zentrifugieren Sie 1 min bei 13000 rpm. Verwar&e den Durchlauf.

9. Pipettieren Sie 60@ Puffer NT3 auf die Trennsaule. (Wenn Sie die Tisgule nicht
berihren, kdnnen Sie bei den Schritten 8-10 Pipspitzen mehrfach verwenden.
Nach jeder versehentlichen Berlihrung Pipettenspitzxhseln.)

10. Zentrifugieren Sie 1 min bei 13000 rpm. VereearSie den Durchlauf.

11. Pipettieren Sie 20d Puffer NT3 auf die Trennséule.

12. Zentrifugieren Sie 2 min bei 13000 rpm. VerearSie den Durchlauf mitsamt dem|2-
ml-Gefali.

13. Stellen Sie die Trennsaule in das zweite Eppreir@glefald (1,5 ml) und lassen Sie si¢ 5
min mit gedffnetem Deckel stehen, um die Membratstandig zu trocknen.

14. Pipettieren Sie 28 Puffer NE (vom Heiblock) genau ins Zentrum derrivian, oh-
ne diese zu beruhreRipettenspitzen wechselnSchliessen Sie den Deckel der
Trennsaule und lassen Sie den Ansatz 5 min bei Rawperatur stehen.

15. Zentrifugieren Sie 1 min bei 13000 rpm. VerwarSie die Trennsaule, behalten Si
das Eluat (lhr gereinigtes PCR-Produkt). Beschrifiee das Gefal? deutlich lesbar.

1%
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DNA-Quantifizierung

Nach dem vorigen Arbeitsschritt haben Sie nun eneigigtes PCR-Produkt, das darauf wartet se-
quenziert zu werden. Die Qualitat der Sequenzen kaer sehr empfindlich auf schwankende DNA-
Mengen reagieren. Unterhalb eines gewissen Schwediges versagt die Sequenzreaktion, oberhalb
werden die Sequenzen oft unsauber. Solche schieSetguenzchromatogramme muss man in ner-
venaufreibender Arbeit editieren. Selbst dann kleibft viele Positionen der Sequenz unsicher, was
die Datenanalyse erschwert. Um sich diesen Argergparen, ist es besser, die Menge der DNA vor-
her zu bestimmen und 200 ng DNA pro Reaktiony(}@u verwenden.

Die Mengenbestimmung erfolgt auf einem 1 %igen Aga+fGel mit EtBr. Arbeiten Sie nach dem
Protokoll fir Schritt 4 und verwenden Sie den Rigstvorher angesetzten Agarose-Lésung upd 4
Ihres gereinigten Eluats. Flllen Sie die ersteddreiTaschen des Gels mit jgllund 2l A-DNA-
Ldsung (entspricht 25 und 50 ng DNA).

1. Die ersten Schritte sind dieselben wie bei deerprifung der PCR-Produkte. Ver-
wenden Sie nur jil des gereinigten PCR-Produktes zur Quantifizierdsgist nicht
notwendig, ein Bild des Gels auszudrucken.

2. Wenn Sie ein Bild des Gels auf dem Bildschirmdm klicken SieeAuswer-
tung>Molekular-MW und Volumen>Einzelne Bandenan.

3. Es erscheint ein Fadenkreuz. Setzen Sie daskade auf die linke obere Ecke de
ersten Bande. Mit einem linken Mausklick verschwindas Fadenkreuz, ziehen Sie
das rote Rechteck auf, so dass die DNA-Bande %ol umfasst wird. Mit einem
weiteren linken Mausklick wird das Rechteck fixiertd das Fadenkreuz erscheint
wieder. Fahren Sie fort, bis alle Banden markied,sdann ldschen sie das Faden-
kreuz mit einem rechten Mausklick.

4. Zum Quantifizieren der einzelnen DNA-Banden \amden Sie die beiden Banden it
bekannter Konzentration. Ein Doppelklick in die mbelalfte der 1. Bande 6ffnet eine
Dialogbox mit einer Zeile verschiedener Zahlenwerte

5. Mit einem rechten Mausklick auf die Zahlenweitimet sich ein MenU, wahlen Sie
>Volumen zuweisen

6. In der sich 6ffnenden Dialogbox wahlen S\éerwendenund ersetzen den angezeig-
ten Wert durch ,25*.

7. Verfahren Sie genauso mit der 2. Bande. HigietneSie ,,50° ein.

8. Bei Doppelklick auf die tibrigen Banden kénnea 8in die ermittelte DNA-Menge
ablesen. Tragen Sie die Werte in lhr Protokollaid berechnen Sie, wieviel DNA in
1 ul PCR-Produkt enthalten ist.

9. Wieviel PCR-Produkt mussen Sie in der Sequehkiogaeinsetzen, um auf 200-500
ng DNA zu kommen?
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Datengewinnung: DNA-Sequenzierung, 4. Arbeitstag

Sequenzierreaktion

In der ersten PCR-Reaktion ging es darum, einexifsgmen Abschnitt der genomischen DNA expo-
nentiell zu vermehren, um ihn spater sequenzianekdmnen. In der Sequenzierreaktion wird diese
hoch konzentrierte Templat-DNA nicht mehr exporalhtiermehrt. Man fligt deshalb nur einen Pri-
mer hinzu, so dass die Polymerase nur einen deet&NA-Strange synthetisieren kann. Die Se-
guenzierreaktion enthalt neben gewodhnlichen dNTieekleinen Anteil Didesoxribonukleotide
(ddNTPs). Gewdhnlich verwendet man fertige Misclam(sog. Terminator-Kits mit meist blumigen
Namen). Wir verwenden im Kurs das BigDye®-Kit, wed von unserem Sequenzierlabor verwendet
wird. An jedes der vier unterschiedlichen ddNTR®is anderer Fluoreszenzfarbstoff gebunden. Wird
ein solches dd-Nukleotid zuféllig eingebaut, kaen ANA-Strang nicht weiter verl&angert werden und
die Reaktion bricht ab. Am Ende vieler Reaktionszglerhalt man so ein Gemisch von fluoreszenz-
markierten DNA-Strangen aller unterschiedlichendégim bei denen das letzte Nukleotid sich durch
seine spezifische Fluoreszenz verrat.

Diese vielen hundert verschiedenen DNA-Molektiledeerim letzten Schritt auf einem Polyacryla-
mid-Gel elektrophoretisch nach ihrer Grol3e aufgetireln automatischen Sequencern, die hierflr
verwendet werden, befinden sich am Ende des Geatg wer Infrarot-Laser, die die vorbeiwandern-
den DNA-Molekule zur Fluoreszenz anregen. Diesefészenz wird von einem Detektor aufge-
zeichnet, dessen Signale in Form eines Sequenzatwgramms als Computerdatei gespeichert wer-
den.

Frage: Terminator-Kits sind sehr teuer. Eine alternativesentlich billigere Methode besteht
darin, nicht die einzelnen ddNTPs zu markierengdsomeinen Fluoreszenzfarbstoff an die
eingesetzten primer zu binden. Wieviele Reaktianess man bei dieser Methode je DNA-
Strang ansetzen? Lal3t sich die Anzahl der Reaktisegingern, wenn man beide Strange
sequenziert?

Sequenz-Chromatogramme sind nur Uber eine begreaage hinweg lesbar. Die Qualitat oder Lese-
lange variiert sehr stark, Uberschreitet aber satbsdealfall selten 800 bp. In vielen Fallen sihid
sequenzierten Genabschnitte langer (in unserent&all050-1200 bp), so dass man schon aus diesem
Grund beide Strange sequenzieren muss. Um sichggtmn, kann man zusatzlich interne Primer
einsetzen. Wir verwenden zusétzlich zu den Pririeamd F die internen Primer D und E.

Achtung: Jeder DNA-Strang wird separat sequenziertSie brauchen vier Reaktionsansatze mit
je einem Primer fir jedes PCR-Produkt.

1. Schreiben Sie eine Tabelle. Tragen Sie die tit@tMenge jedes PCR-Produkts (200
ng DNA) ein und fullen Sie jeweils mit Wasser aQfyl auf.

PCR-Produkt Sequenz-Nr. DNA 28 Primer 1 BigDye Total
1235 145 xoul xx ul 1l 4l 10 pl
1237 146 xoul xx ul 1l 4l 10 pl
PCR-Produkt Sequenz-Nr. DNA 28 Primer 2 BigDye Total
1235 155 xoul xx ul 1l 4l 10 pl
1237 156 xoul xx ul 1l 4l 10 pl
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Die folgenden Arbeitsschritte erfolgen auf Bisch Terminator Kits leiden unter
haufigem Einfrieren und Auftauen. Sollten Sie eihgréRere Mengen bekommen, 3
liquotieren Sie diese und frieren die Aliquots sapain.

Beschriften Sie fur jeden Ansatz ein PCR-Gef2 {nl) anhand der Tabelle.

Pipettieren Sie nacheinander Big Dye (auf vétidiges Auftauen achten und gut m
schen!), Wasser und Primer in die PCR-Gefal3e. [Pietténspitze nur beim Wechseg
zwischen den Reagentien erneuern.

Pipettieren Sie zuletzt die jeweilige Menge DNiAzu und verschliel3en Sie die Ge
falle.Pipettenspitze nach jeder Probe wechseln!

Die Big Dye L6sung ist lichtempfindlich. Frier&me sie schnell wieder ein.
Schalten Sie den Thermocycler ein und starterd& Programm SQ1.

Sobald die Temperatur von 94 °C erreicht istedorechen Sie das Programm, setzen

zlgig die Proben ein, verschliel3en den Deckel eteks das Programm fort.

Reinigen und Trocknen der Sequenzierreaktion

Im letzten Arbeitsgang muss die Sequenzierreakf@rinigt und das Produkt getrocknet werden. Das
getrocknete Produkt wird von uns an ein kommerzseBequenzierlabor weitergegeben. Die Ethanol-
fallung erfolgt bei -20 °C. Arbeiten Sie auf Eis.

© o N O A

1.
2.

10. Lassen Sie die PCR-Gefal3e 20-25 min offen ahwdetrocknen.
11. Drucken Sie die Daumen, dass alles geklappirhtvir in ein paar Tagen saubere

Zentrifugieren Sie die Sequenzierreaktion karden Boden des PCR-Gefalies.

Bereiten Sie fur jede Reaktion ein Eppendorf&BdfL,5 ml) vor und beschriften Sie
es.

Pipettieren Sie erstil 3 M Natriumacetat (pH 5,2) in jedes Gefal3, pipeth dann
die jeweilige Reaktion vollstandig hinzu und fullemt 10 ul Wasser auf.

Geben Sie je 5@ eiskaltes Ethanol (100 %) hinzu, und vortexenMischung.
Stellen Sie die Mischung fur 20 min in den Gagchrank.

Zentrifugieren Sie die Ansétze 20 min bei 130880.

Giessen Sie den Uberstand ab.

Geben Sie 400l Ethanol (70 %) hinzu und zentrifugieren Sie 3 n@ 13000 rpm.
Giessen Sie den Uberstand ab.

Sequenzen geliefert bekommen.
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Datenanalyse: Erstellen des Datensatzes

Das Erzeugen von Daten ist ein wichtiger, vorl&erfi§chritt jeder wissenschaftlichen Arbeit. Die
eigentliche Wissenschaft beginnt aber erst mitAdeswertung der Daten. Seit mehr als 30 Jahren
haben Systematiker neue Labormethoden aus deriGandtBiochemie (ilbernommen, um bis dahin
unbekannte molekulare Merkmale fur ihre Arbeit mizen. Seither ist so etwas wie eine industrielle
Produktion neuer Auswertungsmethoden entstandérenen sich immer mehr Informationen aus
diesen Daten extrahieren lassen. Mittlerweile nutagn Genetiker diese neuen Auswertungs-
methoden fiir ihre Zwecke. Statistische Verfahrémudspriinglich fiir systematische Fragestellungen
entwickelt wurden, sind heutzutage z. B. aus ddsAorschung oder Genomkartierungsprojekten
nicht mehr wegzudenken.

Als erstes Produkt einer phylogenetischen Analyilenan fast immer einen oder mehrere Stamm-
baume erstellen. Wenn man nur die Verwandtschafakersuchten Organismen klaren will, reicht
das aus. Mit Hilfe solcher Stammbaume kann man abehn weitergehende Fragen, z. B. nach der
Evolution bestimmter Merkmale oder der Biogeograbe Arten klaren. Die umfangreichsten Er-
kenntnisse z. B. zur Evolution und Ausbreitung Blesischen basieren mittlerweile nicht mehr auf
Fossilfunden, sondern auf der Auswertung genetidoheen.

Wie im ersten Teil werden wir eine phylogenetiséimalyse in Einzelschritten durchlaufen. Die Ana-
lyse erfolgt fast ausschlieRlich am Computer urioréert den Einsatz vieler Programme. Manche
lassen sich mit Hilfe der Maus oder von drop-dowenis bedienen, andere erfordern die manuelle
Eingabe von Befehlen in Befehlszeilen. Die Anlegunélt sich an folgende Konventiondtett-

schrift bezeichnet Befehle aus drop-down-Menis oder Dialegh. Schrift inCourier bedeutet
Eingabe in Befehlszeilen.

,>Datei>Offnen" bedeutet ,Klicken Sie im MenDatei auf den BefehOffnen*.

»hsearch addseg=random nreps=10000 “ bedeutet , Tippen Sie diese Befehle Uber die Tas-
tatur in eine Befehlszeile ein.”

Editieren von Sequenzen

Bisher haben wir lediglich Uberprtfen kénnen, obrilupt PCR-Produkt der erwarteten Lange ge-
bildet wurde. Wir haben angenommen, dass es sictiieigewiinschte DNA handelt, und haben ge-
hofft, dass wir lesbare Sequenzen erhalten. Die atomatischen Sequenzierer vom Fluoreszenzde-
tektor aufgezeichnete Abfolge der Genfragmenteheiatin der Computerdatei (,Trace File*) als

eine Abfolge von ,Peaks". Abb.1 zeigt einen Ausstttaus einem sehr gut lesbaren Trace File.

EEIHZI | S?D 31EI 320

AATTATEETGATEACECCTTEGGGGGTGGGGTGTG

Mgt

A s TTATCCTGATCLELCOCCCCTTEGGEGEGGEGLETGEGEGEGGETGETDG

Abb. 1: Perfektes Sequenzchromatogramm: deutlielags? fast kein Rauschen.
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Bei nahezu jedem bisher durchgefiihrten Arbeitsitdtann es aber zu Fehlern kommen, die zu unle-
serlichen Chromatogrammen fiihren (Abb. 2). Die @itader Chromatogramme liegt oft zwischen
diesen Extremen. Einzelne Positionen sind nichtlidawzu lesen, die meisten sind gut erkennbar.
Sequenziert man beide Strange eines Genfragments,rkan unsichere Positionen des einen mit
Hilfe des anderen Strangs ergadnzen. Diesen Vorgengichnet man als ,Editieren” der Sequenzen.
Bei langen PCR-Produkten verwendet man wegen dgebeten Leselange zusatzlich interne Primer
zum Sequenzieren. Fehler in den Trace files tretesh dadurch auf, dass die Wellenlangen der Infra-
rotlaser im Sequencer relativ nahe beieinandeetieBadurch kommt es, besonders bei schwachem
Signal am Anfang oder Ende einer Sequenz zu Fefsiabyen des Detektors.

ZZI:EI | E?D | 2¢|1EI | Z?I:I

ATTTA &4 4 A CTTTCMALEE AN CTCGCEC A 4 4TAHTTOGGCETTCTW

Abb. 2: Nahezu unleserliches Sequenzchromatogrammuyenige deutliche Peaks, viel Rauschen.

Frage: Die DNA-Polymerase arbeitet nicht fehlerfrei. Miber geringen Wahrscheinlichkeit
werden auch falsche Nukleotide in die synthetisireiDNA-Strange eingebaut. Warum fihrt
das normalerweise nicht zu Sequenzierfehlern?

1. Offnen Sie das Programm ,Segman II*. Wir werdanachst die verschiedenen trace
files eines PCR-Produktes zu einem sog. ,Contigammenfihren.

2. >File>New.Es 6ffnen sich 2 Fenster namens ,Unassembled Segsfeund ,Untit-
led”.

3. Unter “Unassembled Sequence&dd Sequences ..Es offnet sich eine Dialogbox,
in der sie nach den trace files suchen kdnnen.

4. Gehen Sie in den Ordner, der Ihre gewiinschéee files enthalt.

5. Klicken Sie die trace files an, die zu der arste untersuchenden Art gehoren. Kli-
cken Sie aufPAdd, um die files in das rechte Teilfenster zu kopieféalsche files
konnen sie durckRemovewieder entfernen.

6. Wenn Sie die gewtnschten files kopiert habeok&h Sie>Done Die Dialogbox
schliel3t sich wieder. Eine Liste der gewahltersfadescheint im linken Fenster.

7. Klicken Sie>Assemble Der Sequenzeditor fligt die Sequenzen zu einentigiom
rechten Fenster zusammen. Erscheinen mehrere €dmiigdie Sequenzierung in ei
nem oder mehreren Fallen nicht geklappt oder Sernaersehentlich sehr unter-
schiedliche Sequenzen verschiedener Arten zusanefigyig

8. Doppelklicken Sie auf ,Contig 1“ und vergro3&ie das erscheinende Fenster auf
Bildschirmgréf3e. Sie sehen eine Liste der einzeBegquenzen im Contig und den
Beginn der Sequenz.

9. Um die Chromatogramme zu sehen, klicken Siel@ugrauen Pfeile links neben den
Namen der Sequenzen.
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10. Am linken Bildschirmrand sehen sie verschieddrlaue Felder. Mit der Lupe kdnnen
Sie die Chromatogramme horizontal, mit dem RegierSkala vertikal vergro3ern.
Sie sehen unterhalb jedesChromatogramms die SeaigBrnchstabenfolge. Uber
dem obersten Chromatogramm erscheint die vom Eelitoittelte Konsensussequenz.

11. Am unteren Bildschirmrand finden Sie einen 8igatken. Scrollen Sie durch das
Chromatogramm und suchen Sie in der Konsensussegaeh unsicheren Positio-
nen. Diese Positionen sind rot markiert. Treffem &hand der vorhandenen Daten
eine Entscheidung, welches Nukleotid hier stehessmMit der Maus kdnnen Sie in
die Chromatogramme klicken und manuell einzelneeBagrandern. Um zu kenn-
zeichnen, dass es sich um manuelle Veranderungelelaschreiben Sie mit Klein-
buchstaben.

12. Sichern Sie das Contig durehile>Save asWahlen Sie den Arthamen als Dateina
men in Form einer Abkirzung von max. 10 ZeicherB(zlem ersten Buchstaben der
Gattung und max. neun Buchstaben des Artnamensievielen Sie keine Leerzei-
chen, Punkte oder Striche, sondern nur Buchstaben.

13. Sichern Sie die Konsensussequenz de@intig>Save Consensus>Single File
Wahlen Sie als Dateinamen wieder den Artnamen lsDateityp ,FastA (*.fas)”.

14. Schliessen Sie die Datei mFile>Closeund beginnen Sie fur die ndchste Art bei
Schritt 1.

Wenn Sie auf diese Weise alle Sequenzen editibahachlielen Sie Segman. Als nachstes muss aus
den Einzelsequenzen ein alignment erstellt werd8nmissen uns aber vorher noch vergewissern,

ob die Sequenzen wirklich zu den von uns zu untkesaden Arten gehéren. Hierfir wird ein
.BLAST-search” in Genbank durchgefihrt.

BLAST-search in Genbank

Durch unzahlige Sequenzierungsprojekte, am speléeten das ,Human Genome Project” und ,As-
sembling the Tree of Life* (http://www.nsf.gov/b/bs/awards/atol_02.htm), sind seit den 70er Jah-
ren ungeheure Mengen an DNA- und Proteinsequenzeng worden. Um diese Datenflut zu spei-
chern und der Forschung zugénglich zu machen,haiten das National Institute of Health, das Eu-
ropean Molecular Biology Laboratory und die DNAt&iaank of Japan untereinander vernetzte Se-
quenz-Datenbanken. Alle renommierten wissenscblaéth Zeitschriften verlangen heute, dass Se-
quenz-Daten von publizierten Artikeln in einer dieBatenbanken hinterlegt werden. Diese Daten
kénnen dann von jedem anderen fur wissenschafthcheiten verwendet werden.

Systematiker nutzen diese Datenbank auf zweierkds®V Sie verwenden bereits publizierte Sequenz-
daten in eigenen Datensétzen. Das spart Zeit usteKoMit Hilfe eines Suchalgorithmus (namens
BLAST) kann man in Genbank aber auch nach Sequenuden, die einer selbst erstellten Sequenz
ahneln. Auf diese Weise findet man heraus, ob ™ieekéten Sequenzen wirklich vom untersuchten
Organismus stammen (und nicht von kontaminierem#terien, Pilzen oder einem selbst). Wir tes-
ten zunachst eine der im Praktikum erstellten Sezpre

1. Offnen Sie die Datei mit der Konsensussequemer éirt in Word.

2. Offnen Sie den Internet Explorer und gehen 8idagende Seite:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

3. Wabhlen SidNucleotide-nucleotide BLAST (blastn)

4. Kopieren Sie die vollstdndige Konsensussequedas ,Search“-Fenster, entfernen
Sie eventuelle Zeilenumbriche und klicken Sie &last!”.

5. Genbank teilt Ihnen mit, wie lange die Sucheeadiéilgr dauern wird. Die angegebene
.Request ID“ kopieren Sie mit einer kleinen Erklaguftir spateren Gebrauch in einen
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Textfile. Es kann vorkommen, dass die Datenbadkr(das Netzwerk) versagt. Mit
dieser Nummer kénnen sie ihre Ergebnisse auchrapdté abfragen.

6. Klicken Sie nach Ablauf der Zeit auf ,Formattf €éinem separaten Fenster erhaltemn
Sie das Resultat Ihrer Anfrage.

7. Neben einigen Informationen zu BLAST und der {lumen eingegebenen Sequenz
erhalten Sie als Resultat eine graphische Darstgltit ihrer ,query* Sequenz und
ahnlichen Sequenzen aus Genbank. Die Farbe deerBgikt den Grad der Ahnlich-
keit an. Weiter unten finden Sie eine Liste mit Gamk-Nummern, Arten und Kurz-
beschreibungen der Gene. Die Angaben sind nachichieit sortiert. Noch weiter
unten sehen Sie paarweise ,alignments* ihrer ,quSgquenz mit den &hnlichsten
Sequenzen.

8. Eine gute Ubereinstimmung ihrer Sequenz mitatedichsten Sequenzen in Genbank
bedeutet in der Regel eine enge Verwandtschaftnvdtso die dhnlichsten Sequenzen
in Genbank von Menschen und Mausen stammen, habenitSSicherheit keine
Bromeliaceen oder Flechten sequenziert.

9. Die Familienzugehdorigkeit der &hnlichsten Segearkonnen Sie herausfinden, in-
dem Sie auf die Genbank-accession-number linksteonArtnamen klicken. Unter
»=organism“ ist die Klassifizierung angegeben.

10. Wenn Sie feststellen, dass die dhnlichstenrisgeen in Genbank zu den Flechten
gehdren, kdnnen Sie den BLAST-search abschlieennWicht, testen Sie andere
Sequenzen, bis sie sicher sind, eine Flechten-&earavischt zu haben.

11. Die nicht zu den Flechten gehérenden Sequékiramen Sie bei allen folgenden Ana-
lysen nicht verwenden.

Im nachsten Schritt werden die EinzelsequenzenrmameGesamtdatensatz zusammengefugt,
aus dem dann ein sogenanntes ,Alignment“ erstetit.w

Alignen der Sequenzen

Bei der phylogenetischen Auswertung von Sequenadatielt im Grunde die Ahnlichkeit der Se-
quenzen die Hauptrolle. Diese Ahnlichkeit lasshsiaf ganz verschiedenen Weise messen. Man kann
zum Beispiel zahlen, an wievielen Stellen in jeszilvei Sequenzen unterschiedliche Nukleotide ein-
gebaut sind. Natirlich kann man die Sequenzen déttit willkiirlich nebeneinander legen und die
Unterschiede notieren, sondern muss ,gleiche”, saigete homologe Positionen der beiden Sequen-
zen miteinander vergleichen. Mit Hilfe des Prograsnmiioedit"
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) fa wir die Sequenzen zunachst in einem Rohda-
tensatz zusammen. Bioedit bietet eine VielzahlaveitFunktionen, die wir nicht alle besprechen
kénnen.

Starten Sie ,Bioedit".
>File>New Alignment
>File>Import

Suchen Sie den Ordner mit lhren Sequenzfileskigl@n Sie alle von Ihnen erstellten
Fasta-Dateien (*.fas), indem sie gleichzeitig déeste <Strg> gedruckt halten, und Kii-
cken Sie zum AbschlusgOffnen.
5. Speichern Sie den Datensatz durElle>Save Asunter einem selbst gewéhlten Nar
men.

HwnNPE
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6. Am unteren Rand des Fensters finden Sie wiadené&crollbalken. Scrollen Sie an
das Ende des Datensatzes und tUberzeugen Sieasshihde Sequenzen verschieden
lang sind.

Beim Scrollen durch den Datensatz werden Sie &k&nt dass Sie im Gewimmel der Sequenzen an-
fangs noch eine Struktur erkennen. Weiter hinteaarevindet diese Struktur zunehmend. In fast allen
Genen kommt es namlich gelegentlich zu Insertiauar Deletionen (,Indels*) von einzelnen
Nukleotiden oder langeren Genabschnitten. Durclzaiiehmende Zahl von Indels werden die homo-
logen Positionen der Sequenzen immer weiter vondieraweggerickt, je weiter man durch den Da-
tensatz scrollt. Durch Einsetzen von ,Leerstellany. ,Gaps" missen die Sequenzen wieder auf
gleiche Lange gebracht und homologe Nukleotidechgesiener Sequenzen an die gleiche Position
geriickt werden. Diesen Vorgang nennt man ,alignda$ Resultat ist das ,Alignment*, das als Da-
tengrundlage der phylogenetischen RekonstruktientdDie Schwierigkeit beim Alignen besteht
darin, die genauen Positionen der Indels ausfimdighachen, und Gaps an der richtigen Stelle einzu-
figen. Die beiden folgenden Sequenzen lassen sBhauf zwei verschiedene Arten alignen.

1 ATGCGTCGTT 1 AT--GCGTCGTT

(IRl [
2 ATCCG-CGTC 2 ATCCGCGTC

Besonders bei gro3en Datensatzen mit vielen Amenvariablen Sequenzen lasst sich ein Alignment
deshalb nicht einfach nach Augenmal durchfiihresteBs schadigt das auf Dauer die Augen. Zwei-
tens ist die Methode nicht objektiv. Man neigt imedfelsfall dazu, Gaps so zu verteilen, dass ahnli-
che Arten auch ahnliche Sequenzen haben. So emreugeéinen Datensatz, der a priori die eigenen
Hypothesen unterstutzt.

Durch Einfligen beliebig vieler Gaps lasst sichmarfektes Alignment ohne Substitutionen erzielen,
bei dem an jeder homologen Position nur gleicheldéatide oder Gaps vorkommen. Ein solches A-
lignment wirde nicht den natirlichen Verhéaltniseatsprechen, unter denen Substitutionen erwiese-
nermal3en vorkommen. Wenn ein Computer ein optinddigament erstellen soll, muss man ihm ein
Optimierungskriterium vorgeben, an dem er sichse@ien Berechnungen orientieren kann. Bei dem
von uns verwendeten Programm ClustalX werden Inglefsiu wie Substitutionen als Evolutionser-
eignisse gewertet und sozusagen mit Strafpunkteag Penalties”) belegt. Das Programm findet
dann die Lésung, die mit den wenigsten Strafpunktearreichen ist. Die Frage bleibt, wie man In-
dels im Vergleich zu Subsitutionen wichten solli Be&rschiedenen Gap Penalties erhalt man ver-
schiedene Alignments, eine vertrackte SituatiorgidaAnalyse auf der Annahme aufbaut, dass die
Positionen eines Alignments homolog sind und niebhrere Positionen derselben Sequenz homolog
sein kénnen. Mehrere Auswege sind dafiir vorgesehlagrden: (1) Man verwirft Positionen mit
unsicherem Alignment (Positionen mit vielen Gaj&);Man wichtet bei der spateren Analyse solche
Positionen geringer als andere Stellen; (3) Mateltrsnehrere Alignments und kombiniert die Daten
zu einem Superdatensatz (,elision method"). Hieviiehten sich die unsicherern Positionen sozusa-
gen von selbst herunter, da sie in den untersabiei Alignments zu verschiedenen phylogeneti-
schen Resultate fuhren. (4) Man verwendet Methaodierphylogenetische Baume ohne Alignment
errechnen koénnen (z. B. PONttp://www.csc.fi/molbio/progs/poy/

ClustalX vergleicht zunachst alle Sequenzen paaeviteinander, erstellt paarweise Alignments

und eine Ahnlichkeitsmatrix. Aufgrund der Ahnliclikeird dann ein Dendrogramm, eine Art vorlau-
figer Stammbaum, der Sequenzen errechnet. AnhasdsiDendrogramms alignt ClustalX als erstes
die zwei &hnlichsten Sequenzen und arbeitet siggskem zu den unahnlicheren vor, bis es den ganzen
Datensatz alignt hat.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Offnen Sie ,ClustalX".
>File>Load Sequences
Laden Sie den in Bioedit erstellten Datensatz.

>Alignment>Do Complete Alignment Das Programm alignt die Sequenzen mit sei-
nen eigenen Voreinstellungen.

>File>Save Sequences As Wahlen Sie einen neuen Namen, unter dem Sie das a-
lignment speichern. Klicken Sie unter ,Format® >€llal an.

SpalReshalber wollen wir jetzt noch ein alignnezstellen, bei dem das Einfigen van
gaps kostenfrei ist, bei dem also das Programmmacin Ahnlichkeit der Nukleotide

entscheidet. Markieren Sie alle Sequenzen miMdars und driicken SieE-
dit>Remove All Gaps

>Alignment>Alignment Parameters>Multiple Alignment Parameters.Die fur uns
interessanten Parameter sind die “Gap Opening enald die “Gap Extention Pe-
nalty”. Der erste Wert bezeichnet die Kosten fis Bafligen einer neuen gap, der
zweite den fur die Verlangerung einer solchen gap.Verlangerung eines indels ist
.Kostengunstiger“, weil langere indels oft in einemzigen Schritt als Ganzes entstg-
hen und nicht als mehrere Ereignisse gerechnetenardissen.

Stellen Sie beide Parameter auf ,0.00“ und deiicRie>CLOSE.
>Alignment>Do Complete Alignment

Speichern Sie den file wieder unter einem nélemen und vergleichen Sie die beit
den alignments.

Zur weiteren Bearbeitung der alignments, sBeireSie ClustalX und kehren Sie zu
Bioedit zurtck.

Laden Sie das erste alignment in Bioeghile>Open. Zusatzlich zu den Sequenzen
sehen Sie eine weitere Zeile, die invariable Rus#in des alignments anzeigt.

Unter>View finden Sie verschiedene Ansichtsmodi. Wahlen Sie der Ihnen fir
die Kontrolle des alignments am besten erscheint.

Scrollen Sie durch das alignment und verbesSieres, wenn Sie deutliche Fehler er-
kennen.

Wenn Sie mit dem alignment zufrieden sind,héscSie die Zeile mit der Clustal
Consensus Information (Titel anklickeidit>Delete Sequence(3und exportieren
Sie das endguiltige alignment in PAUP/NEXUS-Formdile>Export>Sequence A-
lignment, dann Namen wahlen und unter DateiyAUP/NEXUS (*.pau, *.nex
wéhlen). Dieses Format bendtigen wir bei den faligenAnalysen.

Wenn es Sie interessiert, kdnnen Sie sich dierschiede zwischen den Formaten |in
einem Texteditor oder in Word ansehen, indem Siesdisprechenden Dateien laden.

Datenanalyse: Errechnen phylogenetischer Stammbéaume

Aus molekularen Daten kann man eine Vielzahl vdarmationen extrahieren. Wir beschranken uns
in diesem Kurs aber auf einige Fragen, die Ubliwkése in der Systematik auftauchen. Die am hau-
figsten gestellte Frage ist die nach der Verwaidtialer Organismen. Nach der Evolutionstheorie
gehen alle Organismen auf einen Urorganismus zuriidksind demnach miteinander verwandt. Da
die DNA von Generation zu Generation repliziert weitergegeben wird, sind auch alle homologen
DNA-Sequenzen und die daraus synthetisierten Peteiteinander verwandt. Deshalb kann man
Protein- oder DNA-Sequenzen dazu verwenden, diduEoasgeschichte zu rekonstruieren und die
Verwandtschaftsverhaltnisse der Organismen aufkatede langer zwei Sequenzen unabhangig
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voneinander existieren, desto mehr Substitutiorzaeh sie in der Regel akkumuliert. Man kann also
genetische Unterschiede (die genetische Divergemizchen Arten als Mal3 fur ihre Verwandtschaft
heranziehen und aus dieser Divergenz einen phyétigehen Stammbaum errechnen. Ein solcher
Stammbaum ist eiModell oder eineHypotheseder verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen den
untersuchten Arten.

Box 1: Phylogenetische Baume

Ein phylogenetischer Stammbaum verdeutlicht modélidie evolutionaren Beziehungen zwischen
Organismen. Er besteht aus Asten, die an Knotegimaitder verbunden sind. Im folgenden Beispiel
sind zwei interne Knoten mit X und Y bezeichnete Dirganismen stellen die Endpunkte der Aste (dar,
und werden auch als terminale Knoten bezeichnem$erem Fall sind dies die Endpunkte A-L. Dig
Arten K und L sind in diesem Beispiel naher miteidar verwandt als H und L. Die Lange der Aste
ist proportional zur Anzahl der Substitutionen \enem Knoten zum néchsten. Der Mal3stab unte
links zeigt die Astlange fiir 0.1 Substitution jesRion des Alignments an.

) D

A

0.1 K

Die meisten phylogenetischen Stammb&aume sind wiedidichotom verzweigt. Das heil3t, es haben
sich an jedem Knoten aus einer Ursprungsart zwelteoarten gebildet. Es kénnen aber auch mehr
als zwei Tochteraste von einem Knoten ausgehegt{poé Verzweigung). Ohne dass sich der Infar-
mationsgehalt eines phylogenetischen Stammbaunestakdnn man die Aste wie bei einem Mobile
um ihre Knoten drehen. E und F sind z. B. in dieBamm nicht ndher mit der Gruppe G-L verwandt
als C und D. Phylogenetische Baume kdnnen eine &/baben oder nicht. Sind sie gewurzelt, weiss
man, von wo die Evolution ihren Ausgang genommenlhaanderen Falle kénnte jeder interne Kro-
ten den ersten Artbildungsschritt darstellen.

Die mdgliche Anzahl verschiedener phylogenetis&#me fir eine bestimmte Anzahl von Arten ist
immens. Fur n Arten betragt sie:

U, = (2n-5)(2n-7) ... (3)(1) flr ungewurzelte Baume und

R, = (2n-3)(2n-5) ... (3)(1) fur gewurzelte.

Furn =20 ist R= 8 200 794 532 637 891 559 000, fiir n = 100 g#inehr Baume als Atome im
Universum. Aus dieser Menge gilt es, den optim&lanm herauszufinden. Schon bei relativ kleinen
Datenséatzen lassen sich nicht mehr alle moglickiam® testen. Man muss auf sogenannte heuristi-
sche Suchverfahren zuriickgreifen, um zu einem Bigety kommen (s. Box 3).
Fur phylogenetische Baume hat sich eine Kurzschwaie eingebiirgert, die auch von vielen Compu-
terprogrammen gelesen wird: das Newick Formatdoa¥erwandtschaftsverhaltnisse in Form von
Klammern ausdruckt. Die Gruppe I-L sieht im Newkesrmat so aus: (I(J(K,L)))

Aufgabe: Schreiben Sie den vollstandigen Baum als ungewerz&aum im Newick-Format
auf.
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Nach welchen Kriterien soll man vorgehen, wenn mias allen mdoglichen phylogenetischen Stamm-
baumen den herausfinden will, der die Evolution@arppe am besten wiedergibt? Um den ,besten”
Baum unter allen méglichen herauszufinden, braozrt ein Optimierungskriterium, nach dem ent-
schieden werden kann, wie ,gut” ein Baum im Vergfezu anderen ist. Drei solcher Kriterien wollen
wir kurz besprechen: (1) Distanzmethoden, (2) MaxmParsimonie-Methoden (MP) und (3) Maxi-
mume-Likelihood-Methoden (ML).

(1) Distanzmethoden berechnen die genetische GQigtaischen den Sequenzen des Datensatzes und

benutzen zum Berechnen des Baums die DistanzmBigXSequenzen selber spielen bei der Berech-
nung des Baums keine Rolle.

Taxon 1 2 3 4
2 di2

3 dis dzs

4 di4 d24 O34

5 dis dzs dss dss

Beim einfachsten Verfahren, der UPGMA-Methode (uigivied pair-group method using arithmetic
averages) werden die beiden Arten mit der geringsistanz zu einer Gruppe zusammengefasst. Im
nachsten Schritt wird eine vereinfachte Distanzixamechnet, bei der die zusammengefassten Taxa
als Gruppe vorkommen. Nehmen wir an, Taxa 1 un@i2en die geringste genetische Distanz auf.
Dann sieht die neue Matrix wie folgt aus:

Taxon i=(1-2) 3 4
3 dis

4 dis 34

5 dis dss (o J13

Auf diese Weise werden schrittweise die Arten umdpBen mit den jeweils kleinsten genetischen
Distanzen miteinander verbunden bis alle Taxa zemieinzigen Baum verknipft sind.

(2) MP-Methoden greifen direkt auf die Sequenzemiak; um den optimalen Baum zu berechnen. Sie
gehen davon aus, dass die Topologie die Verhataigsbesten wiedergibt, die mit den wenigsten
Substitutionsereignissen die heute zu beobachte®egnenzunterschiede erklart. Praktisch geht man
hierbei von den Sequenzen des Alignments aus,tetifiir jede Nukleotid-Position das Nukleotid

der Vorlaufersequenzen an den internen Knoten desBs, und zahlt fir jede Topologie die mini-
male Anzahl an Substitutionen, die die Evolution@euppe erklart. Von allen untersuchten Topolo-
gien ist dann diejenige mit den wenigsten Substitein die optimale. MP verwendet nicht alle Positi-
onen eines Alignments. Positionen, die in allenu8egen gleich sind, sind generell uninformativ. Bei
Positionen, an denen nur eine Sequenz eine besi®ofitstitution aufweist, muss diese Substitution
auf dem terminalen Ast liegen. Diese Positionesdasinter dem Parsimonie-Kriterium keine Schliis-
se auf die verwandtschaftliche Beziehung der ArtAtsi Parsimonie-informativ bezeichnet man alle
Positionen, an denen mehr als eine Art eine begensuabstitution aufweist. MP-Methoden tun sich
generell schwer mit Datensatzen, die viele Homaghasufweisen (s. Box 2).
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Box 2: Homologie und Homoplasie

Identische Nukleotide an einer Position des Aligntaelie zwei oder mehr Sequenzen von einem
gemeinsamen Vorfahren ererbt haben, werdeH@atsologie bezeichnet. Wenn die Sequenzen das
Nukleotid unabhéngig voneinander durch Mutationazhgn haben, spricht man von eikEmopla-

sie In den meisten Fallen man davon ausgehen, dastsdhe Nukleotide an einer Position homolpg
sind. Bei den vier Sequenzen im folgenden Beidfitett das allerdings zu Schwierigkeiten.

Positon 123456789

Sequenz AAAACCT
Sequenz BAAAQSTT
Sequenz CAAAGBTTCG
Sequenz DAAACCTTCG

Angenommen der wahre Baum sieht so aus ((A,D)(BRghn haben entweder Sequenz A und B das

G oder Sequenz C und D das C an Position 8 unalghémgeinander erworben. Wenn die wahre
Topologie ((A,B)(C,D)) ist, gilt analog dasselbe fias G und C in Position 5. Homoplastische Positi-
onen einer DNA-Sequenz enthalten also Informatipdender optimalen Baumtopologie widerspre
chen. Je héher der Anteil an Homoplasien, destwisciger wird die Berechnung eines optimalen
Baumes. Als ein Malf3 fir die Verlasslichkeit eineB-Baumes werden daher meist Homoplasie-
Indices angegeben:

Zur Berechnung des Consistency Index Cl wird fdej@osition des Alignments der Quotient
¢ =m/ s (mitm = minimale Anzahl von Substitutionen in allen niélagén Topologien und

s = beobachtete Anzahl von Substitutionen bei éénalshteten Topologie) ermittelt. Cl ist dann das
Mittel aus den Werten fur alle Positionen:

Cl=Xm/Zs
Dieser Wert ist nicht fur alle Topologien identis€rer Retention Index Rl =(g; - £is) / (Zigi - Zim)

(mit g = maximale Anzahl Subst. in allen mdglichen Top@n) und der Rescaled Consistency Index
RC = CI x RI sind dagegen unabhéngig von der Tapelo

(3) Das Optimierungskriterium bei ML-Methoden igt dikelihood (nicht Wahrscheinlichkeit) des
Datensatzes unter Vorgabe einer bestimmten Topologi eines bestimmten Substitutionsmodells.
Die Topologie, bei der die Likelihood maximal ist, die optimale.

ML-Methoden sind rechnerisch extrem aufwandig.iesdm Beispielbaum mit vier Taxa 1, 2, 3, 4
und zwei internen Knoten 5, 6 bezeichnen ... \ die Astlangen (richtiger: die erwartete Anzahl
von Substitutionen fur darten Ast). Diese erwartete Anzahl entspricht demd®kbaus der Substitu-
tionsrater; und der verstrichenen Zeitv; = riti. Als X;, X2 ... Xg bezeichnen wir die Nukleotide an
einer bestimmten Positidndes Alignments, mit,g die Wahrscheinlichkeit, dass der Knoten 0 an
Positionk das Nukleotid x hat, und mi; lie Wahrscheinlichkeit, dass ein Nukleotjalurch ein
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anderes Nukleotid;xersetzt wird. Dann entspricht die Likelihood-Funktifir die Positiork des A-
lignments:

I = Oxo PxoxdVs) Pxsxa(V1) ... PxexdVa)

Die Wahrscheinlichkeiten des Ubergangs vomach xkann man durch ein Substitutionsmodell er-
rechnen. Da die Nukleotide an den inneren KnotafeimPraxis nicht bekannt sind, muss diese Funk-
tion fur alle moglichen Nukleotide berechnet werdal). Zuletzt muss man die Berechnung fur alle
Positionen des Alignments durchfiihren. Die Liketiidir die gesamte Sequenz entspricht dem Pro-
dukt derL, Werte aller Positionen

L = 1Ii=1 bis nL«

Die gangigen Computerprogramme geben immer denrltbgais dieses Wertes, die sogenannte log-
likelihood, an:

INL = X1 pis nLx

Wie man sich denken kann, ist die Ermittlung eiMkésBaums mit einer Wahnsinnsrechnerei ver-
bunden. Schon bei relativ wenigen Taxa kénnen &istungsfahige Computer nicht mehr alle mog-
lichen Baumtopologien durchtesten. Stattdessen @endn sogenannte heuristische Suchalgorithmen
an, die den besten Baum aus einer begrenzten Anatdrsuchter Baume zu ermitteln versuchen.

Box 3: Heuristische Suche (heuristic search)

Eine heuristische Suche nach dem optimalen Bauwigéeif zwei Schritten. Im ersten Schritt wird gin
Ausgangsbaum erzeugt. Eine haufig verwendete Mettstdler Stepwise Addition Algorithm. Einem
Ausgangsbaum von 3 Arten werden schrittweise weieten angefligt, wobei man diese immer an
der Stelle einfuigt, an der man einen optimalenl{{Bdaum erhalt.

Ausgehend vom vollstandigen Ausgangsbaum, begasPdogramm, Aste zu vertauschen und be
rechnet, ob sich so ein besserer Baum finden l&ssiibt wiederum verschiedene Methoden fir di
ses sogenannte Branch Swapping. Beim Nearest Nrigihtterchange (NNI) werden alle Baume

untersucht, die sich vom Ausgangsbaum in der Posttiveier Arten unterscheiden. Beim Subtree
Pruning and Regrafting (SPR) wird ein Ast abgedtémiund an allen méglichen Stellen des Aus-

gangsbaumes wieder angesetzt. Dies wird fir alle des Baumes wiederholt. Beim Tree Bisection
and Reconnection Algorithmus (TBR), wird der Ausggtmaum in zwei Teile geschnitten und in allen
maoglichen Positionen wieder zusammengeflgt. Died elbenfalls fir alle mdglichen ,Schnittstellen”
wiederholt. Die Zahl der untersuchten Baume isfTii&R groRer als bei SPR und NNI. Trotzdem un-
tersucht man immer nur eine kleine Zahl aller naigdh Baume.

Um die Chance zu verkleinern, dass man auf diedeéen optimalen Baum verfehlt, fihrt man
meist mehrere heuristische Suchlaufe durch, wolei im ersten Schritt die Arten jeweils in willkin
licher Reihenfolge einflgt.

D
]

-]

Die am haufigsten verwendeten Computerprogrammetzylogenetischen Analyse sind PAUP, Phy-
lip und MEGA. Phylip fittp://evolution.genetics.washington.edu/phylip.htomd MEGA
(http://www.megasoftware.n@ind kostenlos im Internet erhéltlich. PHYLIP ilmmentiert eine
Vielzahl verschiedener Methoden und ist das waleistibh am weitesten verbreitete phylogenetische
Programmpaket. PAUP ist ahnlich weit verbreitet imder Benutzung einfacher, allerdings nicht
kostenlos. Es existieren Versionen fur Mac und Winsl Die drei Programme bendtigen unterschied-
liche Datenformate als input files. Mit Hilfe voridgdit kénnen Sie alignments auch in Phylip-Format
(*.phy) speichern PAUP verwendet das sog. NEXUS-Format (*.nex) kenth selber Phylip-files
konvertieren. Sie kdnnen alignments aus Bioediérus-Formaexportieren. MEGA benutzt ein
Format, das von Bioedit nicht erstellt werden kdamvertiert aber selber Phylip- und NEXUS-files.

Die Windows-Version von PAUP wird im wesentlichdret eine Befehlszeile gesteuert. PAUP ist ein
enorm vielseitiges Programm (mit einer ungeheurendé von Befehlen). Wir kénnen nicht mehr als
ein paar Grundfunktionen kennenlernen und begimmériner einfachen Analyse. PAUP benutzt in
der Grundeinstellung Maximum Parsimony (MP) alsi@jgrungskriterium.
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Offnen Sie das Programm ,PAUP* und laden Sieathalgiiltige alignment aus der
sich automatisch 6ffnenden Dialogbox. Wenn alldsyggangen ist, sollte der file oh-
ne Fehlermeldung eingelesen werden. Haufige Fald#egbei diesem Schritt sind
Leerzeichen, Punkte oder Striche in den Artnamen.

Sie erhalten im Fenster oberhalb der Befehkszsilige Informationen zu ihrem Da-
tenfile. Wenn Sie autWindow>[Name lhres Files]klicken, offnet sich ein zweites
Fenster mit dem Datenfile. Sie konnen nun zwisahesen Ansichten wechseln.

Schon bei Datensatzen von 10 Arten ist die deahiméglichen BAume so grol3, das
die vollstandige Suche nach dem besten Baum setpe l@auert. Sie haben in der
Vorbesprechung von heuristischen Suchmethoden gemmersten Versuche lassen
wir PAUP mit einer heuristischen Suchmethode nagh dptimalen Baum suchen.

Eingabehsearch addseq=asis; <Enter>

Das Programm berechnet den Baum, indem es dieeBeg in der Reihenfolge zu-
sammenflugt, wie sie im Datensatz erscheinen. lipubwiird u. a. angezeigt, wieviele
Merkmale der Datensatz enthélt, wie viele davosipawnie-informativ sind, und
welcher ,branch-swapping algorithm* verwendet wuridee default-Einstellung

verwendet TBR (tree-bisection-reconnection). AdBar erfahren Sie in einer Tabelle
unter ,score” wie viele Substitutionsschritte deste gefundene Baum hat.

Um sich den Baum anzusehen, geben Sie ein:
describetrees 1/ brlens=yes; <Enter>

Jetzt zeigt das Programm den Baum Nr. 1 an urtcegib Tabelle mit den Astlanger
(brlens ) aus. Ausserdem werden verschiedene Werte angeg#ibaille das Aus-
mald an Homoplasie in inrem Datensatz beschreibenCbnsistency Index (CI) vari-
iert mit der Topologie des Baums; seine untere @xest nicht gleich 0. Informativer
sind deshalb der Retention Index (RI) und der Heddadex (RC), die zwischen O
und 1 variieren. Diese Indices sollten nur aufgrdadinformativen Positionen be-
rechnet werden. Der Homoplasy Index (HI = 1 — @dichnet den proportionalen
Anteil an Positionen mit parallelen oder Rickmwatiagin.

Bei der heuristischen Suche wird nur ein kleiheit der moglichen Baume wirklich
untersucht. Um die Chance, den optimalen Baummziefi, zu vergrof3ern, kann man
mehrere Zyklen heuristischer Suchen durchlaufebeDaird die Reihenfolge der
Sequenzen am besten mit jedem Zyklus variiert.

Eingabehsearch addseg=random swap=NNI nreps=100; <Enter>
Es werden 100 Zyklem(eps ) durchlaufen, wobei die Sequenzen jedesmal irr eine

anderen Reihenfolgeagndom ) hinzugefugt werden. Als branch swapping Algorith
mus wird diesmal nearest neighbor interchamgel} verwendet.

Um den errechneten Baum anzuzeigen, klickenliggnal auf den Pfeil rechts neben
der Befehlszeile. Sie sehen eine Liste der zwezvendeten Befehlszeilen. Wahlen
Sie die richtige aus und drticken Sie <Enter>.

. Die Badume, die von PAUP ausgegeben werden, sinevuungelt. Jetzt wollen wir
den Baum mit Hilfe einer Aul3engruppe (outgroupyweezeln. Oft bestimmt man
solche outgroups schon vor der Analyse und nimengenau deswegen in die Analy
se auf. Wahlen Sie nach Ricksprache mit dem Betsne outgroup. Der Befehl
lautet:

outgroup [Artname(n)]; <Enter>

. Um den Baum mit einer outgroup zu wurzeln, gebenesi:

describetrees 1/ root=outgroup outroot=monophyl; <E nter>
Die outgroup erscheint als monophyletischer Claglgen den Arten der ingroup.

(92
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10. Um den Baum/ die Baume mitsamt Astlangen zickpm, geben Sie ein:
savetrees file=[Dateiname] brlens=yes; <Enter>

Sie haben den ersten errechneten Baum nun alsifigdé Ergebnis gespeichert. Die Ansicht von
Baumen in PAUP ist allerdings recht unbequem. UmBleum manipulieren zu kénnen, die Ansicht
zu verandern und den Baum ausdrucken zu kdnneterstaie jetzt das Programm Treeview.

1.
2.

Laden Sie den treefile durelfrile>Open

In der Menuzeile Uber dem Fenster sehen Siehiedene Symbole fiir die Darstel-
lung von Baumen. Probieren Sie diese verschied@nsithten aus. Worin unter-
scheiden sie sich?

Sie kdnnen auch in Treeview eine outgroup fientBaum bestimmen und den Baum
danach rooten. Dricken St#@ree>Define outgroupEs erscheint eine Dialogbox mit
zwei Fenstern.

Markieren Sie die Arten ihrer outgroup im linfkenster (Ingroup) und schieben Sie
sie durch Druck auf die Pfeiltaste in das rechtesker (Outgroup). Schlie3en Sie mit
>0K ab.

>Tree>Root with outgroup. Die outgroup steht jetzt zuoberst, der restliBham
»hangt" sozusagen an der outgroup.

Wenn Sie die outgroup lieber am unteren EndeBdesnes anhangen wollen, driick
Sie>Tree>Order>Ladderize left.

Sie kdnnen den Baum in Treeview durch verscine@adere Manipulationen fur ei-
nen Ausdruck vorbereiterEdit>Edit tree.

In der Menuzeile oberhalb des neu gedffnetersteensehen Sie 9 Smybole und eil
erklarendes Textfenster. Mit der linken Gruppe ¥dBymbolen verdndern Sie die
Topologie des Baumes. Dies kann fur spezielle stafjangen nétig sein, stellt abe
eine Manipulation ihrer Ergebnisse dar. Mit derti@ien Gruppe von 4 Symbolen
verandern Sie dagegen nur das Aussehen des Banictgs]ie Topologie. Diese
Funktionen konnen Sie jederzeit frei verwenden lliman Baum besser darzustellen.
Mit dem rechten Symbol kénnen Sie interne Knotesthsaften. Veréandern Sie den
Baum in ihrem Sinne und speichern Sie ihn untegraineuen Namen ab.

Sie kbnnen mit den Befehleiedit>Preferencesoder den Befehlen unteStyle die
Beschriftung des Baums verandern. Miile>Print preview kdnnen Sie eine Druckt
ansicht des Baumes 6ffnen (schlieBen>fiilose. Zuletzt kénnen Sie die Ansicht mit
>File>Save as graphi@ls Graphik speichern, um sie in anderen Progran{mei
Powerpoint) zu verwenden.

1)
>

-

Auswahl des besten Substitutionsmodells

Wenn man Maximum Likelihood (ML) als Optimierungi&rium verwendet, muss man sich im vor-
aus zwischen verschiedenen Substitutionsmodellesclegiden. Im Prinzip ist dabei jedes Modell
falsch, da es die wahren Verhaltnisse nur grobinviareht wiedergibt. Je komplizierter ein Modell, ist
desto genauer spiegelt es normalerweise die Wittt wieder, aber desto gréfer ist auch die Ge-
fahr, dass die Annahmen des Modells in der Wirkighnicht zutreffen. ML bietet die Moglichkeit,
sich aufgrund eines statistischen Kriteriums zwéschlodellen zu entscheiden. Man maximiert, wie
bei der Suche nach dem optimalen Baum, die LikelilRBunktion Uiber alle Parameter eines vorher
ausgewahlten Modells. Dann wahlt man ein komplieress Modell und wiederholt die Berechnung.
So sucht man diesmal nicht nach dem Baum, sona@etmeem Substitutionsmodell, fir das die Like-
lihood-Funktion maximal wird. Im Prinzip lassentsidlodelle unbegrenzt verkomplizieren, um damit

die Likelihood-Funktion zu ,verbessern“. Oberhaibeg gewissen Grenze sind diese Verbesserungen

aber nur noch minimal.
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Box 4: Substitutionsmodelle

Zwei Sequenzen, die von einer Ursprungssequenarabstn, akkumulieren im Laufe der Zeit Sub

stitutionen. Ihre genetische Divergenz wachst ae.Zahl der beobachteten Substitutionen sollte glso
eigentlich linear von der Zeit abhéngen, die vasén ist, seit zwei Sequenzen sich voneinander ge-

trennt haben (schwarze Linie). Mit geringer Wahesalichkeit kommt es aber auch zu Riickmutatip-

nen oder mehrfachen Mutationen an derselben Posibieshalb ist die Zahl der beobachteten Substi-

tutionen geringer als die Zahl der Mutationsereigai(rote Linie). Das einfachste Mal3: ps# n gibt
also die Zeitverhaltnisse nicht korrekt wieder.

n

I

_>‘t

Das einfachste Substitutionsmodell (Jukes-Cantadédpnimmt an, dass die Substitutionsraten zw
schen allen Nukleotiden gleich sind. In Wirklichkeinterscheiden sich Transitions- und Transversi

onsraten in der Regel (Kimura 2-Parameter Modaélich kommen die verschiedenen Nukleotide in

unterschiedlichen Mengen vor, was die Substitutaies ebenfalls beeinflusst (HKY Modell). Im
GTR Modell nimmt man unterschiedliche Raten fie @ften von Substitutionen an.

AlT|C|C AlT|C|C A|lT|C|C AlT|C|C
Al-|ajafal |A]-[B|B|a]| |[A]|-|Bor|Baclegs| | A| - |agr|bgc|cgs
Tla|-|a|a T{B|-|a|B TPIA| - |09cBds| | T [ag| - |doc|ess
Cla|laf-fa|l |[C|[B|a]|-|p]| |CI[Bdalagr| - |Bds| | C [bGa|dgr| - |fgc
Clal|la]|al - C| o Bl - C |aga|Bar|Bac| - C [coa|eor|fgc| -
Jukes-Cantor Kimura HKY GTR

Alle Substitutionsmodelle sind nur Anndherungemli@nVerhaltnisse in der Natur. Im Prinzip lasse
sich beliebig komplizierte Modelle formulieren. Wedie Substitutionen in der Natur einem kompl

zierten Modell folgen, dann unterschétzen einfaeihdodelle die Zahl der Substitutionen. Allerdings

sind komplizierte Modelle unnétig, wenn die gengies Divergenz g 0,1 ist. Einfache Modelle sind

dann ebenso genau und die erwartete Zahl von 8itlisien hat eine kleinere Varianz, ist also pragi-

Ser zu errechnen.

>

Alle diese Modelle nehmen an, dass die Substitstaip flr alle Positionen einer Sequenz die gleiche

ist. Das stimmt in der Regel nicht. Proteine hadidive Zentren, die sehr konservativ sind, wahren
in anderen Bereichen Substitutionen haufiger sind2. und 3. Codonpositionen haben ebenfalls u
terschiedliche Substitutionsraten, weil viele Migtagén an der 3. Position ,still* sind, d. h. nichut
Veranderungen der Aminosauresequenz fuihren. DistfButibnsrate variiert also von Position zu
Position. Auch diese Variation kann man in Substihsmodellen berticksichtigen, indem man ver

schiedenen Positionen des Alignments unterschiesBubstitutionsraten aus einer Haufigkeitsvertei-

lung (der sogenannten Gamma-Verteilung) zu weigistutionsmodelle mit variabler Rate sind
meist realistischer als solche mit konstanter Ratesind z. B. fiir die genaue Berechnung von Ast
l&ngen besser geeignet.
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Wenn das einfache Modell jeweils ein Spezialfa§ Bemplizierteren ist, kann man testen, ob die
Unterschiede zwischen beiden Modellen noch sigaifilsind. Ein nicht signifikanter Unterschied
bedeutet dabei, dass das kompliziertere Modellbtrnsatz nicht wesentlich besser erklaren kann
als das einfachere (obwohl die Likelihood vielléinbch ein wenig grofier ist). In diesem Falle ent-
scheidet man sich fur das einfachere Modell unchbdie Suche ab. In der Praxis fuhrt man zu die-
sem Zweck eine ganze Reihe von Likelihood-Verhstésts (Likelihood Ratio Tests, s. unter ,Testen
phylogenetischer Hypothesen*®) durch. Das Programiodeltest” kann 56 verschiedene Modelle
testen und erledigt diese Aufgabe in ZusammenantiePAUP.

Offnen Sie PAUP und laden Sie lhren Nexus-filect >File>Open

Eingabeexecute [Dateiname]; <Enter>

Eingabedefault Iscores longfmt=yes; <Enter>

Offnen Sie jetzt die Datei C:\Programme\Modé\Medeltest 3.06 folder\example fi

les\modelblock3.nex. durckFile>Open. PAUP berechnet fir jedes Modell die Like

lihood-Werte und speichert sie unter C:\ProgramnoeMtest\Modeltest 3.06 fol-
der\example files\model.scores.

5. SchlieRen Sie PAUP nach Beendigung des Rechganvgs.

6. Verschieben Sie die Datei model.scores in dem@rC:\Programme\Modeltest\ Mo
deltest 3.06 folder und geben Sie ihr einen neummeéih.

7. Offnen Sie die DOS-Eingabeaufforderung im WindeStartmeni durchStart
>Programme>Zubehdr>Eingabeaufforderung

8. Durch die Eingabed gefolgt vom jeweils nachsten Ordnernamen kdnnersiSie
langsam aus dem Verzeichnis C: in den Ordner ,6dfimme\Modeltest\Modeltest
3.06 folder” vorarbeiten.

9. Wenn Sie dort angekommen sind, starten Sie Mestedurch die Eingabenodel-
test3-06.exe <[Dateiname] . Dateiname ist der soeben verschobene output-
file von PAUP.

10. Modeltest fiuhrt nun die Likelihood-Verhaltniste durch, bis sich keine signifikante
Verbesserung mehr ergibt.

11. Im Ergebnis sehen Sie das optimale Substitsitimadell und einige Zeilen, die mit
.,BEGIN PAUP;" anfangen. Dieser Teil l&sst sich iAWP Gbertragen, um mit den
richtigen Parametern eine Analyse durchfihren zinkd.

12. Markieren Sie den Text von ,BEGIN PAUP;* bisNB;" mit der Maus, indem Sie
auf das Symbol links in der Kopfzeile des Eingahsfers klicken ung¢Bearbei-
ten>Markieren anwéhlen.

13.>Bearbeiten>Kopieren

14. Wechseln Sie in PAUP, 6ffnen Sie die Ansiclst NEXUS-files und kopieren Sie den
Textblock an das Ende des Datei. Im nachsten Texiflen wir hieraus einen Befehls
block erstellen, der es erméglicht, PAUP auch dhingabe in die Befehlszeile zu
steuern.

P w NP

Erstellen eines PAUP-Blocks

Im NEXUS-Format lasst sich nicht nur ein Alignment Bearbeitung speichern. In verschiedenen
zusatzlichen Textblocken kann man Annahmen zumriBate (ASSUMPTIONS Block), vorher er-
rechnete Baume (TREES Block) oder Details zur AsaPAUP Block) eingeben. Dies ist z. B. sehr
praktisch, wenn man Analysen schrittweise durchfiimbei ein Schritt auf den Ergebnissen des
vorherigen aufbaut. Ein solches iteratives Verfatkann z. B. notwendig sein, wenn man sehr grof3e
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Datensatze unter ML mit komplizierten Subsitutionsigllen untersucht. Statt selber stunden- oder
tagelang auf die Ergebnisse zu warten und dann&tikesten Befehle per Hand einzugeben, gibt man
PAUP am Freitag nachmittag alle notwendigen Befehnem PAUP Block mit, startet die Analyse
und nimmt am Montag die Ergebnisse in Empfang. M#ginnen mit einem einfachen Beispiel, indem
wir als Ausgangspunkt die Substitutionsparameterdodeltest verwenden.

1. Entfernen Sie den Zeilenumbruch aus der ,Isetitez Mitlset werden die Parame
ter fur eine ML Analyse festgelegt. Dabei bedeutet:

base=(xy z) Frequenz der Basen A, C und G (T ergibt sich damalleine),
nst=x  Zahl der verschiedenen Substitutionsraten (je Muamthelll, 2 oder 6)
rmat=(xy z ...) Rate der verschiedenen Substitutionsraten,

rates=[equal, gamma] Substitutionsraten sind entweder konstant odeabar
und folgen der Gamma-Verteilung,

shape=x Form-Parameter der Gamma-Funktion,
pinvar=x Anteil invariabler sites

2. Um ML als Optimierungskriterium zu verwenden undildau sorgen, dass das Pro
gramm die Analyse ohne lhre Bestéatigung abschiféagen Sie Nach ,Begin PAUP*
die folgende Zeile ein:

set autoclose=yes criterion=likelihood;

3. Um die Suche nach dem besten Baum zu starten fsigamach der ,Iset* Zeile die
folgende bekannte Zeile ein:

hsearch addseg=random swap=SPR nreps=10;

4. In der nachsten Zeile geben Sie an, dass der Basm mit Astlangen angezeigt we
den soll. Zur Ubung stellen Sie die Zeile selbsiazamen.

5. Zuletzt lassen Sie PAUP den Baum mit Astlangeeneinem selbstgewahlten neuen
Dateinamen speichern.

6. Speichern und schliessen Sie den NEXUS-file.

7. Laden Sie den file jetzt erneut. Die Analysedwdurchgefiihrt, ohne dass Sie weitere
Befehle eingeben mussen.

-
1

Phylogenetische Unsicherheit, nicht-parametris8uwatstrap

Die Ergebnisse verschiedener phylogenetischer Aralyz. B. MP- und ML-Baume) desselben Da-
tensatzes liefern oft nicht vollkommen gleiche Exgese. Speziell unter MP findet man in einer Ana-
lyse haufig mehrere, gleich lange Baume. Die Unteesle sind in der Regel klein, kbnnen aber wich-
tige Details betreffen, etwa die Frage, ob einduBgtmonophyletisch ist oder nicht. Wieviel Ver-
trauen kann man also in das Ergebnis einer phykigamen Untersuchung haben? Die Frage berihrt
grundsatzlich alle wissenschaftlichen Ergebniss&éhihd aber ein Physiker seine Messungen wie-
derholen kann und Durchschnitt und Standardabwaeighkler Messwerte errechnen kann, hat sich die
Evolution nur einmal abgespielt und kann nicht expentell wiederholt werden.

Eine LOsung dieses Problems ist die Pseudorepikakes Datensatzes. Man sammelt nicht neue Da-
ten in der Natur, sondern ,besammelt‘ den ber@thandenen Datensatz mehrere 100 bis 1000 mal.
Das am haufigsten verwendete Verfahren hierfiolestsog. nicht-parametrische Bootstrap. Dabei
erstellt man neue Datensatze von gleicher GroRelevi@rspringliche Datensatz, indem man willkir-
lich einzelne Positionen des Alignments auswahiirch die zufallige Auswahl werden einige Positi-
onen mehrmals ,gesammelt‘, andere fallen weg. Psgeidoreplikation des Datensatzes unterscheidet
sich von den anderen. Man errechnet fir jeden Batereinen separaten Stammbaum, erstellt aus den
Baumen einen Konsensusbaum, und kann fir jedediésts Baumes ermitteln, in wie vielen der
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Bootstrap-Baume er vorhanden war. Diesen ,bootsttgyport” (in Prozent ausgedriickt) sieht man an
fast allen publizierten phylogenetischen Baumeng#&vieder langen Rechenzeit unter ML fihren wir
die Bootstrap-Analyse unter MP durch.

1. Offnen Sie PAUP und laden Sie den NEXUS-file.

2. Sollte das Programm ohne Aufforderung zu reclosgmnnen, stoppen sie den Vor-
gang und wechseln Sie in die Ansicht des NEXUfifie konnen den PAUP-Block
am Ende deaktivieren, indem Sie jede Zeile in eckilpmmern setzen. Speichern
und schliessen Sie die Datei und laden Sie sie daan

3. Eingabebootstrap nreps=500 search=heuristic conlevel=50
treefile=[Dateiname]; <Enter>

Durch diese Eingabe starten Sie eine bootstrapys@anit 500 Pseudoreplikationen
(der kleinsten Menge, die verlassliche Resultateit) und einer heuristischen Suche
nach dem besten Baum jedes Replikats. Das Progsathias Ergebnis einen Kon-
sensus-Baum mit allen Aste anzeigen, die in mietsss0% der Baume vorkommep.
Die Baume werden in einer Datei gespeichert, dBi@nen Sie selber festlegen mis-
sen.

4. Als Anzeige sehen Sie den gewlnschten KonseBaust und eine Tabelle mit allen
Art-Gruppierungen, die sich in mindestens einemrmB&anden. Die Arten sind als

Zahlen oberhalb der Spalten abgekurzt. Sternahden Spalten markieren eine
Gruppierung dieser Arten. Die rechten Spalten zeigewievielen Baumen und in
wieviel Prozent der Baume diese Gruppe angetrafi@e. Gruppierungen, die in
weniger als 5% der Baume auftraten, sind nichsgali Vergleichen Sie den Baum
mit der Tabelle.

5. Um den Konsensus-Baum zu speichern, mussens$idemn Treefile laden. Die War-
nung “The limit of 100 trees (= “MaxTrees”) has heeached” beantworten Sie mit
>Reset Maxtrees>Automatically increase by 10MHierdurch erh6hen Sie die von
PAUP vorgegebene maximale Anzahl von Baumen im ifgfgeicher. In der Anzei-
ge lesen Sie, wieviele Baume PAUP errechnet hatr{ehr als 500, weil bei einigen
Bootstrap-Datensétzen mehrere gleich gute Baureeraret wurden).

6. Eingabecontree 1-[Anzahl Baume] / strict=no majrule=yes
percent=50 treefile=[Dateiname]; <Enter>

PAUP errechnet aus allen Baumen nochmals einejorityarule” Konsensus-Baum
mit allen Aste, die in mindestens 50% der Baumdmmmen. Ein strikter Konsensus-
Baum, der nur Aste anzeigt, die in allen Baumerkammen, wird nicht errechnet.

Der Konsensus-Baum wird in einer Datei mit sellestv@hltem Namen gespeichert.

7. In der Anzeige sehen Sie nun neben dem neueseksus-Baum auch eine vollstarn
dige Tabelle mit allen beobachteten Gruppierun@em.neue Treefile kann wieder in
Treeview getffnet und bearbeitet werden.

=)

7

Die Interpretation von Bootstrap-Werten ist nichhg einfach. Bootstrap-Werte werden intuitiv meist
als Wahrscheinlichkeitswerte missdeutet. Ein Wert 85 % bedeutet aber nicht, dass der entspre-
chende Ast mit einer ,Wahrscheinlichkeit* von 0&%ch im (unbekannten) wahren Stammbaum der
Organismen vorkommt, sondern dass die verwendetkdde auf der Grundlage unserer Daten in 85
% der Falle diesen Ast rekonstruiert. Die Wertgerieher Préazision als Genauigkeit an. Ein Ast mit
hohem Bootstrap-support kann aus den Daten mieged/Prazision ermittelt werden. Niedrige
Bootstrap-Werte zeigen an, in welche Gruppieruregeas Baumes wir nicht allzu viel Vertrauen
setzen sollten. In wissenschaftlichen Publikatiowenden meist nur Werte oberhalb von 50 % ange-
geben. Strenggenommen sollte man nur WefB % als signifikante Unterstitzung fur einen Ast
werten. Der Bootstrap-Test ist aber konservatiw,. dlie Zuverlassigkeit einer Rekonstruktion wird
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regelmaRig eher unterschitzt. Auf Asten mit BoafsiVerten unterhalb von 70 % sollte man aber auf
keinen Fall weitergehende Hypothesen aufbauenlodsante Schlusse ziehen.

Testen phylogenetischer Hypothesen; die moleklaire

Oft ist man nicht nur an einem phylogenetischem@tbaaum interessiert, sondern hat weitergehende
Fragen, die man aufgrund des Stammbaumes beamwodtehte. Eine typische Frage bei systemati-
schen Arbeiten lautet z. B.: Hat sich das Merkmah ®er Evolution einmal oder mehrmals entwi-
ckelt? Haufig will man auch wissen, wann sich vieisdene Arten einer Gattung oder Gattungen ei-
ner Familie voneinander abgespalten haben. Mihsol®aten kann man oft biogeografische Fragen,
etwa zur Besiedlung von Inselgruppen, beantwortiam dussagen zu Mechanismen der Evolution
treffen.

Die Astlangen eines Baumes sind das Produkt austifuionsrate und Zeit. Wenn die Substitutions-
rate in allen Asten des Baumes gleich ist, geberdtlangen deshalb direkt das relative Alter unter
schiedlicher Linien an. Um die Knoten eines Baumtseten zu kdnnen, misste also die Substitutions-
rate in allen Asten des Baumes homogen sein. Imdssten Fallen variieren aber die Substitutionsra-
ten des optimalen Baums in verschiedenen Asterblichewas sich an sehr unterschiedlichen Ast-
langen zeigt. Ein Baum mit homogener Substitutiai@sgibt in diesem Fall den Datensatz offenbar
verzerrt wieder. Die Frage ist, wie stark diesez2éetung ist: Ob der Baum den Datensatz fast genau
so gut erklaren kann wie der optimale Baum odegratignifikant schlechter ist. Nur wenn der Baum
nicht signifikant schlechter ist, kann man ihn Batierung verwenden.

Unter ML kann man die Substitutionsrate wie einaraPeter des Substitutionsmodells betrachten.
Im Normalfall maximiert das Programm die LikeliheBdnktion, wobei die Substitutionsrate frei
Uber den Baum variieren kann. Genauso wie allerand@arameter des Substitutionsmodells (etwa
das Verhaltnis von Transitionen zu Transversiosenpen ,,Auswahl des besten Substitutionsmo-
dells®) kann man aber auch die Substitutionsratis@ven verschiedenen Evolutionslinien homogen
halten. Ein Modell mit homogener Substitutionsistidlt lediglich einen Spezialfall des Modells mit
heterogener Subsitutionsrate dar.

Mit einem ,Likelihood Ratio Test* (LRT) kann mandistellen, ob die Likelihood des ,Uhr“-Baumes
signifikant schlechter ist als die Likelihood dggtimalen Baumes. Die Werte von:

2 ([-In Spezialfal] — [-In komplexes Modd)|

folgen einen?-Verteilung mit s-2 Freiheitsgraden (s = Anzahl Aeten im Datensatz). Statistische
Tafeln enthalten Signifikanzwerte fiir gigVerteilung. Alternativ kann man p-Werte unter:
http://ergo.ucsd.edu/unixstats/probcalc/index.slaméchnen lassen. Ein p-Wert > 0,05 bedeutet da-
bei, dass die Likelihood-Werte nicht signifikantsehieden sind. Die Annahme einer molekularen
Uhr ist gultig. Bei p-Werter: 0,05 ist der ,,Uhr“-Baum signifikant schlechter disr optimale Baum
und die Annahme homogener Substitutionsraten watisisch zuriickgewiesen. Dieser Test ist nur
zulassig, wenn die Topologie und das Substituti@usath zur Errechnung beider Baume identisch ist.
Der einzige variable Parameter darf die Substitstiate zwischen verschiedenen Evolutionslinien
sein. Man errechnet die Likelihood des optimalenrBanit variabler Substitutionsrate und vergleicht
die Likelihood desselben Baumes mit homogener 8utishsrate.

1. Offnen Sie PAUP und laden Sie den NEXUS-file amhangendem PAUP-Block, den
Sie vorher erstellt haben.

2. Brechen Sie die Berechnung ab.

3. Laden Sie nun den optimalen Baum, den Sie vartiteHilfe des PAUP-Blocks er-
rechnet haben.

4. Berechnen Sie noch einmal den Likelihood-Westds Baumes unter den mit Modi
test bestimmten optimalen Parametern.
Eingabeilscores 1; <Enter>

5. Die Berechnung des Likelihood-Wertes unter Amaleine molekularen Uhr erfor-
dert einen gewurzelten Baum. Bestimmen Sie dieroufgmit dem bekannten Befehl.
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6. Wurzeln Sie den Baum mit dem Befehl:
roottrees outroot=monophyl; <Enter>

7. Um den Likelihood-Wert unter Annahme einer malaken Uhr zu erhalten, geben
Sie ein:Iscores 1/ clock=yes; <Enter>

8. Berechnen Sie die Likelihood Ratio und priufemiSider Tabelle oder auf der ange
gebenen Internetseite, ob die molekulare Uhr zwéwskesen wird oder nicht.

Bayessche Analyse phylogenetischer Datensatze

ML berechnet die Likelihood des Datensatzes uriteme bestimmten Modell (Baumtopologie, Ast-
langen, Substitutionsparameter). Der optimale Betler, bei dem die Likelihood des Datensatzes
am hochsten ist. Dabei wird der Gaul in gewisseis@/eon hinten aufgezaumt. Intuitiv ware es ein-
leuchtender, die Wahrscheinlichkeit eines Baumésl@uGrundlage des Datensatzes zu berechnen.
Der presbyterianische Reverend Thomas Bayes fanetster eine Formel, mit der man Likelihood-
Werte in A-posteriori-Wahrscheinlichkeiten (,PosterProbabilities®) konvertieren kann. 17@&irde
dieses ,Bayes’sche Theorem" posthum publiziert. fdatistische Hintergrund ist relativ kompliziert.
Bei einfachen Experimenten mit wenigen moglichesuRaten (Kopf oder Zahl beim Werfen einer
Munze) lassen sich solche Wahrscheinlichkeitenyéiseah berechnen. Die A-posteriori-
Wahrscheinlichkeit phylogenetischer Baume mit vidkarametern und einer quasi unendlichen An-
zahl mdglicher Ergebnisse lasst sich leider nigakeberechnen. Man kann aber zu einer Naherungs-
[6sung kommen, indem man eine Zufallsstichprobeaddmrscheinlichsten Baume ,sammelt”. Die
Wahrscheinlichkeit eines Parameters der Phylogeni®. einer bestimmten Evolutionslinie oder Ast-
lange) entspricht dann der Haufigkeit seines Atdtre in dieser Stichprobe.

Erst 1997-1999 wurden Methoden publiziert, mit dem&n die A-posteriori-Wahrscheinlichkeit aus
Zufallsstichproben von Baumen berechnen kann, med@ie Baume proportional zu ihrer Likelihood
vertreten sind. Die dabei verwendete, statistidt¢bthode wird als ,Markov Chain Monte Carlo*,
MCMC, bezeichnet. Stellen Sie sich einen Roboterder darauf programmiert ist, in einer Hiigel-
landschaft herumzulaufen. Immer wenn der nachdtetSbergauf geht, tut der Roboter den Schritt.
Wenn dieser Schritt bergab fuhrt, dann berechneRdboter das Hohenverhaltnis zwischen der alten
und der neuen Position, zieht aus einem Zufallsgémeeine Zahl zwischen 0 und 1 und geht nur
dann weiter, wenn diese Zahl kleiner ist als dakdd@erhéaltnis. Dieser Roboter wirde die Punkte der
Landschaft proportional zu ihrer Héhe abschreilégist [&uft er auf den Hiigeln herum, seltener an
den Hangen, noch seltener in den Téalern. Ganzdcihiéisst sich die ,Landschaft* der Baume propor-
tional zu ihrer Likelihood begehen. Ausgehend vimem Zufallsbaum verandert das Computerpro-
gramm bei jedem Schritt der ,Markov-Kette" einendtaeter der Phylogenie. Verbessert sich die
Likelihood, ,geht“ das Computerprogramm auf denereBaum, verschlechtert sie sich, wird die
Veranderung nur mit einer geringen Wahrscheinligridezeptiert. Eine geringe Anzahl der so ,be-
suchten” Baumen (z. B. jeder 10. oder jeder 100d gespeichert. Auf diese Weise bewegt sich das
Programm durch den ,Wahrscheinlichkeitsraum” atéglichen Phylogenien, wobei es Baume pro-
portional zu ihrer Likelihood sammelt. Dass marhbjeden Baum speichert, hangt damit zusammen,
dass man eigentlich eine Zufallsstichprobe sammélchte. Innerhalb der Markov Kette ist aber jeder
Baum von seinen unmittelbaren Vorgéangern abhamiase Abhangigkeit wird umso geringer, je
mehr Schritte zwischen den gesammelten Baumemli€gje Markov-Kette sammelt also nicht wirk-
lich sondern nur naherungsweise eine Zufallsstimtgor

Die ersten Baume, die das Programm sammelt, liagémscheinlich weit von den Regionen hoher
Likelihood entfernt. Deshalb verwirft man bei Bagelsen Analysen die ersten 10.000 bis 100.000
Schritte als sogenannte ,Burn-in“ Phase. Aul3erdemmidie Likelihood-Landschaft mehrere Hiigel
aufweisen. Eine einzige Markov-Kette konnte sicheiniem suboptimalen ,Nebenhtigel“ festsetzen,
von dem sie auch in vielen Schritten nicht mehuhtarkommt. Deshalb l&asst man meist mehrere
Markov-Ketten gleichzeitig laufen, die von versatgaen Zufallsbaumen ausgehen. Das erhoht die
Chance, dass die Analyse im optimalen Bereich d&lihood-Oberflache konvergiert.

Die Bayessche Methode ist aus mehreren Griinderpsehiar geworden.
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Obwohl hunderttausende oder Millionen von Bauimerechnet werden, ist die Methode extrem
schnell.

Alle Methoden, die nur nach einem Baum suchersagen unter bestimmten Bedingungen. Ob
diese Bedingungen gegeben sind, kann man nichtiinseen. Deshalb bleibt eine gewisse Un-
sicherheit, ob der gefundene optimale Baum aucklialirder wahre Baum ist.
Bootstrap-Analysen unter ML sind extrem zeitaufdig. Die Bayessche Analyse berechnet den
Baum und die Wahrscheinlichkeit einzelner Paraniatemem Arbeitsgang.

Damit lasst sich auch die Wahrscheinlichkeit inesiter Baumtopologien leicht vergleichen.

1. Kopieren Sie den NEXUS-file in den Ordner, imdgich MrBayes befindet.
2. Offnen Sie den NEXUS-file mit einem Text-Editmter in PAUP (stoppen Sie dann
die Berechnung und gehen Sie in die Ansicht des Bi&Xles).

3. Loschen Sie den Text zwische#NEXUS und ,begin data;  “. Die ersten 3 Zei-
len der Datei lauten jetzt:
#NEXUS
begin data;

4. Erganzen Sie in der 2. Zeile des Datenblogki®rleaved  “ mit ,, =yes “.

5. Gehen Sie zum Ende der Datei und ersetzen &igaile pbegin paup; “ durch
.begin mrbayes;

6. Im MrBayes-Block werden genau wie im PAUP-Block B&rameter der Analyse
festgelegt. Das Substitutionsmodell muss eberfiedigelegt werden, allerdings bleir
ben die einzelnen Parameter variabel. Wir Gbernaluias mit Modeltest errechnete
Modell, lassen aber Angaben zu Nukleotidfrequeraan@a-shape Parameteoder
dem Anteil invariabler Sites weg. Diese ParamegésrModells werden im Laufe der
Markov-Kette variiert.

set autoclose=yes;

Iset nst=[Wert] rates=[equal/gamma/invgamma];

mcmc ngen=100000 printfreq=100 samplefreq=100 ncha ins=4
savebrlens=yes;

END;

Die erste Zeile bestimmt, dass das Programm day&a nach dem letzten Baum ab-
schlief3t. Unterlset “ wird wieder das Modell festgelegt (ohne, dassRieameter
fixiert werden). Nst “ ist die Zahl der verschiedenen Substitutionsrfifé¢arte 1, 2
oder 6] rates “legt fest, ob

die Substitutionsratekonstant sein soll oder eB@mma-Verteilung mit oder ohne
invariable Sites folgt. Untemycmc wird der Suchlauf ndher bestimmtNgen® =

Zahl der Generationen (= Schritte) der Markov-Kefpeintfreq=100  “ = die Li-
kelihood-Werte jedes 100. Schritts der MArkov-Ketteerden auf dem Bildschirm
angezeigt; samplefreq=100 “ = jeder 100. Baum wird gesammelt;

»nchains=4 *“ = vier parallel laufenden Markov-Ketten.

Speichern Sie den NEXUS-file im Ordner ,MrBayes(f dem Desktop.

Offnen Sie den Ordner ,MrBayes" und starten,MeBayes3_0b3.exe" durch Dop-

pelklick.

9. Eingabeexecute [Dateiname]
Das Programm beginnt mit der Analyse. Auf dem ®itdrm wird jeder 100. Schritt
angezeigt. In der rechten Spalte sehen Sie, wie 8ekunden das Programm voraus-
sichtlich noch rechnen wird.

10. Nachdem das Programm die Berechnung beendddamat man die Ergebnisse anzei-
gen lassen. Als Ergebnis wiirden wir uns jetzt gdareKonsensus-Baum mit Astlan-
gen und den A-posteriori-Wahrscheinlichkeiten dezelnen Clades ansehen. Wir
missen bei der Anzeige der Ergebnisse aber dienjBuPhase berticksichtigen und

© N
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die ersten gesammelten BAume verwerfen. Dazulag@seins zuerst die Wahrschein-
lichkeiten aller Parameter des Modells (MittelwelMarianzen und 95 %-
Vertrauensintervalle) und einen Graph der LikelidhdWerte anzeigen.
Eingabesump filename=[Dateiname.p] Anhand des Graphen kdnnen wir
abschatzen, nach wievielen Generationen der MaKatite die Likelihood-Werte ein
stabiles Plateau erreicht haben. Die entsprech&ndahl gesammelter Baume (nicht
Generationen!) ziehen wir als Burnin-Phase niclBetracht. Je nach Substitutions-
modell gibt das Programm die wahrscheinlichstentéVir folgenden Parameter an;:
Baumlange TL, verschiedene Substitutionsraten (Nukleotidfrequenzen (pi...),
Gamma Shape-Parameter (alpha), Anteil invarialbsiti®nen (pinvar).
11. Zur Auswertung des Baumes geben wir jetzt ein:

sumt filename=[Dateiname.t] burnin=[Zahl zu verwer fender
Baume]

Als output erhalten wir zuletzt eine Liste derékrtund der Haufigkeit verschiedene
Gruppierungen, einen Baum mit A-posteriori-Wahrsaleghkeiten, einen Baum mit
Astlangen und eine Tabelle mit ,Credible sets eé#”. Alle diese Daten werden in
neuen Dateien namens [Dateiname].parts (Grupmenn [Dateiname].con (Baumg
und [Dateiname].trprobs gespeichert.

12. Die Datei [Dateiname].con lasst sich in Treeveeir besseren Ansicht 6ffnen.

13. Falls Sie nach der Wahrscheinlichkeit einesifm@sten, nicht im Konsensus-Baum
enthaltenen Clades suchen, kbnnen Sie [Dateinaants.jmit einem Texteditor Off-
nen.

14. Zuletzt sehen wir uns an, was unter einem ,iBledet of trees” verstanden wird.
Kein einzelner Baum wird normalerweise eine stattsignifikante Wahrschein-
lichkeit besitzen. In der Datei [Dateiname].trprdioslen Sie die Einzelwahrschein-
lichkeiten (p) und kumulativen Wahrscheinlichkei(€) aller errechneten Baume.
Anhand der kumulativen Wahrscheinlichkeit konnesm @e Baume heraussuchen, die
gemeinsam eine signifikante Wahrscheinlichkeittzesi. Den Schwellenwert der
Signifikanz kénnen Sie selber festlegen; in deti§th tblich sind 95 % 99 % oder
99,9 %. Statt aufgrund eines Konsensus-Baums kd8ieelinre Daten auch auf der
Grundlage eines solchen Sets moglicher Baume diodr.

-
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Schlussbemerkungen

Schon mit dieser kleinen Auswahl an Methoden zWoRstruktion von Phylogenien stdl3t man bei
der Auswertung auf gewisse Probleme:

1. Wirwissen in der Regel nur sehr wenig Gibemdatekulare Evolution der Gruppen, an denen
wir arbeiten.

2. Uber die statistischen Eigenschaften der veeselmien Rekonstruktionsmethoden weiR man
auch noch viel zu wenig.

Bei der Auswahl der Methode spielen praktische Awpeine groRe Rolle. Mit ML kann man neben
dem Baum auch zahlreiche Parameter des Substiaotmatells errechnen, aber die Berechnungen
lassen sich bei groRen Datensatzen nur noch agf&upputern durchfiihren. Hier schaffen Bayes-
sche Methoden vielleicht Abhilfe. MP liefert schiedErgebnisse, kommt aber bei Datensatzen mit
vielen Homoplasien (also stark divergenten Sequ@rime Straucheln. Eine scheinbar salomonische
Losung ware es, mehrere Methoden anzuwenden uriergiednisse miteinander zu vergleichen. Das
darf aber nicht dazu fithren, dass man sich am HiedErgebnisse aussucht, die einem am besten in
den Kram passen. AuBerdem darf man sich nichtitemléassen, Ergebnisse nur deswegen fir zuver-
l&ssiger zu halten, weil sie sich mit verschiedeMethoden ermitteln lassen. Alle Methoden arbeiten
mit dem gleichen Datensatz und es ware bedenkliehn sie dabei zu grob unterschiedlichen Ergeb-
nissen kamen.
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Simulationsstudien haben gezeigt, dass es sich Iotwht, mit exzessivem Aufwand nach dem besten
Baum zu suchen, da dieser Baum oft ,besser” idlial®Virklichkeit. Man sollte die Zeit besser nut-
zen, um die statistische Unterstiitzung der erréehneielleicht suboptimalen Baume zu bestimmen.

Literatur

Goldman N, Anderson LP, Rodrigo G (2000) Likelihdmmked tests of topologies in phy-
logeneticsSystematic Biolog$9: 652-670.

Nei M, Kumar S, Takahashi K (1998) The optimizatpmciple in phylogenetic analysis
tends to give incorrect topologies when the nunatb@ucleotides or amino acids used
is small.Proceedings of the National Academy of Sciences35SA2390-12397.

Suzuki Y, Glazko GV, Nei M (2002) Overcredibility molecular phylogenies obtained by
Bayesian phylogeneticBroceedings of the National Academy of Sciences USA
99:16138-16143.

von Haeseler, A. & Liebers, D. (2003) Molekulare Emution. 128 pp. S. Fischer Verlag,
Frankfurt.

34



