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Molekulare Grundlagen

Der Genetik
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1 Teil B: Molekulare Grundlagen der Genetik

Speicherung und Transformation der genetischen Information

Speicherung und Transformation von Informationen in biologischen Systemen erfolgt tber
Molekule. Bereits im Jahre 1928 filhrte GRIFFITH ein Experiment durch, welches darauf hin-
deutete, dass ein Molekdl die genetische Information speichert und weitergibt. Heute wissen
wir, dass das Molekiil, welches die genetische Information enthélt, die Desoxyribonuklein-
saure (DNS) ist. Der Nachweis, dass DNS tatsachlich Trager der Erbinformation ist, gelang
erst im Jahre 1944 durch ein Experiment von AVERY, MCLEOD und MCCARTY.

Die Versuche von GRIFFITH (1928)

GRIFFITH infizierte Mause mit einem Bakterium, welches Lungenentziindung hervorruft
(Pneumococcus). Dieses Bakterium hat die Fahigkeit, aus Zucker eine Hille zu synthetisie-
ren, sich dadurch vor der Immunabwehr des Wirtes zu schiitzen und ihn krank zu machen.
Pneumococcus tritt in der normalen, krankmachenden Form (S-Form) und in einer mutanten
Form (R-Form) auf. Der R-Form fehlt infolge einer Mutation das Enzym fir die Synthese der
schitzenden Kapsel; das Bakterium wird vom Immunsystem deshalb erkannt und es vermag
den Wirt daher nicht zu infizieren.

1928 infizierte GRIFFITH Mause mit beiden Pneumococcus-Formen, wobei er auch durch
Hitze abgetttete S-Formen verwendete. Das Experiment sah folgendermassen aus:

/G S @@@@

Strain S @)

(ol ey
’

Heat-killed strain S

Aus WEAVER 1991

a) virulente S-Bakterien toten die Mduse b) mutante R-Bakterien sind nicht virulent und kénnen die
Mé&use nicht téten c) durch Hitze abgetétete S-Bakterien sind nicht mehr virulent, die M&use (iberleben
d) durch Hitze abgetétete S-Bakterien gemischt mit nicht virulenter R-Bakterien téten hingegen die
Méuse; die abgetéteten S-Bakterien haben die nichtvirulenten R-Bakterien in virulente verwandelt

Einfiihrung in die Forstgenetik
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Mause, denen eine Mischung aus einer kleinen Menge R-Bakterien und einer grossen
Menge abgetoteter S-Bakterien injiziert wurden, starben an Lungenentziindung. Bakterien,
die aus dem Blut der toten Mause isoliert wurden, waren reine S-Formen. Da reine Kulturen
der S-Form vorlagen, kann eine Mutation von R- S ausgeschlossen werden, weil im Fall
einer Mutation auch R-Formen in der Kultur hatten vorhanden sein missen.

Die toten S-Bakterien missen daher auf irgend eine Weise den lebenden R-Bakterien die
Fahigkeit Gbertragen haben, eine Hille zu synthetisieren, mit der sie der Immunabwehr der
Mause entgehen und sie tdten konnten. Zudem muss diese neu gewonnene F&higkeit von
den toten S-Bakterien geerbt worden sein. Irgend eine chemische Verbindung muss die In-
formation der S-Bakterien gespeichert und an die R-Bakterien weitergegeben haben.

Der Versuch von AVERY — ein Meilenstein in der Genetik

Der Beweis, dass es sich bei dieser chemischen Verbindung um DNS handelt, gelang erst
1944 durch AverYy und Mitarbeiter. Sie fuhrten folgendes einfaches Experiment durch:

e 0 ©°
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Aus HARTEL 1987

Die genetische Information aus der extrahierten DNS von S-Zellen wurde nur dann an eine
wachsende Kultur von R-Zellen weitervererbt, wenn nur die Proteine mittels eines Enzyms
degradiert (zerstort) worden sind. Wurde hingegen die DNS degradiert, so unterblieb die
Weitergabe der Information an die R-Zellen. Durch dieses einfache Experiment war der
Nachweis erbracht, dass es die DNS der Zelle sein muss, welche die genetische Information
enthalt und auf die R-Zellen transformiert. DNS muss also die Tragersubstanz der geneti-
schen Information sein

Struktur und VVorkommen von DNS und RNS

Die genetische Information wird also in Nukleinsduren und nicht in Proteinen gespeichert.
Bei Bakterien und allen héheren Organismen ist die Tragersubstanz der genetischen Infor-
mation die DNS wéhrend bei Viren und einigen Bakteriophagen die RNS (Ribonuklein-
saure) diese Aufgabe Ubernimmt. Nukleinsduren sind lange Kettenmolekile, die aus
Zuckermolekiilen und Basen bestehen. Einen Uberblick iber Struktur und Vorkommen gibt
folgende Tabelle:
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3 Teil B: Molekulare Grundlagen der Genetik

Struktur | Vorkommen

Desoxyribonukleinsdure DNS

Zucker Basen Aufbau Als Genmaterial Intrazellular

2-Desoxy  Adenin Doppelhelix aus Bakteriophagen Zellkern

ribose Guanin zwei Strangen Bakterien Plastiden
Thymin hoéhere Pflanzen Mitochondrien
Cytosin Tiere

Ribonukleinsaure RNS

Ribose Adenin Einzelstrang Bakteriophagen Zellkern
Guanin Viren Ribosomen
Uracil Plasma
Cytosin

Nach HATTEMER et al. 1993

Erbtrdger der Prokaryonten  (Organismen ohne Zellkern z.B. Viren, Eubakterien)

> Uberwiegend einzellige Organismen
» Keine vollstandige Abgrenzung der Kompartimente durch Membranen
> Keine Chromosomen, reine Nukleinsduremolekiile ohne Histone und Nucleosomen

Erbtrdger der Eukaryonten (Organismen mit Zellkernen, z.B. Bakterien und héhere Orga-
nismen)

» Kompartimente, die vollstandig mit Membranen umschlossen sind
> Kern-Plasma Raum ¥
> Plastiden ¥
> Mitochondrien ¥

» Endoplasmatisches Retikulum
» Ribosomen

1) enthalten Information tragende DNS Molekiile

Einige allgemeine Begriffe: Idiotyp, Plasmotyp und Genotyp

Idiotyp: Gesamtheit der in einem Individuum gespeicherten genetischen Information
Plasmotyp: Genetische Information in den Zellorganellen (Plastiden, Mitochondrien)
Genotyp: Genetische Information im Zellkern

Als Genotyp wird der Kiirze halber aber auch das Tragerindividuum des Genotyps be-
zeichnet. Als Genotyp werden ferner auch Teile dieser genetischen Information in
Form des Allelbestandes an bestimmten Genorten bezeichnet

Einfiihrung in die Forstgenetik
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Besonderheiten von Genen im Plasmotyp

Die Vererbung von Merkmalen, die von Genen in Zellorganellen kontrolliert werden, nennt
man extrachromosomale, extranukleare oder plasmatische Vererbung. Sie weicht in

verschiedener Hinsicht von der nuklearen Vererbung (durch Erbréager im Zellkern) ab:

» Vererbung folgt nicht den Mendelschen Regeln

> Phéanotypen von reziproken (¢ X &, & X @) Kreuzungen unterscheiden sich im Typ oder

in der Haufigkeitsverteilung

» Haufig tritt uniparentale Vererbung auf d.h. die Nachkommen haben stets den Phano-
typ eines Elters. Bei Angiospermen ist die miutterliche (maternale) Vererbung weit ver-
breitet, wahrend die véterliche (paternale) und die biparentale Vererbung nur selten ist.
Beispiele fur paternale Vererbung sind etwa Abies alba, Sequoia sempervirens oder

Calcocedrus decurrens, bei denen die Chloroplasten vaterlich vererbt werden

» Gene im Plasmotyp sind stark konserviert d.h. sie weisen sehr kleine Mutationsraten

auf, weil sie hochspezifische Funktionen in der Zelle wahrnehmen

Die uniparentale Vererbung der Gene im Plasmotyp kann fir genetische Untersuchungen
genutzt werden. Insbesondere fur die Rekonstruktion der Ruckwanderung von Baumarten
und fir die Herkunftsidentifikation kénnen genetische Untersuchungen an Zellorganellen

sehr wirksam eingesetzt werden, wie das folgende Beispiel zeigt:

Beispiel: Riickwanderungsgeschichte und Herkunftsidentifikation bei Eiche

Die Chloroplasten der Eiche werden maternal vererbt. Entsprechend lasst sich die Ausbreitung
bzw. die Wiederbesiedlung nach der letzten Eiszeit rekonstruieren, da die Samen immer diesel-
ben Chloroplasten-Gene aufweisen wie die Miitter, von denen sie stammen. Indem man die Ver-
teilung der Chloroplasten-Gene in den heutigen Populationen untersucht, lassen sich folglich
Linien gleicher Abstammung bzw. deren historische, rdumliche Ausbreitung verfolgen. Dies
setzt allerdings voraus, dass sich verschiedene Linien an einzelnen Genorten durch eine Muta-
tion unterscheiden. Mit der PCR-RFLP Methode (s. spéter) ist es mdglich, Mutationen auf be-
stimmten Abschnitten der Chloroplasten DNS zu erkennen. Es lassen sich dadurch unterschied-
liche sogenannte Haplotypen (da haploid, nur von der Mutter) unterscheiden, die sich durch Vor-
handensein oder Fehlen solcher Mutationen unterscheiden.

In einer franzésischen Untersuchung an Eichen aus ganz Europa konnten 25 verschiedene
Haplotypen beobachtet werden, die aufgrund ihrer Mutationen auf 3 verschiedene Abstam-
mungslinien zuriickgehen miissen. Aufgrund der vorhandenen geographischen Verteilungs-
muster liegt die Annahme nahe, dass diese drei Linien aus drei verschiedenen Refugialgebieten
stammen, wo die Mutationen urspriinglich entstanden sind.

Sind einmal die rdumlichen Verbreitungsmuster bekannt, so lassen sich auch Populationen er-
kennen, deren Haplotyp nicht in das Verteilungsmuster (= gleiche Linie = gleicher Riickwande-
rungsstrom) passen. Bei solchen Populationen liegt die Annahme nahe, dass sie nicht au-
tochthon sind, sondern durch menschliche Aktivitédt, also durch Verwendung einer Herkunft aus
einem anderen Gebiet (andere Abstammungslinie) dorthin verbracht worden sind.
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Aus Ducousso et al. 1997

Verteilung zweier Chloroplasten-DNS Haplotypen bei Eiche in Europa. Die Punkte gehdren zur Linie
1, die auf ein Refugialgebiet auf der Iberischen Halbinsel zurtickgeht. Die Kreuze markieren Individuen
aus den Linien 2 und 3, die aus Refugialgebieten in Italien und dem Balkan stammen. Bekannt sind
heute 25 Haplotypen aus noch weiteren Linien.

Beispiel fiir die Herkunftsidentifikation

Die Analyse der Eiche in der Schweiz an einem bestimmten Abschnitt der Chloroplasten-DNS (mit
und ohne Mutation) zeigt folgendes Verteilungsmuster der beiden Haplotypen (schwarz/weiss):

Thal SG

Aus MATYAS (unverdffentlicht)

Einfiihrung in die Forstgenetik
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Die Untersuchung der Chloroplasten-DNS der Eiche in der Schweiz ergibt folgende Befunde:

> In der Schweiz kommen beide Haplotypen vor (schwarz und weiss)

» Die beiden Haplotypen sind nicht zuféllig verteilt, sondern sie kommen in klar voneinander ge-
trennten Gebieten vor (an Kontaktzonen auch gemischt). Dieses Muster kann mit grosser Wahr-
scheinlichkeit auf die nacheiszeitliche Wiedereinwanderung der Eiche in die Schweiz zuriickge-
flihrt werden

» Aufgrund der Verteilung der Haplotypen kénnen Riickschliisse auf die vom Menschen verursach-
ten Verdnderungen gezogen werden. Die Fldche in Thal (SG) beispielsweise weist beide Haploty-
pen auf, obwohl in dieser Region urspriinglich nur der weisse Typ vorgekommen ist. Es ist des-
halb anzunehmen, dass es sich hierbei um eine Pflanzung mit nicht autochthonem Material aus
dem Gebiet des schwarzen Haplotypen handelt.

Aufbau der DNS

Nukleinsduren sind lange Kettenmolekule, die aus Nukleotiden zusammengesetzt sind.
Nukleotide bestehen aus drei Komponenten: einer Pentose (Zucker), einer Stickstoffbase
und einem Phosphatrest:

H OH
s s I
—?~o*ﬁ—0H
H H O
H in DNA
Sugar Phosphate
I |
Nucleoside
I |
Nucleotide

Aus HARTEL 1987

Die Pentose (Desoxyribose) befindet sich im Zentrum. Auf der einen Seite ist sie mit dem
Phosphatrest, auf der anderen Seite mit der Stickstoffbase verkniipft. Die Verbindung der
Nukleotiden erfolgt durch Bindung des Phosphatrestes eines Nukleotides mit der Pentose
des néachsten Nukleotides. Nukleotide sind folglich die Polymerisationseinheiten der DNS.

P. Rotach Version 2001




7 Teil B: Molekulare Grundlagen der Genetik

Die Polynukleotidstrange weisen eine Polaritat auf: Auf der einen Seite ein 3 Ende welches
mit —OH aufhért und auf der anderen Seite ein 5° Ende, welches mit einer Phosphoryl
Gruppe endet (siehe Abb. Seite 8). In der DNS kommen nur vier verschiedene Nukleotid-
typen vor, die sich allein durch ihre Stickstoffbasen unterscheiden. Adenin und Guanin sind
Derivate des Purins (Purinbasen ), wahrend Cytosin und Thymin Derivate des Pyrimidins
darstellen (Pyrimidinbasen). Im Gegensatz zur RNS besteht ein DNS-Molekil nicht aus
einem sondern aus zwei Polynukleotid-Strangen. Im DNS Molekll verbinden sich zwei
Strange in gegenlaufiger Polaritdét  zu einem schraubenférmigen Doppelstrang (Doppelhe-
lix), dessen Struktur erstmals von WATSON und CRICK 1953 beschrieben worden ist. In die-
sem Doppelstrang liegen die Basen der Einzelstrange nach innen und werden durch Was-
serstoffbriicken zusammengehalten. Aufgrund spezifischer physio-chemischer Eigenschaf-
ten kénnen sich jedoch stets nur Adenin mit Thymin (bzw. Uracil in RNS) und Guanin und
Cytosin «paaren», weshalb die nachfolgend genannten Gesetzmassigkeiten zustande kom-
men. Diese selektive Paarung ist eine wesentliche Voraussetzung fur die korrekte Trans-
skription bei der Realisierung der Information als auch fur die Replikation der DNS im Rah-
men der Zellteilung:

Die vier Nukleotide der DNS:

2-Desoxy-Adenosin-Monophosphat 2-Desoxy-Guanosin-Monophosphat
dAMP dGMP 0
NH,
N
L,ao "%‘“N i CTr
< ) HO—P—0-CH, o N HyI\NH
2
i N”JI\N/ HO H H
sl Fl'lu*O . Adenin H H
| & OH H
OH
Phosphorsaure
HO @ Adenosin
2-Desoxy-Ribose
2-Desoxy-Thymidin-Monophosphat 2-Desoxy-Cytidin-Monophosphat
dTMP . dCMP NH;
HaC
| MH | N
|| A 7 A
HO—P—0-CH; g N0 HO—P—0-CH; g N7 0
HO H H HO H H
H H H H
OH H OH H

Aus BECK 2000
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Die organischen Basen der DNS:

organische Basen der DNA

& = Adenin _ R !
_ Puring F‘urinJ\ | \>
3 = Fuanin RN 1]1

T = Thymin
Pyrimidine
= C'ytoain

Pyrimidin °

Guanin |

Aus BECK 2000

Die Konzentration der Purinbasen in der DNS entspricht der Konzentration der Pyrimidinba-
sen d.h.

1. Totale Purine [= Adenin und Guanin] = Totale Pyrimidine] [= Cytosin und Thymin]

2. Adenin = Thymin und Guanin = Cytosin

Selektive Paarung und Wasserstoffbriicken

H \
Heo N—H---0 CH
~c=N / \ V2
| C—C —C
NP N\ / \\C
Deoxyribose C\ /N H— N\ —H
N=C C—N
N\ V4 AN
(@) Deoxyribose
Adenine Thymine
r
' H
/
C N Vi /
I cC—C —C
N V4 AN 7 N\
Deoxyribose C\ /N —H- N\ /C —H
N=C C—N
N Vi AN
/N —H--0 Deoxyribose
H
Guanine Cytosine

Aus HARTEL 1987
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Zwei Strdnge in geqgenldufiger Richtung
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Aus HARTEL 1987

Doppelhelix — Basen nach Innen

DMA-Doppelhelix

{ Minor

groove

Aus BECK 2000
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344 } N

Aus HARTEL 1987
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Polypeptide

Polypeptide bestehen aus kettenférmig verknipften Aminosauren . Sie kdnnen als einzelne
Ketten oder in Form von Aggregaten (aus zwei oder mehreren Polypeptid-Einheiten aufge-
baut) auftreten und kommen im Organismus in der Funktion als Enzyme, Struktur-, Spei-
cher- oder Transport-Proteine vor. Fur den Aufbau von Polypeptiden stehen 20 verschie-
dene Aminosauren zur Verfigung. Finf dieser Aminosauren (Aspargin- und Glutaminséaure,
Histidin, Lysin, Arginin) besitzen einen organischen Rest , der ihnen eine elektrische Ladung
verleiht. Polypeptide, die eine dieser finf Aminosauren enthalten, weisen daher eine Netto-
ladung auf, weshalb sie in einem elektrischen Feld (je nach Ladung) unterschiedlich wan-
dern. Dieser Umstand kann bei der Analyse von Polypeptiden verwendet werden, um sie in
einem elektrischen Feld aufzutrennen. Diese Technik wird als Elektrophorese bezeichnet.
Sie wird beispielsweise eingesetzt, um verschiedene Varianten von Enzymen, die sich in
ihrer Aminosauren-Zusammensetzung unterscheiden, sichtbar zu machen. Da es sich bei
Polypeptiden um Transskriptionsprodukte der DNS handelt, lasst sich bei Vorliegen verschie-
dener Varianten unmittelbar folgern, dass auf dem kodierenden Abschnitt der DNS eine Mu-
tation vorliegen muss (bzw. dass an diesem Abschnitt (=Genort) verschiedene Allele vorlie-
gen -> Definitionen siehe spater). Die Aminosauresequenz eines Polypeptides wird Primar-
struktur bezeichnet.

Beispiel: Sichtbarmachung von genetischer Variation mittels Elektrophorese

%) Zymogramm
Q
2 - D

Gel

>Elektrodenpuffer <

Elektrophoresekammer

Schematische Darstellung einer Elektrophorese-Apparatur (unten) und ein zugehdériges Zymogramm
mit Enzymbé&ndern von 3 genetisch verschiedenen Proben

Aus HATTEMER et al. 1993
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Die 20 Aminoséuren:

I? H o !-I{ H H
o] o] |
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!
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" ; ; Ho™ o |
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H,N—C—N—H H,N—CH,
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| Y i I
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l OH / \ OH I OH | OH \ OH
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C=C\ 2 N\
NH Il C—H
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C—C
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! I | i I
| o] | (o)
Z = = =z =
H,N—C—C H,N—C—C H,N—C—C H,N—C—C H,N—C—C
| oM | ToH 0 Tow ’ “OH 7 TTow
(1.‘,H2 (‘DH2 (i3H2 H—(’J—CHJ CH;,
(ﬁ— NH, (‘JH2 OH OH
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I
0 Figure 12-2 Chemical structures of the amino acids. Note that proline does not
have the basic structure shown in Figure 12-1; it lacks a free amino group and is
Asparagine Glutamine an imino acid.

Aus HARTEL 1987

Die Ubertragung der genetischen Information:

Die DNS muss zwei wichtige Funktionen erfullen kénnen:

1.

Unveranderte Weitergabe der Information bei Zellteilung und Produktion von Gameten
(= Geschlechtszellen)

O die autokatalytische Funktion

Realisierung der gespeicherten Information in der Zelle oder im Organismus

O die heterokatalytische Funktion

Einfiihrung in die Forstgenetik
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Die autokatalytische Funktion

Die autokatalytische Funktion der DNS kommt bei zwei Prozessen zur Anwendung:

» Somatische Zellteilung: Mitose
» Geschlechtliche Zellteilung:  Meiose

Die somatische Zellteilung bei hbheren Organismen (Mitose)

Bei hdheren Organismen ist die genetische Information auf mehrere Chromosomen (s.
spéater) verteilt, weshalb die Information in einem komplizierten Verteilungsprozess an die
Tochterzellen weitergegeben wird. Demgegentiber replizieren Viren und Bakterien einfach
ihre RNS oder DNS, die nicht in chromosomalen Strukturen organisiert ist. Der Verteilungs-
prozess der Chromosomen (Kernteilung oder Mitose) bei htheren Organismen folgt einem
charakteristischen Ablauf in mehreren Phasen:

Interphase Prophase
Chro_m_osomes —_— Chromosomes become apparent as fine
not visible. strands. Nuclear membrane and one

or more nucleoli are intact.

Nucleolus

Nuclear
membrane

to consist of two chromatids. Nuclear

Separation of sister chromosomes i . -
P omosomes is complete membrane and nucleoli disappear.

New nuclei are formed and the chromosomes
reverse the condensation process of prophase.
Spindle breaks down and nucleoli reorganize.

\/ Telophase Chromosomes condense and can be seen
é g Spindle Metaphase
/ Chromosomes are highly condensed and aligned
on the central plane of the spindle, which
forms at the conclusion of prophase.

Anaphase

/

Centromeres divide and the halves
of each chromosome move to opposite
poles of the spindle.

Aus HARTEL 1987

Die einzelnen Phasen in der Ubersicht:

Prophase

Kondensation der urspringlich lang gestreckten Chromosomen -> Transportform; Aufspal-
tung in zwei Chromatiden, die durch ein Zentromer miteinander verbunden sind

Metaphase

Ausbildung des Spindelapparates und Anheften der Spindelfasern an der Zentromerregion

P. Rotach Version 2001
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Anaphase

Teilung am Zentromer -> Auftrennung der beiden Chromatiden, Wanderung in entgegenge-
setzter Richtung zu den Polen

Telophase

Streckung der Chromosomen an den beiden Polen, Bildung neuer Kernmembranen, Kern-
teilung

Die geschlechtliche Zellteilung (Meiose)

Hohere Organismen haben eine unterschiedliche Anzahl von Chromosomen im Zellkern
(Verschiedene Idiogramme d.h. Abbildung aller verschiedener Chromosomen). Ge-
schlechtschromosomen werden Gonosomen, nicht Geschlechts-Chromosomen Autoso-
men genannt. Heterosomen schliesslich sind Gonosomen mit unterschiedlicher Morpholo-
gie wie etwa das X und Y Chromosom beim Menschen. Die meisten héheren Organismen
haben in den somatischen Zellen einen doppelten Chromosomensatz (diploid bzw. 2n);
jedes Autosom kommt zweifach vor, dazu kommen beide Gonosomen (bzw. Heterosomen).
Waren nun die Gameten ebenfalls diploid, so kdme es bei jeder Befruchtung (d.h. bei der
Verschmelzung zweier Gameten) zu einer Verdoppelung des Chromosomensatzes. Aus-
nahmsweise kommen solche Stérungen vor, so dass polyploide Individuen (2n, 3n,
4n....siehe spéter) entstehen kénnen (bspw. triploide Aspen). Im Normalfall erfolgt jedoch vor
der Befruchtung eine Halbierung der Chromosomenzahl (diploid (2n) -> haploid (1)) in den
Gameten, was wahrend der Meiose geschieht. Aus der Verschmelzung zweier haploider
Gameten entsteht dann wieder eine diploide Zygote.

Die Meiose lauft in zwei Teilschritten ab: 1. und 2. Reifungsteilung genannt. Wahrend in
der 1. Reifungsteilung der Chromosomensatz reduziert wird, teilen sich in der 2. Reifungs-
teilung die Reduktionsprodukte mitotisch. Beide Meioseschritte werden in die selben Phasen
wie bei der Mitose unterteilt:

1. Reifungsteilung: (Darstellung siehe néchste Seite)

Die einzelnen Phasen in der Ubersicht:

Prophase

Kondensation der urspriinglich lang gestreckten Chromosomen, paarweise Anordnung der
jeweils zwei Homologen (mdtterliches und vaterliche Exemplar aller Chromosomen), auch
Chromosomenpaarung (Synapsis) genannt; Langsspaltung in jeweils zwei Chromatiden -> 4
Strange (Chromosomentetrade, Tetradenstadium)

Metaphase

Auflosung der Kernmembrane, Ausbildung der Spindel und Anheften der Spindelfasern an
der Zentromerregion, zufallige Anordnung der Chromatidenpaare in der Aequatorialebene

Anaphase

Teilung auch am Zentromer -> Trennung der beiden Chromatidenpaare, Wanderung in ent-
gegengesetzter Richtung zu den Polen

Telophase
Streckung der Chromosomen an den beiden Polen, Bildung neuer Kernmembranen

Einfiihrung in die Forstgenetik
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Darstellung der 1. Reifungsteilung

FIRST MEIOTIC DIVISION
Prophase |
. / Chromosomes become apparent as elongated fine strands.

m Homologous chromosomes pair and the individual chromosomes
/ become more condensed.

Pairing of homologous chromosomes is completed and each

% chromosome is seen to have two chromatids. Crossing over
occurs between pairs of chromatids.

&

Metaphase |

Nuclear membrane disappears and spindle apparatus forms.
Homologous pairs of highly condensed chromosomes become
oriented at the equator of the spindle.

2%

9, Anaphase !

Members of each homologous chromosome pair move toward opposite poles
of the spindle.

Telophase |

—_— Chromosome movement is complete and spindle breaks down.
—_ Nuclear membranes may form, and chromosomes partially
reverse the prophase condensation.

Aus HARTEL 1987

2. Reifungsteilung

Die 2. Reifungsteilung lauft wie eine Mitose ab. In beiden haploiden Kernen werden die bei-
den Schwesterchromatiden aller Chromosomen voneinander getrennt und auf zwei Zellkerne
verteilt, so dass am Ende der Meiose 4 haploide (1n) Zellkerne vorliegen (Darstellung siehe
nachste Seite).

Nach der Bildung der Zellmembrane entstehen so vier reduzierte Gameten bzw. 1 Eizelle, in-
dem drei Zellkerne degenerieren. Dies ist am Beispiel von Zea mays auf der ndchsten Seite

illustriert;
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Darstellung der 2. Reifungsteilung

SECOND MEIOTIC DIVISION

Prophase Il

Chromosomes, represented by one member of each
homologous pair, undergo condensation. Nuclear
membrane disappears and spindle apparatus forms.

% Metaphase !l
Chromosomes become aligned in the central plane

of each spindie.
y / Centromeres divide and the two chromatids of each

A\

X % pair move toward opposite poles of the spindle

/\ Telophase i
Chromosome movement is completed, the spindie
breaks down, and the four haploid nuclei
gradually revert to interphase morphology.

.

Megasporocyte

OGS
P { 1
5
/\/" Meiosis

1

1

Megaspores BN i
(n) Mature sporophyte (2n) |
I

x Microspore
(D
Embryo
‘ Surviving (2n)
megaspore

Endosperm /
Polar nuclei(n) ~

(3n)
Egg nucleus (n)

Germinated
pollen grain

Sperm nuclei
()

Mature embryo sac

Aus HARTEL 1987
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Ein wichtiger Aspekt der Meiose: Die Rekombination genetischer Information

Wahrend der Meiose wird nicht nur der Chromosomenbestand reduziert, sondern die geneti-
sche Information wird zugleich neu kombiniert. Eine solche Rekombination ist in zweifacher
Hinsicht mdglich:

1.

zuféallige Anordnung der homologen Chromatidenpaare in der Aequatorialebene in
der Metaphase und damit zuféllige Verteilung der beiden Elter Chromosomen (Chroma-
tiden) auf die entstehenden Gameten. Wird auch interchromosomale Rekombination
oder meiotische Segregation genannt.

Beispiel

Ein Individuum habe an einem Genort (Abschnitt der DNS) zwei unterschiedliche DNS-Sequen-
zen, die verschiedene Polypeptide kodieren (man nennt dies zwei verschiedene Allele). Be-
zeichnen wir das Allel an diesem Genort auf dem einen Chromosom als A1 und jenes auf dem an-
deren Chromosom als A2. In den Nachkommen dieses Individuums finden sich aufgrund der
meiotischen Segregation in der Hélfte der Gameten das Allel A1 und in der anderen Hélfte das
Allel A2, sofern die Stichprobe gentigend gross ist.

Fur die Rekombination von Genen, die auf dem gleichen Chromosom liegen, ist ein
zweiter Rekombinationsmechanismus verantwortlich, welcher intrachromosomale Re-
kombination genannt wird:

Crossing over d.h. ein Austausch homologer Chromosomensegmente (Gene) zwischen
Nichtschwester-Chromatiden im Tetradenstadium. Die H&aufigkeit hangt von der Lénge
der Chromosomen ab, in der Regel erfolgt dies 2 bis 3 mal pro Chromosom.

Gametes

we
No crossing over
wrw
- .
- - / _—
we
_
H —
— \ .
w

w
. w
Crossing over before
chromosome replication ww+
- - / w
‘ w
—_—
H —
w+ \ ww+
w

w
we
Crossing over after
chromosome replication W
we w / w+
—_— wr
H — id
w w \ ww
w

Aus HARTEL 1987
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Die autokatalytische Funktion der DNS: Ablauf der Replikation

Bei der Zellteilung oder der Produktion von Gameten muss die genetische Information ver-
doppelt bzw. vervielfacht werden. Es muss daher einen Mechanismus geben, der die DNS
identisch kopiert. Bei der Verdoppelung der DNS wird eine Doppelhelix vollstandig kopiert
durch die sogenannte semikonservative Replikation. Fir die Replikation entwinden sich
zunéachst die beiden Einzelstrange der Helix, worauf sich dann an jedem der alten Einzel-
strénge ein neuer, komplementarer Strang anlagert:

Replica
NN
o &
\ "
7 @
V. QViINg
T

Aus HARTEL 1987

An der Replikation sind verschiedene Enzyme beteiligt, insbhesondere DNS-Polymerasen
und Ligasen. Da bei hoheren Organismen die DNS Molekile in den Chromosomen sehr
lang sind, wird die DNS nicht in einem kontinuierlich durchlaufenden Prozess repliziert. Die
DNS eines Chromosoms ist vielmehr in Replikationseinheiten unterteilt (Replikons), die
mehr oder wenig gleichzeitig mit der Replikation beginnen.

Einfiihrung in die Forstgenetik
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Die heterokatalytische Funktion der DNS: Realisierung der gespeicherten Infor-
mation

Die in der DNS gespeicherte Information wird Uber die Synthese von Enzymen und anderen
Proteinen (Enzyme, Struktur-, Speicher- und Transport-Proteine) im Organismus wirksam.
Die heterokatalytische Funktion der DNS erfolgt in zwei Teilschritten:

» Transskription  ->Weitergabe der genetischen Information an ein RNS-Molekill
» Translation -> Synthese des Polypeptides

Transskription

Bei der Transskription wird die auf einem DNS-Abschnitt (Gen; Begriff siehe spater) gespei-
cherte genetische Information an ein RNS-Molekill weitergegeben. Bei dieser Ubertragung
wird stets nur die Information eines DNS-Stranges abgelesen. Die Ablesung erfolgt mittels
eines Enzyms (RNS Polymerase), welches nach der Anheftung an einer bestimmten Stelle
(eine spezielle Nukleotidsequenz am Beginn eines Genes) die Trennung des Doppelstran-
ges, die Anlagerung komplementarer Nukleotide sowie die Verknipfung dieser Nukelotide zu
einem RNS-Strang katalysiert. Der so gebildete RNS-Strang wird Messenger-RNS (mRNS)
genannt, weil sie die Aufgabe wahrnimmt, die von der DNS abgelesene genetische Informa-
tion in das Plasma zu transportieren und dort als Matritze fur die Polypeptid-Synthese zu
dienen.

Bei Bakterien und anderen Prokaryonten beginnt unmittelbar nach der Transskription die
Translation. Bei den héheren Organismen sind vorher noch einige komplizierte Schritte not-
wendig, weil ihre Gene eine hthere strukturelle Spezifizierung aufweisen. Zum einen verfu-
gen sie am Anfang und am Ende Uber nichtkodierende Sequenzen (Regulatorische Re-
gion, Erkennungsregion, Bindungsregion, Endpunkt), zum anderen weisen viele Gene neben
kodierenden Abschnitten (Exons) auch nicht kodierende Abschnitte (Introns) auf. Diese
nichtkodierenden Sequenzen miuissen in mehreren komplizierten Prozessen herausge-
schnitten und die kodierenden zu einer funktionsfahigen mRNS zusammengefigt werden.

Zellkern

Transkription

Zytoplasma

Ribosomen

tRNS
{mit Aminosauren bcladen)

RS ey e o

9 .
7 Translation
wachsende Polypeptidkette --------7

Aus HATTEMER et al. 1993
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Translation

Im Plasma verbindet sich die mMRNS mit einigen der vielen Ribosomen (Organelle, die aus
verschiedenen Proteinen und ribosomaler RNS (rRNS) bestehen) und bilden einen sogenan-
ten Polysomenverband (siehe Abb. S. 17). In diesen Ribosomen erfolgt die Translation d.h.
die Polypeptid-Synthese, wobei die mMRNS als Matritze fir die Aminosaurensequenz des
entstehenden Polypeptides dient und auf diese Weise die in ihr enthaltene genetische Infor-
mation des entsprechenden DNS-Abschnittes in ein Polypeptid Ubersetzt. Beginnend am 5'
Ende der mRNS wird an jedem Ribosom je ein Molekil des entsprechenden Polypeptides
synthetisiert. Die benétigten Aminosauren werden von spezifischen Molekilen, der soge-
nannten Transfer-RNS (tRNS) ausgewahlt und zu den Ribosomen transportiert. Diese
Funktion bewerkstelligt die tRNS dadurch, dass sie zwei wichtige Erkennungsregionen auf-
weist, namlich eine Matritzen-Erkennungsregion und eine Aminosauren-Erkennungsregion.

Startpunkt Funktionsgen (Cistron) Eadpunkt

Exon Intron Exon Intron Exon Intron  Exon

DNS

1 Transkription

Primartranskript

NN AL s s P~ AN NN ANANANANNNN
(RNS) 7 NS

Herausschneiden von

\ -
\ "
nicht-kodierenden Flanken N\(WV\" y ' ) AN
und Introns ) O { S
) .

Funktionsfihige mRNS

Aus HATTEMER et al. 1993

Die Kodierung der genetischen Information

Nach den biochemischen Aspekten der durch die DNS gesteuerten Polypeptidsynthese soll
nun betrachtet werden, wie das System die Information speichert. Die zentrale Frage hierbei
ist, wie mit einem System von lediglich vier verschiedenen Elementen (Nukleotiden
bzw. Basen) Information auf ein System mit 20 verschiedenen Aminosauren ubertra-

gen werden kann . Es ist offensichtlich, dass dabei die vier Nukleotide kombiniert eingesetzt
werden mussen. Hierbei stellt sich allerdings folgendes Problem:

> Kombinationseinheiten aus 2 Nukleotiden lassen lediglich 4% d.h. 16 Kombinationsmég-
lichkeiten zu, was zu wenig ist, um 20 Aminosauren zu Kodieren

Einfiihrung in die Forstgenetik
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> Kombinationseinheiten aus 3 Nukleotiden lassen hingegen 4° d.h. 64 Kombinationsmég-
lichkeiten zu, was zu viele Kombinationsmaoglichkeiten ergibt

Aufgrund von in vitro Versuchen steht heute fest, dass die Informationseinheiten der Ami-
nosauren tatsachlich aus jeweils drei Nukleotiden (Triplets) bestehen.

Beispiel fiir die in vitro Bestimmung der Informationseinheiten

Gibt man eine nur aus Uracil (U) bestehende RNS zu einem Zellhomogenat, so entsteht nach kurzer
Zeit ein Polypeptid, welches nur aus Phenylanalin besteht. Daraus ldsst sich der Schluss ziehen, dass
die Nukleotid-Sequenz UUU das fiir Phenylalanin determinierende Triplet ist. Aufgrund gleicher Expe-
rimente ist es gelungen, die Bedeutung aller 64 méglicher Triplets zu bestimmen.

Die Folgerung aus dem oben dargestellten Problem ist, dass der Kode nicht ausschliesslich
ist d.h. dass die meisten Aminosauren von mehr als einem Triplet determiniert werden. Man
nennt dies auch Degeneration des genetischen Kodes. Zumeist variiert allerdings nur das
dritte Nukleotid des Triplets. Einige Triplets fungieren zudem als Start- und Stopsequenzen.

Dieser genetische Kode ist nahezu universell d.h. vom Virus bis zum Menschen werden die
Aminosauren von denselben Triplets kodiert.

Table 12-2 The “universal” genetic code
First Third
position position
(5' end) Second position (3’ end)
U C A G
Phe Ser Tyr Cys U
U Phe Ser Tyr Cys C
Leu Ser Stop Stop A
Leu Ser Stop Trp G
Leu Pro His Arg U
C Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
lle Thr Asn Ser U
A lle Thr Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
Ala Glu Gly G
Note: The boxed codons are used for initiation.

Aus HARTEL 1987
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Organisationsformen des genetischen Materials

Die in der DNS gespeicherte Information wird, wie vorher gezeigt, Giber die folgende Abfolge
realisiert:

DNS [J mRNS [J Polypeptid [0 Enzym (Protein) [0 Stoffwechsel (Struktur)
Als Informationseinheiten der DNS fungieren Triplets, die jeweils eine Aminoséure kodieren.

Diese Triplets missen nun aber, um funktionsgerechte Polypeptide produzieren zu kénnen,
in héheren Einheiten organisiert sein. Dies sind die sogenannten Gene

Was ist ein Gen?

Das Funktionsgen

Als Ubergeordnete Einheit gilt zunachst nur der DNS-Abschnitt, der die mRNS eines funkti-
onsfahigen Polypeptides transskribiert. Dieser DNS-Abschnitt stellt somit die Funktionsein-
heit fur ein Polypeptid dar. Man nennt ihn auch Funktionsgen oder Cistron. In héheren Or-
ganismen ist ein kolinearer Zusammenhang zwischen der Tripletabfolge der DNS und der
Aminosaureabfolge im Polypeptid allerdings nicht mehr gegeben, da neben proteinkodieren-
den Sequenzen auch nicht kodierende Sequenzen und weitere Regionen vorkommen, die
den Ableseprozess steuern.

Am Anfang eines Funktionsgens befinden sich eine oder mehrere Stellen, welche die Aktivi-
tat des Genes steuern, die sogenannte Regulatorregion. Anschliessend befindet sich eine
Erkennungsregion, an welcher die RNS Polymerase das zu transskribierende Gen erkennt
sowie eine Bindungsregion, an welcher sich die RNS Polymerase mit der DNS kovalent
verbindet. Die letzten beiden Regionen werden auch als Promotor bezeichnet. Nach dem
Promotor folgt schliesslich die eigentliche kodierende Sequenzabfolge, von der allerdings le-
diglich die Exons (und nicht die Introns) in ein Polypeptid Ubersetzt werden.

Promotor Exon 1 Exon 2 Exon 3
: N . Intron 1 Intron 2 B
Regu la.torlsche ? Bindungsregion
Regionen (TATA-Box)
Erkennungsregion

Aus HATTEMER et al. 1993

Beispiel

Das Funktionsgen des (- Globins, welches aus 1'400 Nukleotiden besteht, kbnnte theoretisch 466
Aminoséduren kodieren, tatsédchlich kodiert es aber lediglich ein Polypeptid, das aus 146 Aminoséuren

besteht.
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Geschétzte Anzahl von Nukleotiden und Cistrons in den Genomen verschiedener Or-
ganismen

Organismus Nukleinsauretyp Anzahl Nukleotiden Anzahl Cistrons
Tabakmosaik-Virus | RNS Einzelstrang 6'400 8-10
Bakteriophag T4 DNS Doppelhelix 2 X 10° Paare 80— 100

E. coli (Bakterium) DNS Doppelhelix 4 X 10° Paare ca. 3'000
Insekt DNS Doppelhelix 6 X 10° Paare ca. 10'000
Saugetier DNS Doppelhelix 2 X 10° Paare ca. 30000
Mensch DNS Doppelhelix 3 X 10° Paare 60'000 — 100‘000

Aus HATTEMER et al. 1993

Das Mendel-Gen

Darunter versteht man kodierende Bereiche von mehr oder weniger komplexen Merkmalen
(z.B. Blutenfarbe), die als Einheit von den Eltern auf die Nachkommen weitergegeben wer-
den.

Die zwei Gen-Beaqriffe in der Gegenliberstellung:

Funktionsgen Mendel-Gen
Definition Ein Abschnitt auf der DNS, welche ein bestimmtes | Die Einheit der Weitergabe ge-
Polypeptid oder Enzym kodiert netischer Information von Eltern
an ihre Nachkommen

Das Mendel-Gen entspricht einem Funktionsgen oder es umfasst mehrere Funk-
tionsgene. Viele Mendel-Gene (bspw. Isoenzyme) entsprechen einem Funktions-
gen, andere Mendel-Gene umfassen mehrere bis viele Funktionsgene (oligogen
bzw. polygen)

Nachweis Molekulargenetische Experimente zur Isolierung Kreuzungsexperimente zum
des Cistrons und Bestimmung des von ihm kodier- | Nachweis der Vererbung und
ten Polypeptides bzw. Enzyms des Vererbungsmodus; Analyse

von Stammb&umen

Nach HATTEMER et al. 1993

Die Chromosomen

Die genetische Information bei den Eukaryonten ist so gross, dass sie nicht mehr in einem
einzigen DNS-Molekil untergebracht werden kann, sondern auf verschiedene Erbtrager
verteilt ist. Der grosste Teil der genetischen Information (Ausnahme Gene im Plasmotyp) be-
findet sich in komplex aufgebauten Strukturen, den sogenannten Chromosomen, die sich im
Zellkern (Nukleus) befinden. Die Chromosomen im Zellkern sind makroskopische nicht sicht-
bar, ausser in bestimmten Phasen der Zellteilung. Die Anzahl Chromosomen unterscheidet
sich zwischen den Organismen. Bei Nadelbdumen findet man héufig 11 bis 12 Chromoso-
men, bei Laubbdumen sind gréssere Unterschiede in der Chromosomenzahl festzustellen,
wie die Tabellen auf der nachsten Seite zeigen. Neben diploiden Arten kommen auch poly-
ploide vor (zu ihrer Entstehung siehe spéter).

P. Rotach Version 2001



23 Teil B: Molekulare Grundlagen der Genetik

Chromosomenzahlen bei Nadel- und Laubbdumen

Einige Nadelbdume

Klasse, Unterklasse, Familie Gattung Anzahlen
Klasse Ginkgoatae Ginkgo 12

Klasse Pinatae
Unterkl. Pinidae

Fam. Araucariaceae 13
Fam. Pinaceae 12
aber: Pseudotsuga 12,13
Pseudolariz 22
Fam. Tazodiaceae 11
aber: Sequoia 33
Sciadopitys 10
Fam. Cupressaceae 11
aber: Fitzroya 22
Juniperus 11,22
Fam. Podocarpaceae
z. Beispiel Dacrydium 9,10,11,12,15
Podocarpus 10,11,12,13,17,18,19
Unterkl. Tazidae Tazus 12

Einige Laubbdume

Tab. 3-6: Chromosomen-Grundzahlen z von Gattungen holziger Angiospermen.

Gattungen, die polyploide Arten oder gar polyploide Reihen enthalten,
sind mit * gekennzeichnet (nach Seitz 1951a, Wright 1976 u.a.)

Familie Gattung z Familie Gattung z
Salicaceae  Populus 19 Platanaceae Platanus - 21
Saliz* 19,22 | Rosaceae Rosa* 7
Juglandaceae Juglans 16 Prunus* 8
Pterocarya 16 Crataegus™® 17
Carya* 16 Malus* 17
Betulaceae  Alnus* 14 Pyrus* 17
Betula* 14 Sorbus* 17
Corylus 14 Fabaceae Robinia 10
Carpinus* 8 Tiliaceae Tilia* 41
Ostrya 8 Hippocastanaceae Aesculus* 20
Fagaceae Fagus 12 Aceraceae Acer* 13
Quercus - 12 Celastraceae Evonymus 8
Castanea 12 Rhamnaceae Rhamnus 10,12,13
Nothofagus 13 Cornaceae Cornus 9,10,11
Ulmaceae Ulmus* 14 Oleaceae Frazinus* 23
Celtis* 10,11,14 | Caprifoliaceae Sambucus 16,18,19,21
Moraceae Morus* 14 Viburnum* 9,16

Aus HATTEMER et al. 1993
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Die Chromosomen bestehen aus RNS und aus einem kugelférmigen Proteinkomplex aus
acht Histonmolekilen, um welche die Doppelhelix der DNS gewickelt ist. Diese DNS-
Histoneinheit wird als Nukleosom bezeichnet. Die Struktur &hnelt einer ausgestreckten Per-
lenschnur, vor allem wéahrend der Transskription. Ublicherweise liegt diese Perlenschnur in
kondensierter Form vor, so dass die Nukelosomen dicht nebeneinander liegen.

ONS-Doppelhelix

Histonprotein-Komplex Nukleosomn

DNS - Schraube hoherer Ordnung

kondensierte FPerlenschnur
=Elementartibrille

Aus HATTEMER et al. 1993

Die Menge an DNS in den Chromosomen variiert stark zwischen den einzelnen Organismen,
selbst zwischen Arten derselben Gattung. Dies h&ngt damit zusammen, dass ein grosser Teil
der DNS in Form von sogenannter repetitiver DNS vorliegt (mehrfach wiederholte Nukleotid-
sequenzen), deren Anteile an der Gesamt-DNS von Organismus zu Organismus stark variie-
ren. Die Funktion dieser repetitiven DNS ist nach wie vor nicht bekannt. Vermutet wird, dass
sie lediglich als Trager bzw. Gerlst fur die kodierenden Abschnitte dient. Auch die Anzahl
und Lange der Exons und Introns innerhalb von Genen kénnen zwischen verschiedenen Or-
ganismen variieren.

Die DNS hdherer Organismen setzt sich aus folgenden drei Typen von Nukleotidsequenzen
zusammen:

» Unikale Sequenzen (single copy DNA) mit 1- 10 Kopien/Genom [0 meistens Struktur-
gene

> Mittelrepetitive Sequenzen mit 107 bis 10* Kopien/Genom O Histon- und Immunopro-
tein-Gene, RNS-Gene (tRNS, rRNS)

> Hochrepetitive Sequenzen mit 10° bis 10° Kopien/Genom O ???
P. Rotach Version 2001
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Verdnderung genetischer Information durch Mutation

In der Regel wird die Information in der Nukleotidsequenz des Funktionsgens unveréandert an
die Gameten bzw. an die nachste Generation weitergegeben. Ohne Abweichung von dieser
Regel gabe es keine genetische Variation. Genetische Variation ist aber eine Vorausset-
zung fir die Evolution d.h. fir die Weiterentwicklung und Anpassung an veranderte Um-
weltbedingungen. Durch Rekombination entstehen so namlich Individuen mit ganz verschie-
denen Genotypen, deren Phanotypen (Zusammenwirken von Genotyp und Umwelt) sich in
Bezug auf die verschiedensten Merkmale ebenfalls unterscheiden kénnen. Durch Selektion
(Uberleben der tauglichen Genotypen, Ausscheiden der untauglichen Genotypen) kann sich
eine Population aus verschiedenen Genotypen an bestimmte Umweltverhéltnisse oder an
Umweltveranderungen anpassen. Genetische Variation ist daher unerlasslich fur den Fort-
bestand und die Evolution einer Art.

Genetische Variation entsteht durch spontane Verdnderungen der genetischen Information
an einzelnen Funktionsgenen (oder Cistrons). Diese Veranderungen nennt man Mutationen,
die Trager solcherart veranderte Information bezeichnet man als Mutanten. Mutation ist folg-
lich die Ursache samtlicher genetischer Variation.

Mutationen kénnen in allen Geweben vorkommen (somatische Mutation), sie manifestieren
sich allerdings nur dann in Nachkommen, wenn sie bis in die Gameten (Keimzellen) gelan-
gen. Erfolgt eine Mutation nur in einer einzelnen somatischen Zelle, so féllt sie kaum auf und
verschwindet beim Tod des Individuums.

Spontane Mutationen sind selten. In der Regel tragt einer von 10° bis 10° Gameten pro Ge-
neration eine Mutation an einem Gen. Die Mutationsraten einzelner Gene sind jedoch unter-
schiedlich; sie sind relativ hoch fir Resistenzgene (rasche Anpassung notwendig) und sehr
gering fur Gene, die Uberlebenswichtige Funktionen kodieren (Beispiel Chloroplasten-Gene).
Da Baume aber 10'000 oder mehr Gene besitzen, ist das Vorkommen von Mutationen im
Gesamtgenom natirlich héher. Man schatzt bei Koniferen, dass 1 % der Gameten pro Gene-
ration Mutationen mit einem sichtbaren quantitativen Effekt aufweisen.

Die Veranderung der genetischen Information kann auf verschiedenen Ebenen auftreten. Es
lassen sich folgende Arten von Mutationen unterscheiden:

» Gen-Mutationen: Anderungen der Nukleotidsequenzen eines Cistrons
» Chromosomen-Mutationen: Strukturverdanderungen innerhalb eines Chromosoms
» Genom-Mutationen: Veranderung der Chromosomenanzahlen

Gen-Mutationen

Als Genmutationen werden alle Veranderungen der Nukleotidsequenz innerhalb eines
Cistrons bezeichnet. Solche Verdnderungen sind zufallig . Veranderungen der Nukleotid-
sequenz konnen auf verschiedene Arten erfolgen und haben je nach Art unterschiedliche
Auswirkungen:

» Punktmutationen -> Austausch eines Nukleotides
» Frame-shift-Mutationen -> Anderung des gesamten Kodes ab Mutationsstelle
» Segmentmutationen -> Mutationen langerer DNS-Segmente

Punktmutationen

Austausch eines Nukleotides durch ein anderes Nukleotid: Erzeugt ein neues Triplet inner-
halb des Cistrons. Infolge der A : T bzw. C : G Paarung hat dies auch im zweiten Doppel-
strang ein neues Triplet zur Folge. Punktmutationen kdénnen ohne Wirkung fur das kodierte
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Polypeptid sein (synonyme Mutation), weil der genetische Kode nicht ausschliesslich ist.
Dies ist haufig der Fall, wenn nur das dritte Nukleotid des Triplets betroffen ist. Eine hetero-
nyme Mutation an einem Triplet bewirkt jedoch den Einbau einer anderen Aminoséaure und
damit entsteht ein verdndertes Polypeptid. Wird durch eine Punktmutation aus einem Ami-
nosaure-Codon ein Stopp-Codon, so wird nur ein Teilmolekil des Polypeptides gebildet, weil
die Synthese vorzeitig abgebrochen wird.

Frame-shift-Mutationen

Gehen an einer Stelle ein oder mehrere Nukleotide (Anzahl #3 oder Vielfache von 3) verlo-
ren oder werden sie hinzugefligt, so verandert sich ab dieser Stelle die gesamte weitere Tri-
pletsequenz bis zum Ende des Cistrons. Es entsteht in der Folge ein mehr oder weniger
stark verandertes Polypeptid.

Segmentmutationen

Mutationen, die nicht nur wenige Nukleotide sondern langere DNS-Segmente betreffen
bspw. Verluste grosser DNS-Stuicke (Deletion), Verdoppelung langerer Sequenzen (Dupli-
kation) oder Verdrehung von Segmenten (Inversion). Als Folge von Segmentmutation ent-
stehen in der Regel Polypeptide mit deutlich veranderten Aminosauresequenzen und Eigen-
schaften, sofern die Synthese Uiberhaupt noch mdglich ist.

GCA GTA AAC CGA Tripletsequenz in der DNS
Arg His Leu Ala Aminoséduresequenz im Polypeptid

O
GCA GTG AAC CGA Synonyme Punktmutation
Arg His Leu Ala Keine Anderung der AS-Sequenz

O
GCA (a AAC CGA Heteronyme Punktmutation
Arg Leu Ala Anderung der AS-Sequenz
+A

O

GCA GAT AAA CCG A Fram-shift-Mutation infolge Addition eines
Arg Nukleotids

0
GCA [TAA ACC GA- Frame-shift-Mutation infolge Verlust eines
Arg I{ Nukelotids

-A

Nach HATTEMER et al. 1993

Je nach der Anderung in der DNS-Sequenz und den daraus resultierenden Anderungen im
Polypeptid sind auch die Auswirkungen auf die Funktion der Enzyme bzw. der anderen Pro-
teine recht verschieden. Die Mutationen kénnen einen geringen oder einen starken Einfluss
auf das Erscheinungsbild oder die Funktionen haben. Enzyme kénnen in ihrer Aktivitat oder
Spezifitat verandert werden, sie kdnnen aber auch ganz funktionsuntiichtig werden (nega-
tive Mutation). Dies kann sehr nachteilige Konsequenzen haben bis hin zur ganzlichen
Lebensuntichtigkeit (lethale Mutation). Eine Veranderung der Aktivitat oder Spezifitét eines
Enzyms kann die Lebenstiichtigkeit gelegentlich aber auch erhéhen, insbesondere in veran-
derten oder zukinftigen Umweltbedingungen kann sie positiv sein (positive Mutation).
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Auswirkung von Genmutationen auf die Enzymfunktion und ein Merkmal

Funktionseinheit (Cistron)

Ausgangsform Genmutation
DNSJ()()()(l >(l)()<>< ()()Ol( >Ooocj'
Punverandert necue AS neue AS
Polypeptid N~ T A SNy

/ l

Enzymfunktion unverdandert  Funktion verdndert

SR S SO
o

beobachtbares Merkmal Merkmal unverdndert Merkmal verdndert
=sichtbare Mutation

Aus HATTEMER et al. 1993

Moqglichkeiten zur Identifizierung von Gen-Mutationen

Viele Mutationen bleiben unbemerkt. Verursacht eine Genmutation jedoch deutlich erkenn-
bare Veranderungen eines Merkmals, so treten Individuen mit verschiedenen Auspragungen
dieses Merkmals auf. Das dieses Merkmal kodierende Gen kann in diesem Fall indirekt
durch Kreuzungsexperimente zwischen Tragern unterschiedlicher Merkmalsauspragungen
identifiziert werden (zur Methode siehe spéter). Verschiedene Formen solcher Gene (bspw.
urspriingliche Form = urspringliches Merkmal = Wildform und mutierte Form) bezeichnet
man als Allele. Sind mehr als zwei Formen vorhanden so spricht man von multiplen Allelen.
Die verschiedenen Allele eines Cistrons (Gens) sind in homologen Chromosomen an homo-
logen Stellen lokalisiert, die man Genort oder Genlocus bezeichnet.

Handelt es sich bei den Merkmalen um Primérprodukte der DNS wie etwa um Enzyme,
Struktur- oder Transportproteine, so lassen sich haufig die Art und die Anzahl der Genmuta-
tionen im kontrollierenden Gen feststellen. Weil Punktmutationen in den meisten Féllen die
Aminosauresequenz der kodierten Polypeptide und damit die Struktur und Ladung der resul-
tierenden Enzyme bzw. Proteine verandern, existieren verschiedene Molekilformen eines
Enzyms oder Proteins in einer Zelle. Solche verschiedene Molekilformen bezeichnet man
als Isoenzyme (bzw. Isoporteine). Neben Isoenzymen, die als Produkte von Genmutationen
entstehen und deshalb Produkte verschiedener Allele eines Genortes sind, kommen auch
Isoenzyme vor, die von mehreren Genorten kodiert werden, wenn diese Genorte die gleiche
oder eine ahnliche Funktion besitzen. Das Vorkommen mehrerer Genorte mit gleicher oder
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ahnlicher Funktion kann durch Gen-Dupplikationen im Laufe der Evolution oder durch Arthy-
bridisierung bedingt sein. Zur Unterscheidung werden Isoenzyme, die von verschiedenen
Allelen eines Genortes kodiert werden, Alloenzyme genannt (von Allel).

Multiple Genloci Genlocus A Genlocus B
O O
Isoenzym A Isoenzym B
Multiple Allele Alloenzym Al Alloenzym A2 Alloenzym B1

Enzyme besitzen bei einem bestimmten PH-Wert einer Losung eine bestimmte Nettola-
dungen. In einem elektrischen Feld wandern sie daher mit unterschiedlicher Geschwindig-
keit, so dass man unterschiedliche Isoenzyme mittels Elektrophorese trennen und in einem
Zymogramm sichtbar machen kann (durch Chemikalien, die mit dem Enzym reagieren und
eine Farbveranderung verursachen). Dadurch lasst sich die Anzahl Allele an verschiedenen
Genorten bestimmen und damit genetische Variation quantifizieren und beschreiben (zum
Beispiel in genetischen Inventuren). Diese Technik hat in den letzten 10 Jahren erhebliche
Fortschritte in der forstgenetischen Forschung ermdglicht.

Im einfachsten Fall besteht ein von einem Genlocus kodiertes Enzym aus nur einem Poly-
peptid (monomere Struktur). In diesem Fall kodieren Individuen, welche zwei gleiche Allele
an diesem Genort aufweisen (homozygote Individuen A1A1 oder A2A2) jeweils nur ein Al-
loenzym (ein Band im Zymogramm), wahrend Individuen mit zwei unterschiedlichen Allelen
(heterozygote Individuen A1A2) zwei Alloenzyme produzieren und daher zwei Banden im
Zymogramm aufweisen. Die Begriffe homozygot und heterozygot werden im Kapitel Uber
Mendelgenetik noch naher erlautert.

Homozygot  Heterozygot Homozygot
Monomere
Enzyme
) ] ——
. e — ]
Dimere
Enzyme “
] —————
— E—
Tetramere _
Enzyme —_—
| —

Aus HATTEMER et al. 1993
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Ein an einem Genlocus kodiertes Enzym kann aber auch aus zwei (dimere Struktur) oder
mehreren Polypeptiden bestehen. Im Fall eines dimeren Enzyms kodieren heterozygote Indi-
viduen insgesamt drei Alloenzyme (A1, A2, und ein Hybrid-Enzym welches aus Al und A2
gebildet wird und welches eine mittlere Wanderungsgeschwindigkeit aufweist); folglich er-
scheinen drei Banden im Zymogramm.

Beispiel der genetischen Charakterisierung eines Enzyms-Systems im Zymogramm

Zymogramm biochemische o genetische
(Anfarbung | Charakterisierung | Charakterisierung Genotyp biochemisch-
auf ein En- nach nach genetischer des genetische
zym-System)| Elektrophorese Analyse Individuums | Klassifizierung
4 Elektromorphe | Alloenzym Al
— eines Alloenzym A1A2 A1 A, Isoenzym A
dimeren Alloenzym A2
— Enzymsystems Alloenzym B1 BB, Isoenzym B

Aus HATTEMER et al. 1993

Dreifach-Band-Konfigurationen konnen aber ebenso durch Interlocus-Hybriden entstehen,
indem Polypeptide von verschiedenen Genloci zu aktiven Isoenzymen aggregieren kénnen.
Fur die Interpretation von Zymogrammen braucht es daher zunachst eine genetische Ana-
lyse, die eine klare Zuordnung der Banden zu Allelen und Genorten erlaubt. Ein Beispiel
eines komplexen Enzymsystemes ist auf der folgenden Seite dargestellt.

Die genetische Analyse lasst sich bei Nadelhdlzern einfacher bewerkstelligen, weil ein Ge-
webe des Samens (Endosperm) haploid ist, so dass sich die Segregation des Samenelters
in diesem Gewebe direkt beobachtet lasst. Bei diploiden Laubhélzern miussen zunachst kon-
trollierte Kreuzungen zwischen Individuen mit bekanntem Genotyp gemacht werden, damit
die Vererbung in den Nachkommen analysiert und die Bande den Allelen und Genorten zu-
gewiesen werden kénnen.

Isoenzyme haben eine Reihe wichtiger Eigenschaften, die sie fir die genetische Forschung
interessant machen:

» In weiten Grenzen sind sie unabh&ngig von der Umwelt ; sie kbnnen so als neutrale
Marker verwendet werden, lassen sich aber fiir Fragen der Anpassung nur bedingt ein-
setzen

» Sie sind in verschiedenen Stadien der Ontogenese (in verschiedenen Geweben) kon-
stant exprimiert

» Sie werden kodominat vererbt; dies bedeutet, dass bei heterozygoten Individuen beide
Allele exprimiert werden und sich homo- und heterozygote Individuen unterscheiden las-
sen

» An zahlreichen Enzym-Genorten tritt relativ viel Variation auf

» Viel Enzyme nehmen Schlusselstellungen im Stoffwechsel  ein; sie stehen deshalb fiir
wichtige genetische Information

» Fur die Analyse sind nur kleine Probemengen notwendig, so dass bspw. Endosperm
und Embryo in einem Samenkorn separat untersucht werden kénnen (dadurch lasst sich

der mutterliche und der vaterliche Anteil bestimmen -> Genfluss, Paarungssystem kann
untersucht werden)
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» Sie sind einfach und billig zu erfassen, so dass grosse Probemengen untersucht wer-
den kdnnen

Beispiel eines komplexeren Enzymsystems

ez
ezzza ==
== ] s
— — B
e oo ] s
_—_— _— . I —_— _—_— I _— _— Hyb .
=== === L]
——— — C
B1C1 B1C2 B2C2 B2C1

Zymogramm der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (6PGDH) aus 13 haploiden Samenendosper-
men der Fichte. Die Komplexitét dieses Zymogramms resultiert aus der Uberlappung von Locus B
und C. Alloenzym C1 wandert in die Zone B und Alloenzym B2 in die Zone C. Zusétzlich bilden sich
Interlocus-Hybridbédnder zwischen A und B/C und zwischen B und C. Eine genetische Analyse ist
hier zwingend, um die Bande richtig interpretieren zu kénnen (nach HATTEMER et al. 1993)

Meiotische Segreqation an den haploiden Endospermen einer Konifere (nach SCHROEDER 1986)

Samenelter Pollenelter Das Endosperm des Samens ist haploid
AA A A, und zeigt damit direkt die Allele, welche
172 vom Mutterbaum an die Gameten weiter-
gegeben werden. Im vorliegenden Fall ist

die Mutter A1A2 d.h. die von ihr produ-

+ * Zierten Eizellen enthalten zu 50 % das
Keimzellen Keimzellen Al-Allel, zu 50 % das A2 Allel. Im haploi-

den Endosperm erscheint deshalb in der
Hélfte der Samen das Al-Band, in der
anderen Hélfte das A2-Band. Wenn man
also die Samen untersucht, so ldsst sich
an den Allelen im Endosperm der miitterli-
che Genotyp bestimmen. Der Embryo ist
Samen hingegen diploid, weil zum miitterlichen
Beitrag der Beitrag des Vaters (Pollenelter

kommt). Da es ein dimeres Enzym ist, er-
-— scheinen drei Bande in heterozygoten
Embryos. Der Vergleich von Endosperm
und Embryo erméglicht es auch, den Bei-

End. Emb.  End. Emb. End. Emb. End. Emb. trag des Vaters zu bestimmen.
Ay AAz Az AzAq Ay AA Az AzxAz
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Falls die Vererbung durch eine genetische Analyse geklart ist, kbnnen Isoenzyme deshalb
als Genmarker verwendet werden und in zahlreichen allgemein-genetischen, populations-
genetischen und zlichterischen Teilbereichen eingesetzt werden. Nachfolgend sind zwei Bei-
spiele dargestellt, wie Isoenzym-Genmarker flir praktische Fragestellungen eingesetzt wer-
den kdnnen:

Beispiel: Ausscheidung von Genreservaten flir die Fichte in der Schweiz

Als Grundlage fiir die Auswahl von Genreservaten wurden in der Schweiz an der WSL 20 Fichtenbe-
stédnde (siehe Karte) isoenzymatisch untersucht. An 18 Genorten, die 13 verschiedene Enzyme
kodieren, wurden gesamthaft 60 verschiedene Allele identifiziert. Aufgrund der Allelbesetzung lassen
sich verschiedene genetische Variationsparameter berechnen, die es erlauben, die genetische
Struktur der Bestdnde zu beschreiben und sie miteinander zu vergleichen. Als Beispiel sei hier nur
die gametische Multilocus Diversitét dargestellt. Dieses Mass, berechnet aufgrund der gefundenen
Allele und ihrer Haufigkeit, beschreibt die Féhigkeit der untersuchten Populationen, genetisch unter-
schiedliche Gameten (Eizellen, Pollen) zu produzieren. Dieses Mass driickt also das Potential der
Populationen aus, in den Nachkommen genetische Variation zu erzeugen bzw. auf sie zu (bertra-
gen. Da die genetische Variation besonders bei Baumpopulationen eine Voraussetzung fir die
langfristige Anpassungsféhigkeit an Umweltverdnderungen ist, sind fiir Genreservate daher jene Be-
stédnde besonders interessant, die sich durch hohe Werte der gametischen Diversitédt auszeichnen.
Die Ergebnisse der genetischen Inventur sind auf der folgenden Seite graphisch dargestellt. Fol-
gende Feststellungen kénnen gemacht wrerden:

» Herausragend ist vor allem die Population 1 (Le Brassus), die besonders hohe Werte aufweist. In
dieser Population wurde inzwischen bereits ein Genreservat (Risoux) eingerichtet. Weniger inter-
essant fiir ein Genreservat sind hingegen die Bestédnde 2, 5, 6, und 18, die Werte unter 400 auf-
weisen:
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Aus MULLER-STARCK 1995

Gestutzt auf die Anzahl Allele und deren Héufigkeiten konnten aus dieser Inventur folgende allge-
meine Schlussfolgerung gezogen werden:

» Da die genetische Variation innerhalb der Bestédnde bei Fichte relativ gross, die Variation zwi-
schen den Bestdnden hingegen relativ gering ist, ist es flr die Erhaltung genetischer Variation in
Genreservaten angezeigt, lieber wenige, dafiir grosse Reservate auszuscheiden als viele kleinere
Bestdnde auszuwéhlen. Vorteilhafterweise wéahlt man in erster Linie Bestdnde mit einer (lber-
durchschnittlichen gametischen Vielfalt

Genetische Grundlagen fir die Erhaltung des Speierlings (Sorbus domestica) in der Schweiz

Mit heute rund 300 bekannten Individuen ist der Speierling die seltenste Baumart in der Schweiz.
Uberalterung, fehlende Verjiingung und Zersplitterung in isolierte Vorkommen lassen befiirchten,
dass diese Baumart geféhrdet ist. Insbesondere muss erwartet werden, dass die genetische Vielfalt
in den kleinen Kollektiven verloren geht. Das Studium der genetischen Struktur dieser Baumart ist
daher eine wichtige Voraussetzung fir effiziente Erhaltungsmassnahmen. In der nachfolgenden
Tabelle sind Ergebnisse einer genetischen Inventur mittels 12 Isoenzym-Genmarker dargestellt.
Zum Vergleich sind auch Bestédnde im Hauptverbreitungsgebiet in Deutschland untersucht worden,
well der Speierling dort noch in grésseren VVorkommen auftritt. Ebenfalls untersucht wurden 82 Plus-
bdume, die fiir eine Schweizer Erhaltungs-Samenplantage in allen Vorkommen der Schweiz ausge-
lesen und vegetativ vermehrt worden sind. Da der Speierling in der Natur oft isoliert vorkommt, kann
er sich gegenseitig nur noch ungeniigend paaren. Infolge von Inzucht und Verwandtenpaarung geht
die genetische Vielfalt zurlick und die Nachkommen haben eine schlechte Viabilitét. In einer Erhal-
tungsplantage (kiinstliche Population) soll eine gegenseitige Paarung zwischen allen Individuen wie-
der ermdglicht werden. Auf diese Weise ldsst sich Saatgut mit einer mdglichst grossen Vielfalt er-
zeugen. Damit die Nachkommen auch eine méglichst gute Form und Qualitdt aufweisen, wurden le-
diglich die qualitativ besten Individuen als Plusbdume gewéhilt. Es stellt sich nun die Frage, ob die 82
Plusbdume die genetische Struktur des Gesamtvorkommens einigermassen reprdsentiert, ob die
Auswahl nach qualitativen Kriterien die genetische Struktur in der Plantage beeinflusst hat, und ob
die genetische Vielfalt in der Plantage gentligend gross ist, obwohl lediglich 82 Bdume ausgewahilt
worden sind. Folgende Ergebnisse sind erzielt worden:

P. Rotach Version 2001




33 Teil B: Molekulare Grundlagen der Genetik

Kollektiv Niot M G AL v V gam H, D;
Schaffhausen 132 28 41 2.33 1435 108.1 | 0.265 | 0.113
Basel 22 28 39 2.33 1.488 180.8 | 0.303 | 0.129
West-Schweiz 39 28 38 2.33 1.451 1165 | 0.273 | 0.081
Tauberbischofsheim 119 29 40 2.42 1.397 715 0.260 | 0.066
Schweinfurt 102 29 37 2.42 1.380 60.3 0.265 [ 0.083
Freiburg 20 26 30 2.17 1.310 33.6 0.242 | 0.108
Mittelwert 72.3 28 37,5 2.33 1.410 95.1 0.268 | 0.092
Genpool Schweiz 193 29 45 242 1.468 1344 | 0271 -
Plusbéume Schweiz 82 28 41 233 1.490 1694 10273 -

M: Gesamtanzahl Allele; G: Gesamtanzahl Genotypen; A/L: Mittlere Anzahl Allele pro Genort; v: al-
lelische Diversitét; vgam: potentielle gametische Diversitét; Ha: mittlerer Heterozygotiegrad, Dj: Diffe-
renzierung fjedes Kollektives vom (brigen Bestand (aus Diplomarbeit WAGNER (1998).

Folgende Schlussfolgerungen liessen sich aus der Inventur ziehen:

» Der Speierling in der Schweiz ist genetisch nicht eingeschrénkt; er verfligt sogar tiber mehr gene-
tische Variation als in den deutschen Hauptverbreitungsgebieten

» Die Variation entspricht jener von bestandesbildenden Arten (Buche, Eiche)

A4

Auch das kleine Kollektive Basel ist genetisch erstaunlich vielféltig

» Die genetische Differenzierung zwischen den Kollektiven (Unterschiede in der genetischen Struk-
tur) ist relativ gross, auf jeden Fall grésser als bei bestandesbildenden Arten (Buche, Eiche)

» Die Auswahl der 82 Plusbdume représentiert den Gesamtgenpool sehr gut. Das Plusbaumkollek-
tiv weist im Vergleich zum CH-Genpool eine héhere Diversitét und eine héhere potentielle gameti-
sche Vielfalt auf. Die Nachkommen werden daher genetisch vielféltiger sein als es im besten Fall
im Gesamtvorkommen mdglich wére. Die Plantage ist daher ein sehr brauchbares Instrument fiir
die Erhaltung der genetischen Vielfalt des Speierlings in der Schweiz.

Chromosomen-Mutationen

Chromosomen-Mutationen sind grossere Strukturveréanderungen innerhalb eines Chromo-
soms, welche im Gegensatz zu Segmentmutationen Uber das einzelne Gen hinausgehen.
Die Ursache fur Chromosomen-Mutationen sind Briiche einzelner Chromatiden oder ganzer
Chromosomen. Man unterscheidet vier verschiedene Arten von Chromosomen-Mutationen:

» Deletion bzw. Defizienz

» Dupplikation

» Inversion

» Transposition bzw. Translokation

Deletion

Gehen nach einem Bruch Chromosomenabschnitte mit ihren Gruppen von Genen verlo-
ren, so bezeichnet man diesen Verlust als Deletion, wenn ein Mittelstiick betroffen ist und als
Defizienz, wenn ein Endstiick verloren geht. Solche Strukturveranderungen lassen sich bei
der Meiose beobachten, wenn sich die homologen Chromosomen wéahrend der Synapsis
paaren. Ein Verlust mehrerer Gene hat sehr haufig eine grosse Auswirkung fir den Tréager,
oft sind sie lethal. Beim Menschen etwa l6sen solche Strukturveranderungen schwere
Krankheiten haufig mit Todesfolge aus.
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fehlendes Endstlck
=Defizienz

fehlendes Mittelstiick
= Deletion

Aus HATTEMER et al. 1993

Duplikation

Eine Verdoppelung eines Chromosomenabschnittes kommt zustande, wenn ein Bruch-
stick an einer Bruchstelle des homologen Chromosoms neu angeheftet wird, wobei das
neue Stick grésser sein muss als das urspriingliche. Dies flihrt zwangslaufig zu einer Dele-
tion am anderen Chromosom, sofern sich die beiden kleineren Stiicke tUberhaupt wieder ver-
binden. Ein bekanntes Beispiel ist Duplikation der Bar-Region auf dem X-Chromosom von
Drosophila, welche die Ausbildung einer veranderten Augenform bewirkt.

Inversion

Hat ein Chromosomenabschnitt eine im Vergleich zum urspringlichen Chromosom umge-
kehrte Gen-Reihenfolge, so spricht man von einer Inversion. Dies kommt durch einen dop-
pelten Bruch mit anschliessender Drehung um 180° zustande. Fir das Tragerindividuum hat
eine Inversion in der Regel nur geringe Auswirkungen, weil alle urspriinglichen Gene vor-
handen sind. Bei der Meiose fiihrt dies allerdings zu einer Schleifenbildung, weil sonst keine
homologe Paarung am betroffenen Abschnitt moglich ware.

Transposition

Damit wird die Verlagerung von Abschnitten bezeichnet. Wird ein Teilstiick auf ein ande-
res, nicht homologes Chromosom verlagert oder zwei Stlicke zu einem neuen Chromosom
zusammengefiigt, so bezeichnet man dies als Translokation. Aus diesen Strukturverande-
rungen entstehen bei der Meiose schwerwiegende Probleme, auf die hier jedoch nicht naher
eingegangen werden soll.

Genom-Mutationen

Bei Genom-Mutationen bleiben sowohl Gen-Anordnung als auch Chromosomenstruktur er-
halten, hingegen verandert sich die Anzahl Chromosomen. Dabei sind zwei Falle mdglich:

» Einzelne Chromosomen eines Satzes fehlen oder sind tiberzéhlig (Aneuploidie)

» Der Bestand an Chromosomen ist um komplette Chromosomensétze vermehrt oder ver-
mindert (Euploidie)
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Aneuploidie

Diese Art der Genom-Mutation tritt vorwiegend im Verlauf von fehlerhaften Meiosen auf, bei
denen es bspw. nicht zur Trennung eines Chromosomenpaares in der Anaphase kommt.
Entsprechend besitzt dann der eine haploide Kern ein Chromosom zu viel, der andere eines
zu wenig. Es entstehen dadurch einerseits Nachkommen, denen ein Chromosom eines
homologen Paares fehlt (Monosomie) und andererseits solche, die drei homologe Chromo-
somen (Trisomie) besitzen. Der Verlust eines Chromosoms ist zumeist lethal oder bedeutet
eine drastische Einschrankung der Lebenstiichtigkeit. Auch Uberzéhlige Chromosomen fih-
ren zu deutlichen physiologischen oder morphologischen Veranderungen. Bekannt ist beim
Menschen bspw. das Down-Syndrom, bei dem das 21 Chromosom dreifach vorliegt (Tri-
somie 21) oder das Turner-Syndrom (eine intersexuelle, infantile Korperausbildung), bei
welchem ein Geschlechtschromosom fehlt (Monosomie).
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Idiogramm mit den 22 Autosomen und den zwei Heterosomen (X und Y) des Menschen (nach STERN
1973)
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Euploidie

Euploidie findet sich vor allem bei Pflanzen, bei denen etwa die Hélfte aller Arten polyploid
(> 2 n) sind, beispielsweise triploid (3 n) oder tetraploid (4 n). Polyploide Pflanzen kénnen
gleiche (AAAA) (Autopolyploidie) oder verschiedene (AABB) (Allopolyploidie) Chromoso-
menséatze aufweisen. Autopolyploide Formen entstehen meistens aufgrund von Stdérungen
wahrend der Meiose. Fehler bei der Synapsis oder Aufteilung der Chromosomen, aber auch
Storungen des Spindelapparates konnen fir die Bildung nicht-reduzierter (d.h. diploider)
Gameten verantwortlich sein. Letzteres kann beispielsweise durch ein Alkaloid der Herbst-
zeitlosen (Colchicum autumnale), das sogenannte Cholchizin, auch kinstlich ausgelost wer-
den. Dieses ,Spindelgift* verhindert, dass in der Anaphase die Chromsomen zu den Polen
gezogen werden, so dass ein Kern mit nicht reduzierter Chromosomenzahl verbleibt. Fusio-
nieren solche nicht reduzierten Gameten mit normalen haploiden Gameten, so entstehen tri-
ploide Zygoten; fusionieren sie mit einem anderen nicht-reduzierten Gameten so entstehen
tetraploide Zygoten. Allopolyploide Pflanzen entstehen meistens durch Hybridisierung zwi-
schen verschiedenen Arten. Haben die beiden Pflanzen die Chromosomenséatze AA und BB
so entsteht daraus ein Hybrid AB. Wenn diese beiden Chromosomen vorwiegend inhomolog
sind, so findet bei der Meiose keine Synapsis statt und solche Hybriden sind steril. Manch-
mal bleiben hingegen die nicht-paarenden Chromosomen zusammen und gelangen in einen
Kern. Das Ergebnis sind dann zwei nicht-reduzierte Gameten mit dem Chromosomenbe-
stand AB. Bei der Fusion solcher Gameten entsteht in der Folge eine allopolyploide Zygote
(AABB).

n=7 Einkorn AA Spelt BB T. tauschi DD
diploid (T. monococcum) (T. speltioides)
Hybridisierung (?)
n=14 Emmer AABB
tetraploid (' T. turgidum)

Hybridisierung (vermutlich

vor 8000 J.)
n=21 Saatweizenl AABBDD
hexaploid (T. aestivum)

Abstammung wichtiger Kulturformen des Weizens (Gattung Triticum)

Nach EHERNDORFER 1978, FELDMAN und SEARS 1981

In der Pflanzenziichtung wird die kinstliche Herstellung Allopolyploider durch Artkreuzung
oder Autopolyploider durch die Anwendung von Cholchizin praktisch eingesetzt. Da poly-
ploide Pflanzen im Vergleich zu diploiden Ausgangsformen Uber gréssere Zellkerne und oft
auch Uber grossere Zellen verfiigen, haben sie grossere Bliten und Frichte oder die ganze
Pflanze weist gréssere Dimensionen auf. Fir die Zichtung ertragreicherer Sorten hat man
deshalb die kinstliche Herstellung polyploider Linien schon friihzeitig verwendet, etwa bei
Getreidesorten, bei Zuckerriibe, Tomate, Kartoffel oder bei Obstsorten. Auch in der
Forstpflanzenziichtung sind polyploide Aspen und Pappeln entwickelt worden.
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Genrequlation und Differenzierung

Die genetische Information wird nach Bedarf abgerufen und in Primarprodukte umgesetzt.
Es ist aus energetischen Griinden vorteilhaft und zum Zwecke der Differenzierung notwen-
dig, dass nicht immer die gesamte genetische Information des Organismus zu jeder Zeit ab-
gerufen wird. Je nach Umweltbedingung oder Entwicklungsphase ist nur ein Teil der
Gene aktiv, um den jeweiligen Bedarf an Enzymen oder anderen Proteinen zu decken. Die
dazu notwendigen Regulationsmechanismen sind bei den héheren Organismen bisher ledig-
lich luckenhaft bekannt. Nach welchen Prinzipien die Regulation der Genaktivitat erfolgt,
lasst sich anhand der weitgehend bekannten Mechanismen bei den Prokaryonten hingegen
vermuten.

Requlation der Genaktivitéit bei Bakterien

Bakterienzellen enthalten zwei Arten von Enzymen: Enzyme, welche die lebenswichtigen
Prozesse aufrechterhalten (konstitutive Enzyme) und Enzyme, die nur auftreten, wenn be-
stimmte Umweltbedingungen einen spezifischen Stoffwechselprozess auslésen (adaptive
Enzyme). Wachst eine Bakterienkultur bspw. in einem glucosehaltigen Medium, so sind die
Glucose abbauenden Enzyme ausreichend vorhanden, andere Enzyme bspw. jene zum Ab-
bau von Lactose sind hingegen nur in Spuren vertreten. Uberfiihrt man die Kultur jedoch in
ein lactosehaltiges Medium, so produzieren die Bakterien das fur den Abbau von Lactose
notwendige Enzym, und zwar bis zum 1000fachen der urspringlichen Menge. Gleiches
lasst sich auch fur Enzyme beobachten, die N&hrstoffe zwecks Energiegewinnung abbauen,
die sogenannten katabolischen Enzyme. Die Synthese dieser Enzyme wird in diesem Fall
durch die abzubauenden Stoffe induziert (Substratindikation).

Eine zweite Form der Regulation betrifft Enzyme, die am Aufbau bestimmter wichtiger Stoffe
wie Aminosauren oder Nukleotide beteiligt sind, sogenannte anabolische Enzyme. Diese
Enzymsysteme sind primar dann aktiv, wenn die betreffende Aminosaure oder das betref-
fende Nukleotid nicht oder nur mehr in Spuren vorhanden ist. Hat die Konzentration dieser
Stoffe nach langerer Biosynthese spater ein bestimmtes Niveau erreicht, so wird die Bildung
der betreffenden anabolischen Enzyme gehemmt oder ganz unterbunden. In diesem Fall
vermoégen also die Endprodukte die Bildung der fir die Biosynthese verantwortlichen En-
zyme zu stoppen (Endprodukthemmung). Man nennt diesen Regulationsmechanismus
auch die Repression anabolischer Enzyme.

Beispiel: Regulation der Lactose abbauenden Steuereinheit (Lac-Operon) bei E. coli

Die Gene der drei Enzyme, welche Lactose abbauen, liegen auf dem Bakterienchromosom direkt
nebeneinander. Diese gekoppelten Strukturgene werden gemeinsam gesteuert; sie bilden eine ge-
netische Steuereinheit, die als Operon bezeichnet wird. Das Lac-Operon besteht aus drei gekoppel-
ten Strukturgenen, welche die Polypeptidstruktur kodieren und zwei kleineren, vor den Strukturgenen
lokalisierten DNS-Abschnitten. Der eine dieser Abschnitte — der Operator — kontrolliert die Transskrip-
tion, der andere — der Promotor — dient als Ansatzstelle fiir die RNS-Polymerase:

Pro Leu Lac Pyr
| | | | |

Operator
v
P, O, X | Y | y4
A
f:}motor \ Strukturgene / l

Lac-Operon
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Der Operator kontrolliert nur die Aktivitédt der mit ihm verbundenen Strukturgene, indem er die ganze
Gruppe zur Transskription freigibt oder indem er sie verhindert. Im Falle einer Freigabe werden die
Strukturgene in eine zusammenhédngendes mRNS transskribiert. Fiir die Steuerung der Freigabe oder
Hemmung des Operators ist ein bestimmtes Molekdl, das sogenannte Repressor-Molekil , zustandig,
das sich an den Operator anlagern kann. Das Repressor-Molekiil wird durch ein weiteres Gen, das
sogenannte Regulator-Gen, produziert. Wir haben also folgende Komponenten des Regulationssys-
temes:

Strukturgene eines Operons inkl. Promotor
Operator

Regulator-Gen

Repressor-Molekdil

Kleinmolektile (Effektoren, in unserem Fall Lactose)

YVVVYY

Die Enzym-Induktion

Der Operator ist anfénglich durch sein spezifisches Repressor-Molekiil blockiert, so dass die RNS-
Polymerase sich nicht am Promotor anlagern und deswegen keine Transskription stattfinden kann. Er-
scheinen nun Lactose-Molekiile (im Fall unseres Lac-Operon), so verbinden sie sich mit dem Repres-
sor-Molektil. Durch diese Verbindung wird das Repressor-Moleklil in seiner rAumlichen Struktur derart
verdndert, dass es den Operator nicht mehr blockieren kann. Die Transskription mit der Bildung von
RNS-Molekiilen kann deshalb erfolgen und die Biosynthese des Lactose abbauenden Enzyms kann
erfolgen.

Regulator-Gen Regulator-Gen
Repre5for-MoIekUb Represlsor—Mo/ekU/e
N ¢ é
ol 0 ¢ ¢

X X 0
(o]
o]
Y Y Kleinmolekule (Lactose)
Z Z
m-RNS
DNS DNS

Aus HATTEMER et al. 1993
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Die Enzym-Repression

Bei der Enzym-Repression ist der Operator zunéchst frei, so dass sich RNS-Polymerase am Promotor
anheften kann und die Transsription normal abléduft; es wird also Enzym gebildet. Ist die Konzentration
des Enzyms hoch genug, so modifiziert das Enzym das Repressor-Moleklil in einer Weise, dass es
sich wieder am Operator anlagern und ihn blockieren kann. Die mRNS-Synthese unterbleibt nunmehr
und es wird kein Enzym mehr gebildet.

Regulator-Gen é Regulator - lGen
l
® Repressor Repres[sc‘J(( ’
® ‘—/Molekule B :5e ule
°+® o L
o o ©
o
A A Kleinmolekdle
(Endprodukt)
B ' B
DNS MRNS DNS

Aus HATTEMER et al. 1993

Das wichtigste Element dieses Regulationssystems ist das Repressor-Molekiil , welches zwei spezifi-
sche Erkennungsstellen besitzt. Die eine dient dem Erkennen des Operators und ermdglicht eine An-
lagerung, die andere selektiert bestimmte Kleinmolekiile in der Zelle, wobei das Repressor-Molekdil
mit diesen Kleinmolekiilen interagiert. Der Repressor zeigt so an, ob neue Molekile aus der Umwelt
aufgenommen wurden (bspw. Lactose) oder ob Biosyntheseprodukte im Uberfluss vorhanden sind. Er
wirkt also wie ein Schalter, der je nach Bedingung die Synthese ein- oder ausschaltet.

Genrequlation der Genaktivitdt bei hbheren Organismen

Die Regulationsmechanismen héherer Organismen sind vielfaltiger und komplexer als dieje-
nigen von Mikroorganismen wie Bakterien. Hohere Organismen bestehen aus vielzelligen
Strukturen in verschiedenen Geweben und Organen mit spezifischen Stoffwechselprozes-
sen. Zudem verlauft die Ontogenese héherer Pflanzen und Tiere Uber unterschiedliche zeit-
lich und raumlich koordinierte Entwicklungsstadien bis zum adulten Individuum. Neben der
intrazellularen Regulation ist daher auch eine interzellulare Regulation notwendig. Bei
hoheren Organismen beginnt mit der Zellteilung der Zygote eine Zelldifferenzierung, die
zunéchst zu verschiedenen Zell-Linien, dann zu verschiedenen Geweben und Organen
und schliesslich zu ausdifferenzierten Individuen fuhrt. Diese Ausdifferenzierung ist das Er-
gebnis von differentieller Genaktivitat und Genexpression . In verschiedenen Entwick-
lungsstadien und Geweben sind jeweils verschiedene Gene aktiv. Dies lasst sich anhand
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von Genprodukten nachweisen. So kdnnen etwa verschiedene mRNS-Typen und Konzen-
trationen festgestellt werden. Auch die Enzym- und Proteinausstattung variiert zwischen den
Geweben oder Stadien eines Organismus. Haufig kbnnen bspw. Unterschiede in den elek-
trophoretischen Isoenzym- oder Proteinmustern beobachtet werden.

Die Regulationssysteme hdherer Organismen missen die Lebensprozesse somit auf ver-
schiedenen Ebenen steuern:

» Auf extra- oder intrazellulare Umweltverédnderungen muss rasch mit der Produktion be-
stimmter Stoffwechselprodukte reagiert werden kdnnen. Dazu missen Gene kurzfristig
und reversibel an- und abgeschaltet werden kénnen (kurzfristige und reversible Re-
gulation)

» Dieser kurzfristigen Regulation muss ein System (bergeordnet sein, welches die Auf-
gabe hat, Gene langfristig und irreversibel zu regulieren, damit im Rahmen der Gewebe-
und Organdifferenzierung spezialisierte Zellen entstehen konnen (langfristige, irrever-
sible Regulation)

Hormone (bspw. Steroide, Insulin, Thyroxin) und Phytohormone (bspw. Auxin, Gibbereline,
Cytokinine, Abscisinsaure) spielen wahrscheinlich eine zentrale Rolle fur die Aktivierung be-
stimmter Gene bei der interzellularen Regulation von Tieren respektive Pflanzen.

Ein schdnes Beispiel fir die Regulation der Genaktivitat bei Pflanzen ist auf den folgenden
Seiten beschrieben.
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Klaus Apel, Siegbert Melzer
und Dorothee Staiger

Unser eigenes Zeitgefihl wird durch
zwei verschiedene Zeitgeber bestimmt:
solche, die von aussen wirken, wie zum
Beispiel der Tag-Nacht-Wechsel, und eine
im Kérper laufende physiclogische Uhr.
Diese wird nur dann von uns wahrge-
nommen, wenn es zu einer Desynchroni-
sierung wvon innerer Uhr und Zusserer
Zeitangabe kommt, zum Beispiel nach
einer Flugreise in eine andere Zeitzone
oder beim Langschlifer, der durch den
Wecker zu einer Zeit zum Aktivsein ge
zwungen wird, bei der die kérpereigene
Uhr noch eine Ruhephase anzeigt.

Das Geheimnis der circa-
dianen Uhr

Die Existenz dieser inneren biologischen
Uhr wurde erstaunlicherweise nicht
beim Menschen, sondern zuerst bei
Pflanzen entdeckt. Schon im letzten
Jahrhundert fiel Wissenschaftern auf,
dass bei bestimmten Pflanzenarten, bei-
spielsweise Bohnen, die Blatter ihre Posi-
tion wahrend der Nacht deutlich verédn-
derten und eine so genannte Schlafstel-
lung einnahmen. Obwohl diese Ande-
rung der Blattstellung auch dann weiter-
lief, wenn die Pflanzen fir lingere Zeit
ins Dunkle gestellt wurden, nahm man
anfangs an, dass die im Dunkeln weiter-
272
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Menschen, Tiere und Pflanzen werden in ihrem Zeitempfinden nicht

nur von aussen beeinflusst, sie haben auch eine innere Uhr. So rea-

gieren Pflanzen parallel zum Tag-Nacht-Wechsel. Doch woher wis-

sen Pflanzen, wann es Zeit ist zum Bliihen? Genetische und moleku-

larbiologische Methoden dringen immer tiefer in die Mechanismen

der biologischen Uhr vor.

laufende regelmassige Anderung der
Blattstellung durch den urspriinglichen
Wechsel von Tag und Nacht ausgeldst
worden war und eine Art Nachschwin
gung ahnlich wie bei einem van aussen
angestossenen Pendel darstellt. Man
versuchte, diese Vorstellung dadurch zu
erharten, dass die Blatter der verdunkel
ten Pflanze an einem Holzgestell fixiert
wurden, so dass die weitere Anderung
der Blattstellung verhindert wurde. Zur
Uberraschung der Experimentatoren be-
gann das Blatt aber im Dunkeln sofort

wieder seine Stellung im etwa 12/12-
Stunden-Rhythmus zu verandern, sobald
es aus der Fixierung befreit wurde. Die-
ser Versuch zeigte sehr iiberzeugend,
dass das Verhalten der Pflanzen durch
eine innere Uhr gesteuert sein muss. Da
diese im etwa 24-Stunden-Rhythmus
lduft, wurde sie auch als circadiane Uhr
bezeichnet. Bei nachfolgenden Untersu
chungen konnten &hnliche circadiane
Uhren in vielen anderen QOrganismen
nachgewiesen werden.

Abb.1: Die circadiane Rhythmik einer RNA in der Zellteilungszone der Sprossachse vom Ackersenf.
Querschnitte der Sprossachse wurden am Abend (A) oder morgens (B) entnommen und die RNA

durch ein spezielles Fiarbeverfahren (In-situ-Hybridisierung) im Gewebe sichtbar gemacht. (Foto:
C. Heintzen)
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Uhr

e Zeit |

rre

uClock»n-Proteine setzen kom-
plizierte Kreisldufe in Gang

Uber den molekularen Aufbau dieser
physiologischen Uhr war lange Zeit so
gut wie nichts bekannt. Erst in den letz
ten Jahren gelang es dann, durch Kombi-
nation von genetischen und molekular-
biologischen Methoden bei einigen Or-
ganismen Gene zu identifizieren, deren
Produkte fiir das Funktionieren der phy-
siologischen Uhr essentiell sind. Zentra-
ler Teil der inneren Uhr scheinen Gene
zu sein, deren Produkte, so genannte
«Clocks-Proteine, die weitere Uberset-
zung dieses Gens beeinflussen kénnen.
Wahrend die molekulare Mechanik die-
ses zentralen Schwingkreises zurzeit
sehr intensiv untersucht und zuneh
mend besser verstanden wird, ist dber
die Art und Weise, wie dieser zentrale Os-
zillator nachgeschaltete physiologische
Prozesse beeinflussen kann, bislang nur
sehr wenig bekannt. In unserer Arbeits-
gruppe am Institut fir Pflanzenwissen-
schaften der ETH Ziirich versuchen wir
dieses Problem am Beispiel der Pflanze
Arabidopsis thaliana zu losen.

Dabei wird ein Gen untersucht, das fur
ein so genanntes RNA-Bindeprotein ko-
diert. Gene bestehen aus einem definier
baren Abschnitt der DNA, die als Triger
der Erbinformation im Zellkern lokalisiert
ist. ledes Gen |3sst sich im Prinzip in zwei
funktionell verschiedene Bereiche unter-
gliedern. Der Bereich des so genannten
Struktur-Gens wird zuerst in einen RNA-
Strang Ubersetzt. Mach Fertigstellung
lost sich dieses RNA-Molekill vom DNA-
Strang und wird aus dem Zellkern expor-
tiert. Nun kann das RNA-Molekiil im Zu-
sammenspiel mit anderen Faktoren in
eine bestimmte Aminosduresequenz
Uberschrieben werden, die sich zu einem
aktiven Protein falten kann. Diesem

Struktur-Gen-Abschnitt ist ein zweiter
DNA-Sequenzbereich vorangestellt, der
als so genannter Promotor eine wichtige
regulatorische Rolle bei der Ubersetzung
des nachfolgenden Struktur-Gens spielt.
Im Falle des von uns untersuchten RNA-
Bindeprotein-Gens folgt die Akkumula-
tion der vom Gen abgeleiteten RNA einer
circadianen Rhythmik. Durch spezifische
Farbemethoden lasst sich diese RNA im
Gewebe der Pflanze nachweisen. In Abbil-
dung 1 A wird beispielsweise ein Spross-
achsenquerschnitt, der einer Pflanze am
Abend entnommen wurde, untersucht,
Die RNA ist zu diesem Zeitpunkt massiv
akkumuliert. Entnimmt man die gleiche
Gewebeprobe zwalf Stunden spater, so
stellt sich nach Anfarbung des Schnittes
heraus, dass inzwischen die RNA fir
das RNA-Bindeprotein verschwunden ist
(Abb. 1 B). Dieses pulsierende Auf und Ab
der RNA-Konzentration in der Spross-
achse setzt sich auch dann fort, wenn die
Pflanze aus dem Tag-Macht-Wechsel ins
Dauerlicht gestellt wird. Wenn man ne-
ben der RMA-Konzentration zusidtzlich
auch die Konzentration des RNA-Binde-
proteins selbst bestimmt, das von der
RNA kodiert wird, zeigt auch dieses in
seiner Konzentration eine circadiane
Rhythmik. Allerdings werden die Maxi-
malwerte der Proteinkonzentration vier
bis funf Stunden spater erreicht als
die der RNA-Konzentration. Also immer
dann, wenn das RNA-Bindeprotein seine
héchste Konzentration in der Zelle er-
reicht, nimmt die Konzentration der
entsprechenden RNA stark ab (Abb. 2).
Da wvon anderen RNA-Bindeproteinen
bekannt ist, dass sie die Stabilitat von
RNA verringern kéinnen, lag es nahe, die
zeitlich versetzten Schwingungen von
RNA und Protein als Ausdruck einer nega-
tiven Rilckwirkung des Proteins auf die
Akkumulation der eigenen RNA zu inter-
pretieren, die zur Etablierung eines circa-
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dian schwingenden Regelkreises fiihren
kinnte.

Diese Vorstellung konnte experimentell
in transgenen Pflanzen bestatigt wer-
den. Dazu wurde das isolierte RNA-Bin-
deprotein-Gen so verandert, dass der ei-
gene Promotor, der die circadian kontrol-
lierte Ubersetzung des nachfolgenden
Struktur-Gens in RNA vermittelt, durch
einen anderen Promotor ersetzt wurde,
der unabhangig von der circadianen Uhr
fortlaufend gleich aktiv ist. Dieses modi-
fizierte Gen wurde anschliessend in
Pflanzen ibertragen und fihrte nun zu
einer konstitutiv hohen Konzentration
des RNA-Bindeproteins. Gleichzeitig
wurde in den transgenen Pflanzen, wie in
dem erwdhnten Modell eines autokataly-
tischen Schwingkreises vorausgesagt,
die normalerweise sehr auffallige circa-
diane Schwankung der RNA-Konzentra-
tion aufgehoben (Abb. 2). Weitere Versu-
che zeigten, dass der Gen-eigene Promo-
tor trotz starker konstitutiver Akkumula-
tion des RNA-Bindeproteins unverandert
stark in seiner Aktivitat durch die circadi-
ane Uhr reguliert wird. Der von uns be-
schriebene circadiane Schwingungskreis
kann deshalb nicht Teil einer zentralen
inneren Uhr sein, sondern scheint als
nachgeschalteter, so genannter «slave
oscillator» an der OUbermittlung und
maglicherweise Verstarkung von circa-
dianen Signalen beteiligt zu sein.

RNA
Protein

A

‘Wildtyp-Fflanzen

N et

ey ity

Protein

RNA

Transgene Pflanzen

Abb, 2: Die circadiane Rhythmik des RNA-
Bindeproteins und seiner RNA in Kon-
troll- und transgenen Pflanzen, die das
Protein konstitutiv iiberexpremieren. In
Wildtyp-Pflanzen beeinflussen Protein
und RNA sich gegenseitig und fiihren so
zur Aushbildung eines circadian kontrol-
lierten wslaves-Oscillators. Durch konsti-
tutive Uberexpression wird in der trans-
genen Pflanze dieser Schwingkreis auf-
gehoben.
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Die Uhr der Jahreszeiten

Die meisten Pflanzen kdnnen unter Aus-
nutzung der Sonnenenergie Uber den
lichtabhdngigen Prozess der so genann
ten Photosynthese energiereiche Sub-
stanzen wie zum Beispiel Zucker bilden.
Der Tag-Nacht-Rhythmus hat deshalb
einen sehr starken Einfluss auf den
pflanzlichen Stoffwechsel, so dass es
nicht Gberrascht, dass viele der an der
Photosynthese beteiligten Proteine in
ihrer Synthese Ober die circadiane Uhr
kontrolliert werden. Daneben gibt es
eine andere Art von Zeitmessung, die fir
das Uberleben vieler Pflanzen absolut
notwendig ist. Besonders an Standorten
mit starken jahreszeitlichen Klima-
schwankungen missen Pflanzen sich so
frihzeitig auf die nichste winterliche
Kilteperiode einstellen, dass nicht nur
rechtzeitig Bliten gebildet werden, son-
dern die heranwachsenden Samen auch
noch ausreifen konnen. Da dieser Prozess
insgesamt einige Monate dauern kann,
muss eine Pflanze ihre Entwicklung um-
stellen, lange bevor beispielsweise ein
Temperaturabfall den unmittelbar bevor-
stehenden Beginn des Winters anzeigt.
Je nach lokalen Standortbedingungen
kénnen die Reaktionen von Pflanzen auf
eine solche Messung von Jahreszeiten
verschieden sein. So muss ein Busch-
windréschen sehr frihzeitig mit der Bll-
tenbildung beginnen und seinen Lebens-

B
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s5 dieses

zyklus abschliessen, bevor die am glei-
chen Standert stehenden Buchen ihre
Bldtter austreiben und danach den
Boden so beschatten, dass nicht mehr
genlgend Licht vorhanden ist.

Der wichtigste Umweltfaktor, der wvon
Pflanzen zur Messung von Jahreszeiten
benutzt wird und der das Blihverhalten,
die Einlagerung von Reservestoffen oder
den Blattabfall auslésen kann, ist die tag-
liche Beleuchtungsdauer. In unseren Brei-
tengraden verandert sich wihrend des
lahres die Tageslinge kontinuierlich.
Pflanzen konnen diese Information be-
nutzen, um erstaunlich prazise den Zeit-
punkt der Blutenbildung festzulegen. So
gibt es Arten, die als Kurztagpflanzen bei
einer taglichen Beleuchtungsdauer von
acht Stunden ihre Bliten ausbilden,
wihrend sie unter Langtagbedingungen
nur Blatter austreiben. Umgekehrt wach-
sen Langtagpflanzen unterhalb einer kri-
tischen Tagesldnge rein vegetativ und
konnen erst zur Blite kommen, wenn die
Tageslange auf 16 Stunden ausgedehnt
wird. Da diese Kontrolle der Blitenbil-
dung innerhalb einer Art auf ihre Nach-
kommen wvererbt wird, muss es be-
stimmte Gene geben, die fir die Induk-
tion der Blitenbildung nach Behandlung
mit einer kritischen Tageslange verant-
wortlich sind.

Bliitenbildung
beschleunigen

Abb. 3: Aktivitdtsnachweis eines Bliihkentroll-Gens in der Spitzen-
region der Sprossachse vor {A) und nach (B) Behandlu
Pflanzen mit blihinduzierendem Langtag. (C) Der Einfi
Gens auf das Bliihverhalten. In der transgenen Pflanze (rechts)
wurde das Gen unter Kontrolle eines fremden, konstitutiv aktiven
Promotors gestellt
und fiihrt so zu einer
vorgezogenen Bliite,
widhrend in der Kon-
trollpflanze (links)
mit dem unverdnder-
ten eigenen Bliihkon-
troll-Gen lediglich
eine Blattrosette aus-
gebildet wird.

der In unserer Arbeitsgruppe ha-
ben wir versucht, solche Gene
zu identifizieren. Dazu wurde
mit einer Langtagpflanze,
dem Senf, gearbeitet, die in
der Klimakammer bei einer
taglichen Beleuchtungsdauer
von acht Stunden nur Blatter
anlegt. Verlangert man dage-
gen die Beleuchtungsdauer
auf 16 Stunden, werden schon
nach dem ersten Langtag Ver-
anderungen in der Spitzen-
region der Sprossachse aus-
gelost, die wenige Tage spater
dann zur Ausbildung von
erkennbaren BlUtenknospen
fuhren. Es wurden Gene iden-
tifiziert, die unter Kurztag-
bedingungen inaktiv sind, un-
mittelbar nach einer Langtag
behandlung dann aber in RNA
Uberschrieben werden. Die

Einfiihrung in die Forstgenetik




