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Gene und Stammbaume



Fiir die, die ihre Gene fiir uns rekombiniert haben,
fiir die, mit denen wir unsere Gene rekombinieren und
fiir die, fiir die wir unsere Gene rekombinieren.

Der Buchumschlag

Ganz im Hintergrund: Ausschnitt aus einem Datensatz kompletter Chloroplasten-
Genome von Bliitenpflanzen (vgl. Jansen et al, 2007) — gezeigt ist das atpA-Gen
(NEXUS-Datei mit codierten Indels). Vorne links: Eine Aminosiure-Ubersetzung im
Ein-Buchstaben-Code, davor DNA-Helix (vielen Dank an Jorn Miiller fiir die drei-
dimensionale Beschreibung der DNA im POV-Ray-Code). Die Organismen rechts
sind v.o.n.u.: Die Lotuspflanze Nelumbo nucifera, der wuchernde Doppelstreifenfarn
Diplazium proliferum, das Laubmoos Hypnodendron comatum, die Westmowe Larus
occidentalis (,,One-legged Johnny*), der Familienhund Canis familiaris (,,Maxi“) und
der Fliegenpilz Amanita muscari. Herzlichen Dank an Charlotte Knoop fiir die Mowe
und an Prof. Jan-Peter Frahm fiir Moos und Pilz.
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Vorwort

. Nothing in biology makes sense except in the light of evolution.”
T. Dobzhansky, Titel eines Essays in The American Biology Teacher (1973)

Das Jahr 2009 bringt uns als , Charles-Darwin-Jahr” das Doppeljubildaum seines 200. Ge-
burtstages und den 150. Jahrestag der Erscheinung seiner Origin of Species. Eigentlich
waren schon im Juli 2008 grofe 6ffentliche Feiern fillig, denn hierhin fallt die gemeinsa-
me Lesung der Artikel von Alfred Wallace und Charles Darwin vor der Linnean Society
in London zur Verdnderlichkeit der biologischen Arten.

150 Jahre nach diesen bahnbrechenden Erkenntnissen sorgen PCR und Pyrosequenzie-
rung dafiir, dass sich die Datenbanken in immer hoherem Tempo mit neuen Nukleotid-
sequenzen — inzwischen ldngst ganzen Genomen der Eukaryonten — fiillen. Neben dem
abstrakten ,,Genom des Menschen” liegen uns nun auch schon die individuellen Geno-
me zweier wichtiger Akteure in diesem Feld — James Watson und Craig Venter — vor.
Stammesgeschichtlich noch viel interessanter sind da aber eher andere Neuzugénge der
ersten Jahreshilfte 2008, so beispielsweise das Schnabeltier Ornithorhynchus, das Lan-
zettfischchen Branchiostoma, der Lacktrichterling Laccaria, das Laubmoos Physcomitrella,
die Pappel Populus, der Choanoflagellat Monosiga oder das Chromatophorengenom von
Paulinella. Sie alle scheinen Zeugen fiir das rasche Wachstum im Feld der Phylogenomik
zu sein, weit verteilt iiber den Stammbaum des Lebens. Tatsédchlich aber ist es die unge-
heure Biodiversitit in all den Verwandtschaftsgruppen, die molekulare Phylogenetik so
faszinierend macht und die sie nur schlaglichtartig reprédsentieren.

Methodisch sind in der molekularen Phylogenetik Likeliliood-basierte, insbesondere die
Bayesianischen Ansétze auf dem Vormarsch und spielen neben den klassischen Distanz-
und Parsimonieverfahren eine immer grofiere Rolle. Ganz besonders die erheblich ver-
besserten Methoden, die erlauben, unseren Stammb&umen eine Zeitskala zu geben und
die Verzweigungen im Baum des Lebens zu datieren, zéhlen zu den spannendsten neuen
Entwicklungen, denen wir hier nun mehr Raum geben. Wir hoffen, mit diesen und an-
deren Aktualisierungen und den weiteren Umbauarbeiten fiir die zweite Auflage nichts
verschlimmbessert zu haben.

Danksagung

Ein ganz allgemeiner Dank unsererseits geht zunéchst an die vielen wohlmeinenden
Kollegen fiir ihre freundlichen Kommentare zum Erscheinen der ersten Auflage. Kon-
krete Vorschldge zur Umsetzung von Verbesserungen kamen insbesondere von Prof.
Michael Schmitt, Herrn Gerrit Hartig und Herrn Simon Fischer. Dafiir besonders herz-
lichen Dank. Herzlicher Dank gebiihrt auch Herrn Dr. Bernd Miiller fiir zahlreiche klei-
nere Verbesserungsvorschldge und Herrn Felix Grewe fiir das Korrekturlesen einzelner
Kapitel. K.M. mochte noch einmal der Deutschen Telekom Stiftung danken, deren finan-
zielle Unterstiitzung wesentlich zur Entstehung der ersten Auflage beigetragen hatte.
Vielen Dank unverdndert an Dr. Iven und Dr. Moltmann fiir die Betreuung des Projektes
auf Verlagsseite.
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Vorwort zur ersten Auflage

Das 20. Jahrhundert ist gelegentlich als das Jahrhundert der Biologie, insbesondere der
Molekularbiologie, bezeichnet worden. Ob nun in der Tat die Biologie im letzten Jahr-
hundert noch grofiere Fortschritte gemacht hat als andere Wissenschaften, sei dahinge-
stellt. Eines aber ist sicher: In der Mitte des 20. Jahrhunderts ist das Gen stofflich fassbar
geworden. Wir wissen sehr genau, wie wir uns unsere Erbanlagen vorzustellen haben.
Wir kennen ihre chemische Beschaffenheit und wir kénnen die Sprache der Gene in al-
len heute lebenden Organismen zumindest prinzipiell lesen. Nicht nur das — im letzten
Drittel des 20. Jahrhunderts haben wir auch gelernt, diese Sprache zu schreiben und in
transgenen Organismen durch molekularbiologische Methoden zu verandern.

Ein Jahrhundert vor der Entwicklung der Gentechnik hatte ein anderer, zunéchst rein
theoretischer, Erkenntnisgewinn in der Biologie vergleichbar weitreichende gesellschaft-
liche Auswirkungen — wenn auch nicht fiir den Alltag, so doch fiir Daseinsphilosophie
und Selbstverstandnis. Das Konzept der Evolution hat ein biblisch-statisches Bild von
der Vielfalt biologischer Arten unwiderruflich vom Sockel gestoflen. Was heute auf der
Erde lebt, ist das Ergebnis von 3,5 Milliarden Jahren an biochemischem Probieren, Ver-
werfen, Verdndern und Anpassen als Antwort auf eine sich verdandernde Umwelt unse-
res Planeten im weitesten Sinne — klimatisch, chemisch und biologisch. Einiges tiber die
Geschichte des Lebens auf der Erde konnen wir Fossilfunden entnehmen. Die Vielfalt an
Dinosauriern vor ihrem Aussterben vor 65 Millionen Jahren ist anhand ihrer beeindruck-
enden versteinerten Skelette gut nachvollziehbar und die Entstehung vieler tierischer
Baupldne im Kambrium vor mehr als 500 Millionen Jahren ebenso. In anderen Bereichen
aber ist organismische Vielfalt und Verdnderung langst nicht so gut mit Fossilien doku-
mentiert: Bakterien und andere Einzeller hinterlassen viel seltener deutliche Spuren und
auch die Entstehung der ersten Landpflanzen auf der Erde ist nur unzufriedenstellend
dokumentiert. Es bleiben die rezenten, heute lebenden Organismen, deren morphologi-
sche Merkmale oft jedoch nur vage oder sogar widerspriichliche Riickschliisse auf die
Geschichte ihrer Evolution zulassen.

Hier bekommt der Evolutionsforscher mit den Sequenzen biologischer Makromolekiile,
sei es mit den DNA-Sequenzen der Gene oder den abgeleiteten Aminosduresequenzen
der Proteine, ein vollig neues Instrumentarium. In diesen Sequenzen ist die Geschichte
des Lebens gespeichert. Aus unseren Gensequenzen lasst sich ableiten, ob wir mit Goril-
la, Schimpanse oder Orang-Utan am engsten verwandt sind. Auch dort, wo klassische
Merkmale rar sind, wie bei den Einzellern, gibt es immer noch Hunderte von Genen
mit gleicher Funktion, aus deren schleichenden Sequenzveranderungen wir die Evoluti-
onsgeschichte dieser Organismen mit oft erstaunlicher Sicherheit erschlieffen konnen. In
diesem Buch geht es darum, wie die Erkenntnisse der Molekularbiologie in die Konzepte
der Evolution einfliefen. Wie also helfen uns die informationsspeichernden Makromo-
lekiile die Stammesgeschichte des Lebens nachzuzeichnen?

Das Konzept unseres Buches

Das Interesse an molekularen Stammb&dumen kann den unterschiedlichsten Hintergriin-
den entstammen. Einige systematisch und taxonomisch arbeitende Biologen bedienen



Vil

sich seit bald 20 Jahren der zunehmend einfacher zu gewinnenden molekularen Se-
quenzdaten, um die Stammesgeschichte und Evolution der Organismengruppen, die
ihnen am Herzen liegen, zu verstehen. Fiir dahingehend Interessierte halten die Da-
tenbanken vielleicht schon ein noch schlummerndes Potential bereits verfiigbarer in-
teressanter Sequenzen bereit. Molekularbiologen wiederum wollen vielleicht mit der
evolutiven Entstehungsgeschichte der Proteine, Gene oder Genfamilien ihres Interesses
mehr Einsichten tiber deren Funktion gewinnen — moglicherweise ist im Hinblick auf
eine Publikation ein Genstammbaum gefragt.

Dem Biologiestudenten mag schlicht die interessante Schnittstelle von Molekularbiolo-
gie und Bioinformatik als einer der spannendsten Bereiche seines Faches erscheinen. Der
Zugang in die Welt der molekularen Phylogenetik scheint jedoch vielen beschwerlich.
Aufler einem Verstandnis fiir die Molekularbiologie braucht es Datenbanken, Compu-
ter, Programme und zum tieferen Verstdandnis auch etwas Mathematik, und zumindest
einer dieser Bereiche schreckt manche interessierten Biologen und Biologiestudenten ab.
Die verschiedenen Ansitze, Methoden und Modelle zur Stammbaumkonstruktion mit
molekularen Sequenzdaten lassen die Materie oft zu theoretisch erscheinen, als dass sie
zu forscherischer Tétigkeit motivieren wiirden. Die eher unfruchtbaren Gefechte zwi-
schen den Befiirwortern der einen gegeniiber der anderen phylogenetischen Methodik
machen den Zugang auch nicht leichter.

Wir wollen in diesem Buch zum Learning-By-Doing motivieren, ohne dabei die Grundla-
gen zu vernachlédssigen. Die interessierten Leser sollen einen klaren Leitfaden zum Um-
gang mit Datenbanken und Programmen an die Hand bekommen, mit dem sie selbst
schnellstmoglich loslegen konnen. Der ungeduldige Student mit biologischem Wissens-
hintergrund mag Kapitel 1 bis 3 tiberspringen und gleich bei 4 einsteigen. Das Buch
konnte nach dem Studium der Grundlagen seinen Platz direkt neben dem PC finden
und helfen, mit eigenen Sequenzdaten oder solchen aus den Datenbanken Alignments
zu produzieren, Methoden auszuprobieren, Parameter zu verdndern und gute Stamm-
bdume zu produzieren — oder auch nur den kritischen Blick auf die publizierten Stamm-
baume der Kollegen schirfen. Wir hoffen, dass Index, Glossar und Verweise auf die Ori-
ginalliteratur es auch als Nachschlagewerk niitzlich machen. Andererseits wollen wir
hier und da auch zur Erkundung neuer Terrains motivieren, denen wir uns hier nicht
in groferer Breite widmen konnen. Insofern bleibt zu hoffen, dass wir mit dem hier
gewdhlten Kompromiss im Spannungsfeld zwischen Umfang und Preis nicht véllig da-
nebenliegen.

Molekulare Phylogenetik ist vielleicht noch mehr als andere Bereiche der modernen Bio-
logie von Jargon und englischen Fachtermini dominiert. Wir bemiihen uns hier nach be-
scheidenen Kraften um die deutsche Sprache, wenn auch nicht auf Kosten des Wiederer-
kennungswertes in der Literatur. So wird dann das ,,Alignment” fiir uns als das Ergebnis
einer Alinierung {ibernommen, aber den feinsinnigen Unterschied zwischen Probability
und Likelihood wollen wir nicht mit deutschen Wahrscheinlichkeiten verwéassern.
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1 Die molekularen Grundlagen des
Lebens

., We wish to suggest a structure for the salt of deoxyribose nucleic acid (D.N.A.).

This structure has novel features which are of considerable biological interest. [...]

It has not escaped our notice that the specific pairing we have postulated immediately suggests a
possible copying mechanism for the genetic material”

J. D. Watson und F. H. C. Crick (zwei Satze aus ihrer bahnbrechenden Publikation in
der Ausgabe von Nature am 25. April 1953)

Wir sind weit gekommen, seit Johannes Friedrich Miescher 1869 in der Schlosskiiche zu
Tiibingen, dem Labor von Felix Hoppe-Seyler, zum ersten Mal Desoxyribonukleinsdu-
re, die er noch Nuklein nannte, aus Eiter isoliert hat. Dass diese chemisch scheinbar so
langweilige Substanz entgegen der Erwartung der meisten Wissenschaftler tatsachlich
Trager der Erbinformation sein konnte, wurde erst ein dreiviertel Jahrhundert spéter
iiberzeugend gezeigt. Mit dem legendédren Modell der Doppelhelix wurde die Desoxy-
ribonukleinsdure (DNA) 1953 als Trédger der Erbinformation zur chemisch verstandenen
Tatsache. In den 1960er Jahren haben wir gelernt, die Sprache der Gene zu lesen, in den
1970er Jahren auch, sie zu schreiben — die Verkniipfung von Genen im Reagenzglas, ih-
re Vermehrung und das Umsetzen der Erbinformation in Proteine wurde in Bakterien
moglich. Rund 50 Jahre nach der Aufklarung der DNA-Struktur ist auch die gesamte
Genomsequenz des Menschen bekannt. Die Genome dienen, gleichsam als Handbticher
und Gebrauchsanweisungen, vornehmlich als Informationsspeicher der Steuerung aller
Lebensfunktionen. Die Kopierarbeiten an diesen Biichern des Lebens bringen Tippfeh-
ler, neue Sétze, Kapitel, umgestellte Passagen und fehlende oder neu eingefiigte Seiten
mit sich. Aus diesen Verdnderungen die Stammesgeschichte der Organismen nachzu-
zeichnen, ist Gegenstand der molekularen Phylogenetik.

Ubersicht
1.1 Erbinformation: Nukleotide und DNA 2
1.2 Der genetische Code 9
1.3 Die Proteinbiosynthese 11
1.4 Chromosomen und Chromatin — Gene, Genome und Genetik 17
1.5 Endosymbiontengenome in Mitochondrien, Chloroplasten und ... ? 21
1.6 Molekulare Besonderheiten 26
1.6.1 Introns, alternatives Splicing, Trans-Splicing und Inteine 26
1.6.2 Gene auf Wanderschaft 28
1.6.3 Der doch nicht ganz so universelle genetische Code 29
1.6.4 RNA-Editing 30
1.6.5 Aminosauren 21,22, ... 31
1.6.6 RNAI und die Definition des Gens 31
1.7 Die Werkzeugkiste der Gentechnologie 32
1.7.1 Molekulare Klonierungen und Elektrophoresen 32
1.7.2 PCR - die molekulare Kettenreaktion 36
1.7.3 DNA-Sequenzierung 37
1.7.4 cDNA 42
1.7.5 Hybridisierung und Blottingverfahren 42

1.8 Leseempfehlungen 43



2 1 Die molekularen Grundlagen des Lebens

1.1 Erbinformation: Nukleotide und DNA

Jede kleinste lebende Einheit eines Organismus, jede Zelle, trédgt alle Informationen zu
ihrem Funktionieren mit sich. Organismen nehmen wir mit blofem Auge war, wenn
sie aus hinreichend vielen Zellen aufgebaut sind — sei es Moos, Fliege, Fliegenpilz, Tan-
nenbaum oder Mensch. Bei letzterem besteht der Korper aus rund 100.000.000.000.000
Zellen (Einhunderttausend Milliarden). Um einzellige Lebensformen wie Bakterien oder
Hefezellen zu sehen, brauchen wir in der Regel ein Mikroskop.

Weil alle Formen des Lebens, egal ob mehrzellig oder einzellig, nur aus der Teilung von
Zellen hervorgehen kénnen, sind sie ganz notwendig an die Speicherung und Weiterga-
be der Information iiber ihr Funktionieren gebunden — wir sprechen von der Erbinfor-
mation. Die komplette Erbinformation ist in jeder Zelle eines Individuums gleicherma-
f3en vorhanden, in der Wurzelzelle einer Rose ebenso wie in ihren Bliitenblittern, in der
Leberzelle eines Menschen ebenso wie in seiner Haarwurzel.

Nicht nur jede biologische Art, jede Spezies, ist in ihrer Erbinformation einzigartig, son-
dern sogar jedes Individuum: Eine Rose ist nicht wie die andere, ein Mensch nicht wie
der andere. Aber es gibt Ausnahmen: Thr eineiiger Zwilling ist in seiner Erbinformati-
on mit Ihnen identisch, also Ihr Klon. Der Ableger, den Sie von der Kiibelpflanze Ihres
Nachbarn bekommen ist ebenso ein Klon und bleibt in seiner Erbinformation zeitlebens
zur ,Mutterpflanze” identisch. Auf der individuellen Einzigartigkeit basieren forensi-
sche Analysen: Wer winzige Zellreste von Haut, Haar, Speichel, Blut oder anderen Kor-
perfliissigkeiten an einem Tatort hinterldsst, muss damit rechnen, durch die Unverwech-
selbarkeit seiner Erbinformation eindeutig als Tater entlarvt zu werden.

Die Biologie ist allerdings eine Wissenschaft der Grauzonen und Ausnahmen, und es ist
niitzlich und erforderlich, diese auch immer im Auge zu behalten: Rote Blutkoérperchen
beispielsweise sind zwar funktionierende Zellen, wenn auch mit nur kurzer Lebenszeit,
sie haben aber keine Erbinformation mehr. Sie konnen sich nicht teilen und miissen aus
den Stammzellen im Knochenmark immer neu gebildet werden. Viren wiederum haben
zwar Erbinformation, aber sie leben nicht, denn sie brauchen immer lebende Zellen, um
ihre Erbinformation und ihre Hiille zu vermehren. Die Zellen unseres Immunsystems
schliefllich sind in ihrer Erbinformation nicht vollig identisch mit anderen Korperzellen,
ihre Erbinformation ist etwas umgestaltet (rekombiniert).

Nicht zuletzt die molekulare Phylogenetik, also die Aufschliisselung der Stammesge-
schichte mittels molekularer Daten, hat klar gezeigt, dass das Leben auf der Erde in drei
grofle Dominen fillt. Die Erbinformation ist bei allen Organismen, die aus vielen Zellen
bestehen und auch in vielen Einzellern, den Protisten, in einem spezifischen, membra-
numbhiillten Kompartiment der Zellen, dem Zellkern oder Nukleus, verpackt. Diese
grofle Gruppe ist die Doméne der Eukaryonten (Eukaryota). Zu ihnen gehoren alle Tie-
re, Pilze und Pflanzen, aber beispielsweise auch die Hefen, die Am&ben und die Erreger
der Schlafkrankheit (Trypanosomen) oder der Malaria (Plasmodien). Ihnen gegeniiber
stehen viel einfacher gebaute, kleinere Zellen ohne Zellkern, die Prokaryonten. Die Pro-
karyonten wiederum zerfallen ganz unzweifelhaft in zwei sehr alte Gruppen, eben die
anderen beiden Doménen des Lebens: die ,,echten” (Eu-)Bakterien und Cyanobakterien
einerseits (Bacteria) und die Archaea (Archaebakterien) andererseits. Die letztgenannte
Gruppe wurde durch die Arbeiten von Carl Woese identifiziert und Wissenschaftler wie
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Karl Otto Stetter haben sich um die Beschreibung und Charakterisierung vieler Archaea
verdient gemacht. Zu den Archaea gehoren viele Organismen, die an den unwirtlichs-
ten Orten dieses Planeten, wie den heiflen Quellen des Yellowstone-Nationalparks oder
submarinen Vulkanen, bei extremen Temperaturen, Driicken, pH-Werten oder Salzkon-
zentrationen existieren.

Das Leben auf der Erde ist etwa 3,5 Milliarden Jahre alt, aber noch ist nicht klar, wie
die Verwandtschaftsverhiltnisse zwischen den drei groflen Doménen des Lebens (Euka-
ryonten, Eubakterien und Archaea) tatsdchlich sind. Einigen Ideen liegt die Annahme
zugrunde, dass die Eukaryontenzelle als Hybrid aus der Verschmelzung eines Eubakte-
riums und eines Archaebakteriums hervorgegangen ist.

Die Gesamtheit der Erbinformation eines Organismus nennen wir sein Genom. Die Er-
kenntnisse der klassischen Genetik iiber die Vererbung von Merkmalen sind zwar sehr
wesentlich — fiir unser Buch von mindestens ebenso grofier Bedeutung sind aber vor
allem die Erkenntnisse der Molekularbiologie. Nicht nur einzelne Gene sondern gan-
ze Genome sind durch die Fortschritte der Molekularbiologie greifbar geworden. Der
Begriff des Gens hat seit seiner Einfithrung im Laufe des 20. Jahrhunderts mit den Er-
kenntnissen der Molekularbiologie notwendigerweise einen gewissen Definitionswan-
del durchgemacht. Aus der zundchst nur theoretisch postulierten genetischen Einheit,
die eine Merkmalsauspragung bewirkt, ist mit den Erkenntnissen der Molekularbiolo-
gie ein klar definiertes und gut verstandenes chemisches Molekiil geworden: Ein Gen
ist ein Stiick des groflen DNA-Molekiils, der Desoxyribonukleinsdure, die in allen Zel-
len als chemischer Speicher unserer Erbinformationen dient (Abb. 1.1 auf der nichsten
Seite). Ein Gen ist nun eindeutig charakterisiert durch die spezifische Abfolge von vier
chemischen Bausteinen der DNA, den vier Nukleotiden Adenosin, Cytidin, Guanosin
und Thymidin (Abb. 1.1). Diese Baukastenchemie eint alles Leben auf der Erde und
mit der Abfolge dieser Nukleotide, der so genannten Nukleotidsequenz, ist ein Gen
eindeutig beschrieben. Die rdaumliche Gestalt des Riesenmolekiils DNA, die berithm-
te Doppelhelix, ist 1953 in der bahnbrechenden Arbeit von James Watson und Francis
Crick publiziert worden. Selten hat Grundlagenforschung so weit reichende Auswir-
kungen gehabt. In diesem Fall hat sie die Molekularbiologie als eigenes Forschungsfeld
begriindet. Heute wissen wir, dass etwas mehr als drei Milliarden Basenpaare (3 GBp. =
3000 MBp, Tab. 1.3 auf Seite 18) in der DNA des Menschen unser Genom ausmachen. Mit
den bekannten Dimensionen der DNA (Abb. 1.1) ldsst sich errechnen, dass die gesamte
ausgestreckte DNA des Menschen etwas langer als einen Meter wire.

Die 5-3’-Orientierung der Nukleotidstrange im Makromolekiil DNA und auch in der
RNA, der wir uns im Folgenden widmen, ist von allergrofiter Bedeutung. Nukleinsdu-
ren werden immer von 5" nach 3’ synthetisiert. Dies liegt in der Biochemie begriindet:
Die freien Nukleotidbausteine liegen in der Zelle als Triphosphate vor, die an die 5-OH-
Gruppe der Pentosen verestert sind (Abb. 1.1 auf der nédchsten Seite): ATP, CTP, GTP
und UTP fiir die RNA- und dATP, dCTP, dGTP und dTTP fiir die DNA-Synthese. Zwei
der drei energiereichen Phosphatreste werden beim Einbau abgespalten, das zucker-
standige dritte geht bei Verlingerung der Ketten die neue Bindung an die freie 3’-OH-
Gruppe der zuvor eingebauten Ribose ein.

Natiirlich gingen andere wichtige Beobachtungen dem DNA-Modell von Watson und
Crick voraus. Die von Erwin Chargaff gefundene Aquimolaritit von Adenosin und Thy-
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Abbildung 1.1 Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) ist das Erbmaterial in allen lebenden Zellen.
Sie hat die Struktur einer Doppelhelix. Das Rickgrat der zwei antiparallelen Molekiilstrange ist
eine Kette aus Desoxyribosemolekiilen (Pentosezuckern), die jeweils an den 5’- und 3’-Positionen
ihrer Ringstruktur Uber Phosphodiesterbindungen miteinander verknlpft sind. Am Kohlenstoffatom
1 der Desoxyribose ist immer eine der vier Nukleotidbasen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G)
oder Thymin (T) verknUpft. Diese Basen sind nach innen angeordnet, wobei immer nur A und T
mit zwei oder C und G mit drei Wasserstoffbriickenbindungen zur Paarung kommen. Diese spe-
zifischen Basenpaarungen sind das Geheimnis sowohl hinter der Weitergabe der Erbinformation
Uber Generationen hinweg in der Replikation wie auch hinter dem Fluss der genetischen Infor-
mation in der Zelle Uber die Ribonukleinsdure RNA in die Proteine. Auch sehr viele, grundlegende
Methoden der Molekularbiologie und Gentechnik wie PCR, DNA-Sequenzierung oder die Hybridi-
sierung von Blots oder Arrays mit Sonden basieren auf der spezifischen, komplementaren Paarung
von Nukleotidstrangen. RNA unterscheidet sich von DNA chemisch in der Pentose des Zucker-
Phosphat-Ruckgrats: Die Ribose in der RNA hat gegentber der Desoxyribose in der DNA eine
zusétzliche Hydroxyfunktion (OH-Gruppe) in der 2’-Position. AuBerdem wird die Nukleotidbase
Thymin in der DNA in der RNA durch Uracil ersetzt. Das resultierende Nukleotid Uridintriphosphat
ist unten rechts in der Abbildung dargestellt. Die Kettenverldngerung in der Replikation oder der
Transkription erfolgt immer in der 5’-3'-Orientierung durch Knlpfen einer neuen Phosphodiester-
bindung an eine freie 3’-OH-Gruppe unter Abspaltung eines Diphosphates.

midin und Guanosin und Cytidin in der DNA und vor allem die Daten von Rosalind
Franklin aus der Rontgenstrukturanalyse von DNA hatten hier ganz fundamentale Be-
deutung. Eine kurze Geschichte der wichtigen Entdeckungen, die die Molekularbiologie
begriindet haben, gibt Tabelle 1.1 auf der nichsten Seite.
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In unnachahmlichem britischen Understatement beschreibt der letzte Satz der Publi-
kation von Watson und Crick aus dem Jahre 1953, wie sich aus den komplementéren
Basenpaarungen in der DNA sofort ein Mechanismus fiir die Weitergabe von Zelle zu
Zelle tiber Generationen ableitet. Wie ein Reifiverschluss 6ffnet sich hierzu der DNA-
Doppelstrang und zu jedem Einzelstrang wird sein spiegelbildliches Gegenstiick neu
aus den vier chemischen Nukleotidbausteinen hergestellt. Der Mechanismus der DNA-
Verdoppelung, der sicherstellt, dass zwei Tochterzellen wieder mit den identischen Erb-
informationen ausgestattet werden, heifdt Replikation. Er ist fast perfekt. Wére er ganz
perfekt, wiirden wir nicht existieren, seine Fehlerrate ist Grundlage der Evolution. Die
sehr seltenen Fehler in diesem Mechanismus sind es, die die Vielfalt des Lebens, wie
wir es kennen, moglich machen. In diesem Mechanismus sind Vererbung, Verdnderung,
Ahnlichkeit und Unterschied, Innovation und Erbkrankheit begriindet. Von den klei-
nen und grofieren Verdnderungen in den Nukleotidsequenzen der DNA und was wir
mit den Methoden der Molekularen Phylogenetik daraus lernen konnen, handelt dieses
Buch.

Tabelle 1.1 Historische Meilensteine der Genetik und Molekularbiologie

1869 isoliert Johannes F. Miescher (*13.08.1844, 126.08.1895) im Labor von Felix Hoppe-
Seyler (*26.12.1825, 110.08.1895), einem der wegweisenden Begriinder der Biochemie,
erstmalig Desoxyribonukleinsédure (DNA) aus Kernen von Leukozyten im Eiter. Er nennt
die Substanz zunachst Nuklein.

1882 publiziert Walther Flemming (*21.04.1843, 704.08.1905) sein Buch ,Zellsubstanz, Kern
und Zelltheilung®. Er pragt die Begriffe Chromatin und Mitose und begriindet die Cytoge-
netik.

1900 ff. Die Mendelschen Regeln, die 1865 von Johann Gregor Mendel (*20.07.1822,
106.01.1884) durch Kreuzungsversuche an Erbsen aufgestellt wurden, werden 35 Jah-
re spater durch Carl Correns (*19.09.1864, 114.02.1933), Hugo de Vries (*16.02.1848,
121.05.1935) und Erich Tschermak von Seysenegg (*15.11.1871, 111.10.1962) wieder
entdeckt. Die Chromosomentheorie der Vererbung geht etwa

1902 auf die Beobachtungen von Theodor Boveri (*12.10.1862, 115.10.1915) an Chromoso-
men seit 1887 und auf Walter Sutton (*05.04.1877, 110.03.1916) zurlick. Zwischen den
Erkenntnissen der Vererbungslehre und den mikroskopischen Beobachtungen der Zell-
biologie wird so eine Verbindung hergestellt.

1909 definiert Wilhelm Johannsen (*03.02.1857, 111.11.1927) die Begriffe Gen, Genotyp und
Phanotyp. Nach

1909 beschreibt Phoebus A. Levene (*25.02.1869, +06.09.1940) die Ribose als Komponente
der RNA und 20 Jahre spater die Desoxyribose als Bestandteil der DNA, ebenso klart
er die chemische Struktur der Nukleotidbasen auf. Seine Annahme von einem , Tetranu-
kleotid“ aus den vier verschiedenen Nukleotiden stellt sich mit dem DNA-Modell von 1953
allerdings endguiltig als falsch heraus.

1910 kann Thomas H. Morgan (*25.09.1866, 105.12.1945) an der Fruchtfliege Drosophila, die
er als Modellorganismus in die Genetik einflihrt, die Korrelation zwischen einem Merkmal
und einem chromosomalen Genort festmachen. Augenfarbe und Geschlecht stellten sich
als chromosomal gekoppelt heraus. Sein Labor beeinflusst ganz stark die Genetik fir die
erste Halfte des 20. Jahrhunderts. So tragt sein Schuler Alfred Sturtevant (*21.11.1891,
105.04.1970) die wichtigen Erkenntnisse Uber die Kopplung von Genen auf einem Chro-
mosom bei. Diese Kopplung von Anlagen bei der Vererbung wird umso leichter durch
das Crossing over von homologen Chromatiden in der ersten Reifeteilung der Meiose
unterbrochen, je weiter die Gene auf dem Chromosom voneinander entfernt sind. Der
prozentuale Anteil durch Crossing over getrennter Genorte wird spater mit cM fiir Centi-
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morgan bezeichnet. Zufélligerweise waren Ubrigens keine zwei der sieben von Mendel an
Erbsen untersuchten Merkmale eng gekoppelt. Ein anderer Schiiler Morgans, Hermann
Muller (21.12.1890, 705.04.1967) zeigte

die mutagene Auswirkung von energiereicher Strahlung.

definiert Frederick Griffith (*1877, 11941) das transformierende Prinzip an seinem legen-
déren Experiment mit zwei Pneumokokken-Stdmmen an M&usen. In den

Jahren gruppiert sich um Max Delbriick (*04.09.1906, 109.03.1981) und Salvador E. Lu-
ria (*13.08.1912, 106.02.1991) die Phage Group von Wissenschaftlern, die mit den Unter-
suchungen an T-Bakteriophagen die Molekulargenetik der Bakterien und Bakteriophagen
etablieren.

haben George Wells Beadle (*22.10.1903, 709.06.1989) und Edward L. Tatum
(*14.12.1909, 105.11.1975) den Schimmelpilz Neurospora crassa als Modellorganismus
etabliert und eine Reihe von Mutanten hergestellt, die auf Mangelmedien nicht mehr
wachsen kénnen. Das komplette Genom von Neurospora crassa von 43 MBp mit et-
wa 10.000 Genen wird im Jahr 2003 vorgestellt. Die Ergebnisse von Beadle und Tatum
begriinden die Ein-Gen-ein-Enzym-Hypothese. Im Prinzip wurde diese Idee allerdings
bereits zu Beginn des Jahrhunderts von Archibald Garrod (*25.11.1857, 128.03.1936)
durch seine Beobachtungen der menschlichen Erbkrankheit Alkaptonurie begriindet, blieb
aber fast unbeachtet.

zeigen Oswald T. Avery (*21.10.1877, 102.02.1955), Maclyn McCarty (*09.06.1911,
102.01.2005) und Colin MacLeod (*28.01.1909, 111.02.1972), dass DNA und nicht Pro-
teine das ,transformierende Prinzip“ sind, mit dem phénotypische Eigenschaften von
Pneumokokken-Stdammen Ubertragen werden und widersprechen damit der Vorstellung
der meisten Wissenschaftler, dass nur die chemisch komplexeren Proteine, keines-
falls die DNA, Trager der Erbinformation sein kdénnen. Erwin Schrédinger (*12.08.1887,
104.01.1961) publiziert sein wegweisendes Buch ,What is life?“, das neben anderen auch
James Watson zu seinen Arbeiten an DNA inspirierte

machen Alfred D. Hershey (*04.12.1908, {22.05.1997) und Martha Chase (*1928,
108.08.2003) das legendare Waring-Blendor-Experiment: Radioaktiv markierte DNA,
aber nicht radioaktiv markierte Proteine dringen nach Anheftung von Bakteriophagen in
Bakterienzellen ein und verursachen die Infektion.

publizieren James D. Watson und Francis H. C. Crick (*08.06.1916, 28.07.2004) das
Modell der DNA-Doppelhelix mit zwei antiparallelen Strangen der Desoxyribonukleinsau-
re, das sich als richtig herausstellt. Ihr Modell der Basenpaarungen basiert wesentlich
auf den Nukleotid-Stéchiometrien (A=T und G=C), die Erwin Chargaff (*11.08.1905,
120.06.2002) gefunden hatte und auf den Daten der Rdntgenstrukturanalyse von Ro-
salind E. Franklin (*25.07.1920, 116.04.1958) und Maurice H. F. Wilkins (*15.12.1916,
105.10.2004). Joshua Lederberg (*23.05.1925, 102.02.2008) pragt den Begriff Plasmid
far autonom replizierende DNA in Bakterien. Frederick Sanger und Kollegen bestimmen
die ersten kompletten Aminosauresequenzen eines Proteins, von Insulin.

zeigen Paul C. Zamecnik und Kollegen, dass Ribonukleotidpartikel die Orte der Protein-
biosynthese in der Zelle sind, die damals noch Mikrosomen, spater Ribosomen genannt
werden.

isolieren Paul Zamecnik und Mahlon Hoagland die tRNA — das Adaptormolekdil der Prote-
inbiosynthese, das von Francis Crick rein theoretisch postuliert war. Im Labor von Severo
Ochoa (*24.09.1905, 101.11.1993) wird die erste RNA-Polymerase isoliert.

machen Elliot Volkin und Lazarus Astrachan (*1925, 127.07.2003) ein Experiment mit
Bakteriophagen, mit dem sie die messenger RNA (mRNA) identifizieren, nennen sie
aber noch ,DNA-like RNA®. Die Implikationen ihres Experiments werden nicht gewlrdigt
und in ihrer Tragweite zur Entschlisselung der Prinzipien der Proteinbiosynthese erst
1960 beim beriihmten ,Karfreitagstreffen“ von Francis Crick, Sidney Brenner und Jacques
Monod erkannt. Arthur Kornberg (*03.03.1918, 126.10.2007) und Kollegen isolieren die
DNA-Polymerase.

liefern Matthew Stanley Meselson und Franklin Stahl den experimentellen Beleg fir die
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semikonservative Replikation der DNA, die sich aus dem Modell von Watson und Crick
so elegant ergeben hatte und in deren Publikation von 1953 bereits angedeutet wurde.

entwickeln Arthur Pardee, Francois Jacob und Jacques L. Monod (*09.02.1910,
131.05.1976) mit dem nach ihnen benannten PaJaMo-Experiment das Konzept der mes-
senger RNA (mRNA) als kurzlebigem Boten, der als Genkopie die genetische Informati-
on tragt. Jacob und Monod entwickeln in der Folgezeit das wegweisende Operon-Modell
zur Regulation von Genaktivitat in Bakterien. Aus verschiedenen Arbeiten von Francis
Crick, Sydney Brenner, Seymour Benzer (*15.10.1921, 130.11.2007), Leslie Barnett und
George Gamow (*04.03.1904, 119.08.1968) wird die Kolinearitat zwischen Gen und Pro-
tein, und der nicht tiberlappende Code aus Triplett-Codons klar.

belegen Sydney Brenner, Francois Jacob und Matthew Meselson die Existenz der mRNA
als kurzlebigem Informationstibertrager experimentell. Marshall W. Nirenberg und Hein-
rich Matthaei identifizieren die Identitat des ersten Codons: Das Triplett UUU codiert fir
die Aminosaure Phenylalanin.

ist der genetische Code (Abb. 1.2 auf Seite 10) auch durch weitere Arbeiten der Labore
von Nirenberg, Crick sowie Har Gobind Khorana und Robert W. Holley (28.01.1922,
111.02.1993) vollstéandig entschlisselt. Holley, Khorana und Nirenberg erhalten hierfiir
den Nobelpreis 1969. Walter Gilbert und Benno Miiller-Hill gelingt mit der Isolierung des
Lac-Repressors und

Mark Ptashne mit der Isolierung des Lambda-Phagen-Repressors der klare Nachweis
zur Regulierung der Genaktivitat durch DNA-bindende Proteine.

werden von Hamilton O. Smith, Kenneth W. Wilcox, Werner Arber und Daniel Nathans
(*30.10.1928, 116.11.1999) die ersten Restriktionsenzyme, also sequenzspezifische
DNA-Endonukleasen, aus Haemophilus influenzae isoliert.

entdecken Howard Temin (*10.12.1934, 109.02.1994), Renato Dulbecco und David Balti-
more unabhangig die Reverse Transkriptase aus Retroviren, die RNA in DNA verwandelt
und in der Folgezeit als sehr niitzliches Enzym fur die Molekularbiologie zur Synthese von
cDNA ganz fundamentale Bedeutung erlangt.

gelingt Herbert Boyer und Stanley N. Cohen die erste genetische Transformation mit
rekombinierter DNA: Plasmidsequenzen waren zuvor im Reagenzglas in vitro neu mit-
einander kombiniert worden. Herbert Boyer griindet bereits 1976 mit Robert Swanson
»Genentech, Inc.”, das erste gentechnologische Unternehmen, und bereits 1978 gelingt
erstmalig mit einem gentechnischen Ansatz die Herstellung eines Proteins: Insulin, das
bereits vier Jahre spater auf den Markt kommt.

beschreiben Jeff Schell (*20.07.1935, 117.04.2003), Marc Van Montagu und Kollegen in
Europa und Mary-Dell Chilton in den USA das tumorinduzierende Ti-Plasmid aus Agro-
bacterium tumefaciens als Ursache der pflanzlichen Wurzelhalsgallen.

findet in Asilomar, Kalifornien, bereits eine Konferenz der flhrenden Wissenschaftler zu
Sicherheitsaspekten der neuen Gentechnologie statt. Edward Southern beschreibt die
spater nach ihm benannte Technik des Southern Blot, den Transfer von DNA aus einem
Agarosegel auf eine Membran nach erfolgter Elekirophorese. Gefolgt von einer Hybridi-
sierung mit radioaktiv markierten DNA-Sonden kénnen aufgrund spezifischer Basenpaa-
rung &hnliche Sequenzen nachgewiesen werden.

zeigt Susumu Tonegawa, dass die Reifung von Genen fiir Immunoglobuline mit einer
somatischen Rekombination der DNA einhergeht. Sidney Altman und Thomas Cech
weisen mit ihren Arbeiten an der RNAse P und einem selbst-spleiBenden, autokatalyti-
schen Gruppe I-Intron aus dem Ciliaten Tetrahymena unabhangig nach, dass RNA neben
seiner Aufgabe als Informationstrager auch katalytische Wirkung haben kann. In der Fol-
gezeit wird von Ribozymen gesprochen. Mit diesen Arbeiten wurden erstmals Daten zur
Stutzung von Spekulationen Uber eine RNA-Welt (RNA World) zu Beginn des Lebens
gefunden.

publizieren Frederick Sanger und Kollegen die komplette Sequenz von 5386 Nukleotiden

des Phagen PhiX174. Die zugrunde liegende Didesoxymethode der DNA-Sequenzierung
setzt einen Meilenstein in der Entwicklung molekularbiologischer Technik und wird bis
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heute prinzipiell unverandert genutzt (Abschnitt 1.7.3 auf Seite 37). Sanger erhalt 1980
den Nobelpreis gemeinsam mit Walter Gilbert, der gemeinsam mit Allan Maxam eine
alternative chemische Methode der DNA-Sequenzierung etabliert hatte.

entdecken die Arbeitsgruppen um Phillip Allen Sharp und Richard Roberts die Mosaik-
struktur eukaryontischer Gene: Codierende Abschnitte, die Exons, sind von Introns unter-
brochen.

etablieren David Botstein und Kollegen die RFLP-Technik (Restriction Fragment Length
Polymorphisms), um genetische Unterschiede zwischen Individuen nachzuweisen und
um aus solchen Unterschieden genetische Karten zu konstruieren.

stellen Anderson und Kollegen die komplette Sequenz der menschlichen mitochondrialen
DNA vor. Erstmalig gelingt es zwei Laboren, transgene Mause, die ersten gentechnisch
verénderten Tiere, herzustellen.

publizieren Frederick Sanger und Kollegen das komplette Genom des Bakteriophagen
Lambda, das Uber Shotgun-Klonierung erhalten worden war. Stanley B. Prusiner stellt
das Konzept der Prions vor, der ,proteinaceous infectious particles”, das sehr lange in
der Fachwelt angezweifelt wird. Inzwischen ist klar, dass infektiése Proteinpartikel véllig
frei von Nukleinsauren die Erreger von Ubertragbaren, neurodegenerativen Krankheiten
sein kdnnen, den so genannten spongiformen Encephalopathien wie z.B. Scrapie, Kuru
oder BSE, die Bovine Spongiforme Encephalopathie (Mad Cow Disease).

berichten vier Forschergruppen aus Belgien und den USA Uber die unabhangig geglickte
stabile Transformation von Pflanzen mittels des Agrobacterium tumefaciens Ti-Plasmids,
das neun Jahre zuvor als transformierendes Prinzip identifiziert worden war.

erfindet Kary Banks Mullis die PCR, die Polymerase Chain Reaction — eine ganz unge-
heure methodische Revolution in der Molekularbiologie.

kommt die FlavrSavr Tomate als erste transgene Pflanze auf den Markt. Dem Produkt ist
kein anhaltender Erfolg beschieden, ganz im Gegensatz zu den ab

in seither steigendem Mal3 angebauten RoundupReady-Pflanzen. Diese transgenen
Pflanzen (zun&chst vor allem Soja) sind gegen das Herbizid Glyphosat resistent, das be-
reits seit 1974 unter dem Handelsnamen Roundup in der Landwirtschaft eingesetzt wor-
den ist. Von TIGR (The Institute of Genomic Research, gegrindet von Craig Venter) wird
das erste Genom eines frei lebenden Organismus, namlich des Bakteriums Haemophilus
influenzae, komplett sequenziert (der gleiche Organismus also, mit dem 25 Jahre zuvor
durch die Isolierung der ersten Restriktionsendonuklease bereits ein erster Meilenstein
gesetzt worden war). Das Haemophilus-Genom enthalt 1.830.137 Basenpaare. Noch im
gleichen Jahr wird, ebenfalls von TIGR, das bisher kleinste Genom eines Eubakteriums
komplett sequenziert, die 580.000 Bp lange DNA von Mycoplasma genitalium.

publiziert ein grofBes internationales Konsortium die erste komplette Sequenz eines eu-
karyontischen Genoms, das 12,1 MBp groBe Genom der Béackerhefe Saccharomyces
cerevisiae mit etwa 6000 Genen.

wird das 4,6 MBp grof3e Genom des Bakteriums Escherichia coli, des Standardorganis-
mus fir molekulare Klonierungen schlechthin, verdffentlicht.

publiziert ein groBBes internationales Konsortium das Genom des Fadenwurms Caeno-
rhabditis elegans (100 MBp). Andrew Z. Fire und Craig C. Mello publizieren ihre Arbei-
ten an Caenorhabditis Uber kleine, gegensinnige RNA-Molekile, die ganz wichtige Rol-
len bei Regulierung von Genaktivitditen haben. Das Ph&dnomen der so genannten ,RNA-
Interferenz (RNAI)“ stellt sich als in héheren Organismen weit verbreitet heraus und er-
klart einige bis dato gemachte merkwirdige Beobachtungen. Mit den Forschungen an
miRNAs, siRNAs und piRNAs (Abschnitt 1.6.6 auf Seite 31) erdffnet sich ein riesiges
neues Forschungsfeld in der Molekularbiologie mit vielfaltigen Anwendungsmdglichkeiten
in Grundlagenforschung und Medizin.

publiziert ein gro3es internationales Konsortium das Genom der ersten Blitenpflanze, der
Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana (120 MBp).

publiziert ein groBes internationales Konsortium das Genom der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster (120 MBp).
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2000 wird die Verfligbarkeit einer Rohfassung des kompletten menschlichen Genoms gefeiert,
um dessen Sequenzierung es einen Wettlauf zwischen dem 6ffentlich geférderten Human
Genome Project (HUGO) und der 1998 wiederum unter Beteiligung von Craig Venter
gegriindeten Firma Celera Genomics gegeben hatte.

2002 wird das Genom von Reis (Oryza sativa, 500 MBp) fertig sequenziert.

2004 wird das menschliche Genom erneut in einer korrigierten Endfassung mit nur noch ganz
wenigen Licken um die Centromere und Telomere der Chromosomen publiziert.

2005 wird mit dem von Jonathan Rothberg entwickelten 454 Life Science Sequencer eine
neue, hochparallele Methode auf Basis der Pyrosequenzierung (Abschnitt 1.7.3 auf Sei-
te 39) marktreif, um DNA viel schneller und kostenglinstiger zu sequenzieren als zuvor
mit dem Didesoxyverfahren. Das 10 Jahre zuvor sequenzierte Genom von Mycoplasma
genitalium wird mit einem einzigen Maschinenlauf neu ermittelt.

2008 ist unter Verwendung des Pyrosequenzierungsverfahren innerhalb von 2 Monaten flr et-
wa eine Million Dollar das komplette Genom von James D. Watson ermittelt, der 55 Jah-
re zuvor mit der Erkenntnis der komplementédren Basenpaarungen eine Schliisselentde-
ckung fir den Bau des DNA-Modells gemeinsam mit Francis Crick gemacht hatte.

1.2 Der genetische Code

Die Sprache der Gene war Mitte der 1960er Jahre verstanden (Tab. 1.1 ab Seite 5). Mit der
Entschliisselung des genetischen Codes war gleichsam der Rosetta-Stein der Moleku-
larbiologie gefunden. Die allermeisten Gene speichern die Information fiir Proteine, die
Funktionstrager in der Zelle. Ein Protein ist wie die DNA ebenfalls eine Sequenz aus che-
mischen Bausteinen, den Aminosduren. Das Alphabet der Proteine hat allerdings mehr
Buchstaben als das der DNA: Den vier Nukleotiden der DNA stehen 20 verschiedene
Aminosduren gegentiber, die in allen Lebensformen auf diesem Planeten in die Herstel-
lung von Proteinen eingehen. Proteine erfiillen sehr verschiedene Aufgaben in der Zelle.
Diverse Funktionen kann man leicht unterscheiden: Als Enzyme katalysieren sie che-
mische Reaktionen (z.B. als Amylase die Starkespaltung). Als Strukturproteine geben sie
Zellen und Organen ihre Gestalt (z.B. das Keratin oder das Aktin). Als Signalmolekiile
oder Hormone iibertragen sie Informationen in oder zwischen Zellen (z.B. Somatotro-
pin). Als Transportproteine bewegen sie Substanzen in oder zwischen Zellen (z.B. Ha-
moglobin oder Ferritin). Als Membranproteine iibertragen sie Signale zwischen Zellen
oder vermitteln den Stofftransport. Als Antikorper des Immunsystems (Immunglobuli-
ne) bekdmpfen sie eingedrungene Fremdsubstanzen.

Der genetische Code (Abb. 1.2 auf der nédchsten Seite) liefert die Erkldarung, wie der In-
formationsfluss von der DNA in die Proteine ablduft. Immer drei Nukleotide tragen die
Information fiir eine Aminosdure. Fast erwartungsgemafs, denn zwei wiirden nicht aus-
reichen, weil mit Dupletts aus zwei Nukleotiden (AA, AC, ..., TG, TT) nur 16 verschie-
dene Aminoséduren codiert werden konnten, mit Tripletts jedoch 64 — mehr als genug fiir
die 20 Aminoséduren. Der genetische Code funktioniert ohne Kommata und Leerzeichen.
Nur das Dreierraster, das so genannte Leseraster (engl. reading frame), muss unbedingt
eingehalten werden.
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2. Codonposition
T Cc A G

TTT  Phenylalanin: F TCT Serin: S TAT Tyrosin : Y TGT Cystein: C T

T TTC  Phenylalanin: F TCC Serin: S TAC Tyrosin : Y TGC Cystein: C C

TTA Leucin: L TCA Serin: S TAA STOP TGA STOP A

TTG Leucin: L TCG Serin: S TAG STOP TGG| Tryptophan: W | G

S CTT Leucin: L CCT Prolin: P CAT Histidin: H CGT Arginin: R T
"§ c CTC Leucin: L CcccC Prolin: P CAC Histidin: H CGC Arginin: R C :
Q CTA Leucin: L CCA Prolin: P CAA Glutamin: Q CGA Arginin: R A o
_§ CTG Leucin: L CCG Prolin: P CAG Glutamin: Q CGG Arginin: R G §'
8 ATT Isoleucin: | ACT Threonin: T AAT Asparagin: N AGT Serin: S T 'g
- A ATC Isoleucin: | ACC Threonin: T AAC Asparagin: N AGC Serin: S C g
ATA Isoleucin: | ACA Threonin: T AAA Lysin: K AGA Arginin: R A g

ATG Methionin: M ACG Threonin: T AAG Lysin: K AGG Arginin: R G

GTT Valin: V GCT Alanin: A GAT Aspartat: D GGT Glycin: G T

G GTC Valin: V GCC Alanin: A GAC Aspartat: D GGC Glycin: G C

GTA Valin: V GCA Alanin: A GAA Glutamat: E GGA Glycin: G A

GTG Valin: V GCG Alanin: A GAG Glutamat: E GGG Glycin: G G

Abbildung 1.2 Der universelle genetische Code. Zu jedem Codon, einem Triplett von drei Ba-
sen in der DNA, sind die zugehdrige Aminoséure und ihr Ein-Buchstaben-Code angegeben. Die
finf Codonfamilien mit je vier Alternativen (A,G,P,T,V) sind leicht grau, die neun Codonfamilien
mit je zwei Alternativen (C,D,E,F,H,K,N,Q,Y) mittelgrau und die beiden ein-eindeutigen Codons
(M,W) dunkelgrau schattiert hervorgehoben. Je sechs Codons codieren fir Arginin, Leucin oder
Serin (R,L,S) und je drei sind Stopcodons oder codieren fur Isoleucin (). In den RNA-Kopien der
Gene wird aus Thymidin Uridin und so kann die Codontabelle auch mit U statt T geschrieben
werden.

Die Nukleotidsequenz
ATGGCAAGGTGCTGGTTGACCATGATTTGA
legt durch den genetischen Code zwingend die Aminosduresequenz

MARCWLTMI* (STOP)
(Methionin-Alanin-Arginin-Cystein-Tryptophan-Leucin-Threonin-Methionin-Isoleucin)

fest. Fiir Aminosduresequenzen hat sich die eindeutige Abkiirzung im Ein-Buchstaben-
Code eingebiirgert (Abb. 1.2). Die drei Stopcodons stehen fiir das Ende der Proteintiber-
setzung und werden meist mit dem Sternchen dargestellt. Aus historischen Griinden
hatten die drei verschiedenen Stopcodons Namen bekommen: UAG heift amber (Bern-
stein), UGA heifst opal, und UAA ist ochre (ocker).

Der genetische Code (Abb. 1.2) ist fiir dieses Buch von ganz zentraler Bedeutung und
wir wollen seinen Besonderheiten einige Aufmerksamkeit schenken. Nur zwei Amino-
sduren haben ein ein-eindeutiges Codon: Methionin und Tryptophan. Wenn Methionin
in einem Protein auftaucht, muss im Gen ATG gestanden haben, wenn Tryptophan auf-
taucht TGG. Neun Aminosduren konnen jeweils von zwei verschiedenen Codons codiert
sein: Phenylalanin, Tyrosin, Cystein, Histidin, Glutamin, Asparagin, Lysin, Aspartat und
Glutamat. In allen Féllen ist hier nur die dritte Codonposition die variable und es sind
hier entweder Pyrimidin-Nukleotide (C oder T) oder Purin-Nukleotide (A oder G), die
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Tabelle 1.2 Der IUPAC Ambiguity Code (International Union of Pure and Applied Chemistry) fir
Nukleotidbasen. In Klammern angegeben sind Merkhilfen, die sich aus dem Englischen ergeben.

A,C,GoderT G oder T (keto bases)
A oder G (purine) B C,GoderT (notA)

C oder T (pyrimidine) D A ,GoderT(notC
H
\"

A

)
C oder G (strong interaction) A, C oder T (not G)
A oder T (weak interaction) A, Coder G (notT)
A oder C (amino bases)

Zsn=<1Z

dort alternativ auftauchen konnen. Als Hilfe zur Darstellung und Informationsverar-
beitung dient hier der IUPAC Ambiguity Code (International Union of Pure and Applied
Chemistry, Tab. 1.2). Jede mogliche Kombination der vier Nukleotidbasen wird hier mit
einem anderen Buchstaben bezeichnet. Die Moglichkeit, alle vier Nukleotide vorzufin-
den, wird mit N bezeichnet, das Y steht fiir die Pyrimidine C oder T, das R fiir die Purine
A oder G und so weiter (Tab. 1.2). Wenn eine Nukleotidsequenz besonders reich an den
elf ambiguities, also Mehrdeutigkeiten, ist, konnte man sie mit einer Aminosduresequenz
verwechseln. Das B des IUPAC Codes taucht unter den 20 Aminosdure-Abkiirzungen
allerdings nicht auf und andererseits erscheinen die Abkiirzungen fiir die Aminosduren
Glutamat, Phenylalanin, Isoleucin, Leucin, Prolin und Glutamin (E, E, I, L, P und Q) nicht
in Nukleotidsequenzen.

Ein Phenylalanin-Codon ist folgerichtig also immer als TTY darstellbar, ein Glutamat-
Codon immer mit GAR. Fiinf Aminosduren haben vier mogliche Codons, hier ist die
dritte Codonposition vollig egal: Valin (GTN), Alanin (GCN), Glycin (GGN), Threonin
(ACN) und Prolin (CCN). In drei Fallen konnen sechs verschiedene Codons die betref-
fende Aminosidure codieren: Leucin ist durch CTN oder TTR codiert, Serin durch TCN
oder AGY und Arginin durch CGN oder AGR. Damit bleiben noch zwei Sonderfalle in
den 64 moglichen Triplettcodes: Die drei moglichen Stopcodons TAR oder TGA und drei
Codons fiir Isoleucin: ATH.

1.3 Die Proteinbiosynthese

Vom Doppelstrang der DNA sind wir fiir das Betrachten des genetischen Codes still-
schweigend auf die Nukleotidsequenz nur eines Stranges {ibergegangen. Wie genau
wird das Gen im Zellkern zum Protein, das an irgendeinem ganz andern Ort in der
Zelle seine Aufgaben zu verrichten hat? Von einem Gen wird eine Kopie als RNA ange-
legt. Die Ribonukleinsdure (RNA) ist der Desoxyribonukleinsdure (DNA) sehr dhnlich.
Auch hier gibt es vier Nukleotidbausteine, nur dass an dem Pentosezucker im Riickgrat
des RNA-Stranges an der 2’-Position eine Hydroxylgruppe anstelle eines Wasserstof-
fatoms auftaucht und damit statt der Desoxyribose die Ribose vorliegt (Abb. 1.1). Der
zweite Unterschied zwischen DNA und RNA: Eines der Nukleotide tragt in der RNA
eine andere Base als in der DNA. Das Thymidin (mit der Base Thymin) ist gegen Uridin
(mit der Base Uracil) ausgetauscht (Abb. 1.1), die anderen drei Basen Adenin, Cytosin
und Guanin treten genauso in DNA wie auch in RNA auf. Vielfach wird der geneti-
sche Code mit U statt T in den Codons geschrieben (Abb. 1.2 auf der vorherigen Seite),
aber fiir den Informationsgehalt des Gens macht das gar keinen Unterschied. Der dritte
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Abbildung 1.3 Der Fluss der genetischen Information in der Proteinbiosynthese: Entwin-
dung der DNA-Doppelhelix und Transkription einer pre-mRNA im Nukleus durch eine RNA-
Polymerase. Die proteincodierenden Regionen sind gegenliber den untranslatierten Regionen
(UTR) und einem Intron in der RNA fett hervorgehoben. Das Splei3donor (GT) und -akzeptormotiv
(AG) des Introns (kursiv) sind unterstrichen. Die Prozessierung des Primartranskripts zur reifen
mRNA erfolgt auch im Nukleus: Capping am 5’-Ende, SpleiBen von Introns und die Polyadeny-
lierung am 3’-Ende. Die Translation der reifen mRNA erfolgt nach Export aus dem Nukleus im
Cytosol der Zelle an den Ribosomen. Transfer RNAs (tRNAs) transportieren dazu als Adaptor-
molekille nach Aminoacylierung die Aminosauren an das Ribosom. Die Kleeblattstruktur einer
tRNA, die sich aus den Basenpaarungen in der Sekund&rstruktur ergibt, ist im Beispiel fiir eine
tRNA fir die Aminoséure Phenylalanin (trnF) dargestellt. In tRNAs findet man modifizierte Nu-
kleotidbasen wie das Dihydrouridin (D) oder das Pseudouridin (¥), die den betreffenden Schleifen
in der Kleeblattstruktur inren Namen geben. Die Paarung des jeweiligen Anticodons einer tRNA
mit dem Codon der mRNA sorgt fiir die kolineare Ubersetzung von mRNA in eine Proteinse-
quenz. Auch hier sind die antiparallelen 5-3’-Orientierungen von mRNA und tRNA zu beachten —
die gestrichelte Linie deutet die Wobble-Paarung der 3. Codonposition auf der mRNA mit der 1.
Anticodonposition der tRNA an. Im Ribosom wird die wachsende Peptidkette schrittweise durch
Bildung einer weiteren Peptidbindung von der tRNA in der Peptidyl-Position (P) auf die tRNA in der
Entry-Position (E) unter Fortbewegung um ein Triplett Ubertragen. Die wachsende Polypeptidkette
ist unten mit der chemischen Strukturformel dargestellt. Die Ausbildung der nachsten Peptidbin-
dung ist grau unterlegt. In der Proteinbiosynthese sind die endstandigen Carboxylfunktionen der
wachsenden Peptidkette und der neu hinzuzufiigenden Aminoséaure (fett) in Wirklichkeit an den
3’-OH Gruppen am Akzeptorende der tRNAs verestert. >

Unterschied zwischen DNA und RNA betrifft die rdumliche Struktur: DNA bildet als
Hybrid zweier Nukleotidstrange intermolekulare Basenpaarungen aus (Abb. 1.1). Bei vie-
len RNA-Molekiilen hingegen sind, wie wir gleich sehen, oft auch intramolekulare Basen-
paarungen wichtig, bei denen Regionen desselben RNA-Stranges mit anderen Regionen
paaren.

Die Abschrift eines Gens in eine RNA, die wéhrend der Transkription entsteht
(Abb. 1.3), heifst messenger RNA (mRNA, fiir engl. messenger, Bote). Der scheinbar nur
kleine chemische Unterschied einer OH-Gruppe am Pentosezucker (Abb. 1.1 auf Seite 4)
hat eine fundamentale Konsequenz: RNA ist gegeniiber DNA das viel instabilere Mole-
kiil. Die in der DNA so stabil gespeicherte Erbinformation hat als RNA-Kopie eine viel
kiirzere Lebensdauer und das ist auch so gewollt: Gene sollen nicht immer aktiv sein
sondern nur, wenn das Genprodukt auch benétigt wird. Die Transkription ist darum
auch ein genau regulierter Vorgang. Zur Transkription wird die DNA-Doppelhelix ent-
wunden und die Neusynthese der RNA findet in 5’-3’-Richtung statt (Abb. 1.3), weil die
freien Nukleotide als Bausteine eines wachsenden Polynukleotidstranges immer nur an
dessen freies 3’-OH-Ende eingebaut werden kénnen (Abb. 1.1 auf Seite 4). Die Transkrip-
tion wird durch RNA-Polymerase-Komplexe bewerkstelligt (Abb. 1.3 auf der Seite ge-
geniiber). Ihre Aktivitat wird fiir jedes Gen genau gesteuert, denn das genaue Regulieren
der Genaktivitdt ist nattirlich fiir das Funktionieren der Zellen unabdingbar. Es geschieht
vornehmlich durch die Regulation des Promotors — der Region auf der DNA, an der die
Transkription beginnt. Fiir Bakterien ist der Begriff des Operons, der auf Frangois Jacob
und Jacques Monod zuriickgeht (Tab. 1.1), von ganz fundamentaler Bedeutung. Wah-
rend bei Bakterien oft die Repression der Genaktivitat durch DNA-bindende Proteine er-
folgt, sind bei Eukaryonten Proteine, die als Transkriptionsfaktoren an die DNA binden
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und die Transkription so erst stimulieren, die Regel. Transkriptionsinitiation und -regu-
lation ist in den Eukaryonten mit ihren diversen Zelltypen und Entwicklungsprogram-
men weit komplexer als in Prokaryonten. Die verschiedenen Promotoren eukaryonti-
scher Gene haben nur kurze Sequenzmotive als Kernelemente gemein: Eine so genann-
te TATA-Box ist etwa 30 Basenpaare stromaufwirts der Transkriptionsinitiationsstelle,
dem Beginn der mRNA-Synthese, vorhanden, ein weiteres Sequenzmotiv (CAAT) be-
findet sich etwas weiter stromaufwarts (Abb. 1.3, links oben). Weitere Nukleotidmotive,
die spezifische Transkriptionsfaktoren binden, konnen sich bei eukaryontischen Genen
mehrere Hunderte Basenpaare stromaufwérts befinden.

Im Gegensatz zu Prokaryonten miissen Transkripte bei Eukaryonten nach ihrer Synthe-
se durch drei Schritte der Verdnderung, die so genannte Prozessierung, reifen. Durch
die Transkription ist zunédchst nur eine unreife pre-mRNA entstanden (Abb. 1.3). An
ihrem 5’-Ende erhilt sie als ,Kappe” (engl. Cap) ein in Position 7 der Base methy-
liertes Guanosinnukleotid invertiert, also 5-5" iiber eine ungewohnliche Triphosphat-
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briicke aufgesetzt. Am 3’-Ende der pre-mRNA wird durch Polyadenylierung ein Poly-
A-Schwanz angehingt (Abb. 1.3 auf der vorherigen Seite). Dazu dient ein Sequenzmotiv
(5’-AATAAA-3’) als Polyadenylierungssignal, so dass die pre-mRNA dahinter geschnit-
ten wird und zwischen 20 und iiber 200 Adeninnukleotide angehdngt werden.

Das wichtigste Charakteristikum eukaryontischer Gene ist jedoch das Vorhandensein
von Introns, die aus der pre-mRNA entfernt werden miissen, um die flankierenden Ex-
ons zusammenzufiigen, die die eigentliche Information tragen. Von der Idee, dass die
Information in einem Gen in der DNA als kontinuierliche Sequenz vorliegt, musste be-
reits Ende der 1970er Jahre Abschied genommen werden. Nur prokaryontische Gene
liegen als ununterbrochene Kontinuitit in der DNA vor. Bei Eukaryonten hingegen ist
dies eine eher seltene Ausnahme — in der Regel wird der codierende Bereich im Zell-
kern der Eukaryonten von den nicht codierenden Introns unterbrochen, die aus dem
Transkript entfernt werden miissen. Die Entfernung der Introns, das Spleifsen der Ex-
ons (engl. splicing) wird durch das Spleifosom (engl. spliceosome) vorgenommen. Das
Spleifiosom besteht aus Protein- und RNA-Komponenten, letztere heifsen im Spleifso-
som snRNAs (small nuclear RNAs). Sie sind ein Beispiel fiir RNAs in der Zelle, die
nicht in Proteine tibersetzt werden, sondern direkt am Zellgeschehen mitwirken — also
Information und aktive Komponente in einem sind. Fiir die Komplexe aus RNA und
Protein wurde im Falle des Spleiffosoms der Begriff der snRNPs (small nuclear ribo-
nucleoproteins, gesprochen als ,snurps” ) geprédgt. Die Introns in unseren Genen im
Nukleus haben nun eine besonders unschone Eigenschaft — ihnen fehlt eine charakte-
ristische Nukleotidsequenz, an der sie sich verldsslich erkennen lieflen. Wéahrend eine
codierende Region fiir ein Protein einen klar erkennbaren Anfang hat, bieten Introns le-
diglich ein meist konserviertes GI-Motiv an ihrem Anfang, und ein AG an ihrem Ende.
Introns konnen aufSer im codierenden Teil einer mRNA zwischen Start und Stop auch in
den flankierenden, untranslatierten Regionen (UTRs) auftreten. Da sie obendrein hochst
verschiedene Langen zwischen wenigen Dutzenden bis tiber Tausende von Nukleotiden
annehmen konnen, ist ihre Identifikation in Genomsequenzen eine echte bioinformati-
sche Herausforderung. Dies ist einer der wichtigsten Griinde, warum man mit der Ge-
nomsequenz eines Organismus eben nicht sofort die genaue Anzahl seiner Gene kennt.
Ein einmal erkanntes Intron allerdings, das in der Evolution in seiner Position stabil
bleibt, kann allerdings fiir phylogenetische Studien durchaus sehr attraktiv sein. Anders
als eine proteincodierende Sequenz hat es viel mehr Freiheiten, seine Sequenz zu veran-
dern. Intronsequenzen sollten also viel verdnderlicher sein als Exonsequenzen und dies
ist auch in aller Regel der Fall. Auf diese Weise konnen Introns mit ihren Sequenzver-
dnderungen sehr hilfreich dabei sein, besonders tiber kurze evolutiondre Zeitraume die
Stammesgeschichte der Organismen nachzuzeichnen.

Nach allen Prozessierungsschritten verldsst die mRNA den Zellkern und dient wie ei-
ne Matrize als Bauanleitung fiir die Synthese des codierten Proteins. Die Proteinbio-
synthese findet an den Ribosomen statt — Zellpartikel, die zu klein sind, um sie im
Lichtmikroskop sehen zu kénnen. Die Bausteine der Proteine, die Aminoséduren, werden
von RNA-Adaptormolekiilen, den tRNAs (fiir engl. transfer RNA), am Ribosom angelie-
fert. Das Konzept dieses molekularen Adaptors geht neben der Entdeckung der DNA-
Struktur und seinen Beitrdgen zur Entschliisselung des Codes tibrigens ebenfalls auf
Francis Crick zurtick (Tab. 1.1 auf Seite 5). Eine tRNA ist ein kurze RN A-Kette von 70-
80 Nukleotiden, an deren Ende eine spezifische Aminosdure angeheftet wird (Abb. 1.3).
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Die tRNA ist also das eigentliche Molekiil, an dem letztendlich die Informationsver-
kniipfung zwischen Gensequenz und Proteinsequenz molekular stattfindet (Abb. 1.3).
Eine tRNA trédgt in ihrer Mitte das Anticodon-Triplett, das passgenau mit einem Co-
don der mRNA zu Paarung kommt. Die Sekundéarstruktur einer tRNA mit ihren vier
intramolekular basengepaarten Regionen wird auf dem Papier meist kleeblattartig dar-
gestellt. In der Raumstruktur ist eine tRNA in Wirklichkeit aber eher L-formig, wobei
das Anticodon am Ende des langen Schenkels sitzt. Die vier basengepaarten Regionen
heiflen nach ihren Funktionen Akzeptorstamm und Anticodonschleife (engl. loop) so-
wie Dihydrouridin- und Pseudouridinschleife nach den chemisch modifizierten Basen,
die dort an den konservierten Positionen auftreten (Abb. 1.3). Die tRNAs werden in der
Zelle spezifisch jeweils nur mit den Aminosduren, die zu ihrem Anticodon passen, be-
laden. Wie alle chemischen Reaktionen in der Zelle werden auch diese durch hochs-
pezifische Proteinkatalysatoren (Enzyme), hier den Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, be-
werkstelligt. In diesem Schritt liegt die Spezifitat: Eine falsch beladene tRNA oder die
nachtrégliche chemische Verdnderung der verkniipften Aminosdure wird im Ribosom
in der Regel nicht erkannt, sondern fithrt zum Einbau der falschen Aminosdure in das
Protein.

Im Ribosom werden zwei tRNA-Molekiile passgenau nebeneinander zwei benachbar-
ten Codons auf der mRNA gegentibergestellt (Abb. 1.3). Den Start macht eine speziel-
le Initiator-tRNA, die mit der Aminosdure Methionin (in Bakterien Formyl-Methionin,
trnfM) beladen ist. Darum beginnt die Proteinbiosynthese fast immer an einem ATG-
Startcodon auf der mRNA. Die wachsende Kette der Aminosauren wird unter Ausbil-
dung einer neuen Peptidbindung auf die jeweils neu eintretende beladene tRNA tiber-
tragen (Abb. 1.3). Dieser Vorgang wird wiederholt, bis im Triplett-Leseraster der Codons
eines der drei Stopcodons erreicht wird (Abb. 1.2) und dann werden das fertige Protein
und die mRNA vom Ribosom freigesetzt.

Das Ribosom lduft in 5’-3"-Orientierung tiber die mRNA und entsprechend wird das Pro-
tein vom Aminoterminus zum Carboxyterminus synthetisiert. Das bedeutet aber nicht,
dass eine mRNA mit dem ATG-Startcodon beginnt und einem der drei Stopcodons en-
det. Dem Startcodon geht vielmehr eine 5-untranslatierte Region (UTR) voraus und auf
das Stopcodon folgt noch eine 3’-UTR. Diese beiden nicht-translatierten Regionen einer
mRNA sind abhingig von den betrachteten Genen sehr grofienvariabel. Folglich kann
aus einer gegebenen Proteinsequenz immer nur die Mindestlinge einer mRNA theore-
tisch abgeleitet werden. Die UTRs tragen (neben der Cap-Struktur und dem Poly-A-
Schwanz in Eukaryonten) vermutlich zu Transport, Stabilitdt und Translationseffizienz
der mRNAs bei.

Die Aminosduresequenz des fertigen Proteins ist seine Primarstruktur. Noch wéhrend
der Synthese des Proteins am Ribosom bilden sich durch die Wechselwirkungen der un-
terschiedlichen Seitenketten benachbarter Aminosduren Bereiche mit Sekundarstruktu-
ren wie a-Helices oder 3-Faltblittern aus. Dies ergibt sich aus der freien Drehbarkeit der
Bindungen am a-Kohlenstoffatom der Aminosauren (lediglich bei Prolin ist diese Dreh-
barkeit eingeschrankt, s. Abb. 1.3 auf Seite 13). Wechselwirkungen tiber groflere Distan-
zen — vermittelt beispielsweise durch hydrophobe Interaktionen, durch Disulfidbriicken
aus zwei Cysteinresten oder durch Koordination von Metallionen — resultieren in der
Tertidrstruktur eines Proteins. Fligen sich mehrere Proteine zu einem supramolekularen
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Komplex zusammen, z.B. den Komplexen der mitochondrialen Atmungskette oder den
Photosystemen der Thylakoidmembranen in den Chloroplasten, sprechen wir von einer
Quartirstruktur.

Die Struktur der tRNAs ist ein typisches Beispiel fiir intramolekulare Basenpaarungen
in RNA-Molekiilen. Neben den kanonischen Watson-Crick-Basenpaarungen zwischen
A und T sowie zwischen G und C erlauben die Sekundarstrukturen der RNA-Molekiile
neben der G-C und A-U Paarung auch die etwas schwéchere Paarung zwischen G und
U. Diese Basenpaarung steckt im Kern der Wobble-Basenpaarungen zwischen tRNA und
mRNA: Die dritte Triplettposition ist oft unkritisch fiir den Sinngehalt eines Codons
(Abb. 1.2 auf Seite 10) und so konnen ein C oder U in der mRNA hier gleichermafien mit
einem G in der ersten Anticodon-Position der tRNA paaren (z.B. die Codons fiir Phenyl-
alanin oder Tyrosin). Andersherum werden synonyme Codons, die auf G oder A enden
(z.B. die Codons fiir Lysin oder Glutamat), in der Regel von nur einer einzigen tRNA
mit einem U in der ersten Anticodonposition bedient. In der Abbildung 1.3 auf Seite 13
ist das fiir eine tRNA fiir Phenylalanin gezeigt, die mit ihrem GAA-Anticodon in rever-
ser Orientierung sowohl das UUU- wie auch das UUC-Codon fiir Phenylalanin lesen
kann. Der Bedarf an unterschiedlichen tRNAs wird so in den allermeisten genetischen
Systemen gegeniiber den 61 Sinncodons ganz erheblich reduziert.

Genau wie das Spleifiosom ist auch das Ribosom ein enzymatischer Komplex, der sich
aus Protein- und RNA-Komponenten zusammensetzt, ein Ribonukleoproteinkomplex.
In den Ribosomen existieren sehr grofle RNA-Molekiile mit intramolekularen Basen-
paarungen und heiflen hier rRNAs — ribosomale RNAs. Nattirlich miissen auch rRNAs
genauso wie tRNAs oder snRNAs im Genom codiert sein und sind damit weitere Bei-
spiele fiir solche Gene, die eben nicht fiir ein Protein codieren. Die Ribosomen selbst
bestehen aus zwei Untereinheiten und in beiden stecken neben vielen Proteinen auch
rRNA-Molekiile. Bei Bakterien befindet sich in der kleinen ribosomalen Untereinheit
(der so genannten 30S Untereinheit) neben etwa 21 Proteinen eine so genannte 165 rR-
NA, in der grofieren (50S) neben rund 31 Proteinen eine 235 und eine 55 rRNA. Das S
steht fiir den Svedberg-Koeffizienten, einer Angabe fiir die Sedimentationsgeschwindig-
keit in der Ultrazentrifuge. Bei den etwas komplizierteren Ribosomen der Eukaryonten
findet man in der kleinen (hier 40S) Untereinheit des Ribosoms neben etwa 35 Proteinen
eine 185 rRNA. In der grofieren 60S-Untereinheit existiert neben etwa 50 Proteinen eine
285, eine 5,85 und eine 55 rRNA. Die pflanzliche Zelle hat drei verschiedene Typen von
Ribosomen, denn neben denen vom eukaryontischen Typus im Cytosol existieren eige-
ne Ribosomen vom prokaryontischen Typus in den Mitochondrien und Chloroplasten,
auf die wir noch im Folgenden kommen. Insbesondere die 165 bzw. 185 rRNA hat fiir
dieses Buch besondere Bedeutung. Als hoch konserviertes Molekiil in dem ganz zentra-
len, evolutionsgeschichtlich alten Prozess der Proteinbiosynthese ist ihre Sequenz schon
sehr oft fiir phylogenetische Untersuchungen herangezogen worden.
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1.4 Chromosomen und Chromatin — Gene, Genome
und Genetik

Wir haben liangst das Zeitalter der Genomik (engl. Genomics) erreicht. Ganze Genome,
die kompletten Erbinformationen, sind inzwischen fassbar geworden. Allein in den zwei
Jahren zwischen der ersten und zweiten Auflage des kleinen Lehrbuches, das Sie gerade
in den Handen halten, sind spannende neue Genomsequenzen verfiigbar geworden —
z.B. vom Schnabeltier, vom Lanzettfischchen oder von James Watson, um nur drei her-
ausragende Beispiele der letzten Monate zu nennen (Tab. 1.3 auf der ndchsten Seite).
Wir konnen die kompletten Genomsequenzen diverser Organismen aus den Offentli-
chen Datenbanken, denen wir uns im Kapitel 3 widmen, abrufen. Die erste komplette
Genomsequenz eines frei lebenden Organismus, die des Bakteriums Haemophilus influ-
enzae, die 1995 komplett fertig gestellt wurde, war nattirlich ein Meilenstein (Tab. 1.1
auf Seite 5). Zu diesem Zeitpunkt haben nur wenige damit gerechnet, dass kaum zehn
Jahre spéter die kompletten Sequenzen weit groflerer Genome, einschliefllich desjeni-
gen des Menschen, komplett verfiigbar sein wiirden. Heute macht es schon gar keinen
Sinn mehr, Listen mit den komplett sequenzierten Genomen darzustellen — ihr Stand
ist schnell veraltet. Nur einige vollstindige Genomsequenzierungen der letzten Jahre
sind in Tabelle 1.3 auf der nichsten Seite dargestellt. Das Genom von Haemophilus in-
fluenzae mit 1.830.137 Basenpaaren (1,8 Megabasenpaaren, MBp) hat sich inzwischen als
recht typisches, kompaktes Bakteriengenom herausgestellt. Das Genom des fiir die Mo-
lekularbiologie so wichtigen Darmbakteriums Escherichia coli ist mit {iber 4,6 MBp (im
Laborstamm K12) mehr als doppelt so grof3. Vom bislang kleinsten bekannten Eubakte-
riengenom, dem von Mycoplasma genitalium mit 580.074 Bp, bis zu der bislang grofsten
bakteriellen Genomsequenz von Bradyrhizobium japonicum von 9,1 MBp decken die bak-
teriellen Genomgrofien ein Spektrum von mehr als einer Zehnerpotenz ab. Die Genome
der Archaea liegen im unteren Teil dieses Spektrums — das Genom von Nanoarchaeum
equitans hélt mit nur wenig tiber 490.885 Bp aktuell den Rekord des kleinsten Prokaryon-
tengenoms tiberhaupt. Am oberen Ende schliefit das Grofienspektrum prokaryontischer
Genome schon fast an das 1996 komplettierte Hefegenom mit 12,1 MBp an. Inzwischen
ist mit dem obligaten, intrazelluldren, pathogenen Protisten Encephalitozoon cuniculi ein
Eukaryont gefunden, dessen Genom mit nur 2,1 MBp sogar deutlich kleiner als das vie-
ler Bakterien ist. Am unteren Ende der Skala schien lange eine Liicke zu den komplettier-
ten Nukleotidsequenzen von Viren zu klaffen. Mit dem kiirzlich identifizierten Mimivi-
rus ist allerdings ein virales Genom gefunden worden, das mit 1,2 MBp deutlich tiber
denen einiger kleiner Bakteriengenome liegt. Was iiberhaupt noch den Begriff Genom
verdient, mag nattirlich diskutierbar sein — wenn eine isolierte, in der Natur replizierte
Nukleinsdure gemeint ist, stellt das Viroid des Kokosnuss-Cadang-cadang-Viroids, eine
zirkuldre RNA, das untere Ende des bekannten Spektrums dar (Tab. 1.3 auf der ndchsten
Seite).

Bakterielle Genome diirfen wir uns noch als einzelnes, sehr langes und kreisférmig ge-
schlossenes DNA-Molekiil vorstellen. Das Genom ist hier recht dicht mit Genen bepackt,
so dass die Anzahl von Genen und die Genomgrofien gut korrelieren, ganz grob etwa ein
Gen auf 1000 Bp, also durchschnittlich codierend fiir ein Protein von 300 Aminos&duren,
wenn wir 100 Bp intergenische Region (engl. Spacer) annehmen. In Eukaryonten ist die
Situation meist anders, denn nur ein kleiner Teil der groffen Genome scheint fiir funk-
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Tabelle 1.3 Einige vollstéandig sequenzierte Genome der letzten 30 Jahre. Genomgréf3en in Ba-
senpaaren (Bp), Kilobasenpaaren (KBp), Megabasenpaaren (MBp) und Gigabasenpaaren (GBp).

Genomsequenzen, Beispiele Bp KBp MBp GBp

Viren, Phagen, Viroide
1977 Phage PhiX174 5386 Bp (5,4 KBp)
1993 Kokosnuss Cadang-Cadang Viroid 256 Bp
1993 Avian Carcinoma Virus 2,6 KBp
2004 Mimivirus (Acanthamoeba) 1,2 MBp
2005 Ebolavirus 19,0 KBp

Organellen
1981 Homo sapiens Chondriom 16,6 KBp
1986 Marchantia polymorpha Plastom 121,0 KBp
1993 Marchantia polymorpha Chondriom 186,6 KBp
1997 Arabidopsis thaliana Chondriom 366,9 KBp
2000 Plasmodium falciparium Chondriom 5967 Bp (6 KBp)

Eubakterien
1995 Haemophilus influenzae 1,8 MBp
1995 Mycoplasma genitalium 580,0 KBp
1997 Escherichia coli 4,6 MBp
1998 Aquifex aeolicus 1,5 MBp
2002 Bradyrhizobium japonicum 9,1 MBp
2002 Wigglesworthia glossinidia 697,7 KBp

Archaea
1996 Methanococcus jannaschii 1,7 MBp
1999 Aeropyrum pernix 1,7 MBp
2002 Methanosarcina acetivorans 5,8 MBp
2003 Nanoarchaeum equitans 490,9 KBp

Eukaryonten
1996 Saccharomyces cerevisiae (Bierhefe) 12 MBp
1998 Caenorhabditis elegans (Fadenwurm) 100 MBp
2000 Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand) 120 MBp
2001 Encephalitozoon cuniculi (Microsporidia, Encephalitozoonoseerreger) 3 MBp
2002 Plasmodium falciparum (Apicomplexa: Malariaerreger) 23 MBp
2002 Mus musculus (Maus) 2,5 GBp
2003 Homo sapiens (Mensch) 3,0 GBp
2004 Cyanidioschyzon merolae (einz. Rotalge) 17 MBp
2004 Cryptosporidium parvum (Apicomplexa, Kryptosporidioseerreger) 9 MBp
2004 Thalassiosira pseudonana (Kieselage, Diatomeen) 34 MBp
2005 Dictyostelium discoideum (Mycetozoa, Schleimpilz) 34 MBp
2005 Trypanosoma brucei, (Kinetoplastida, Schlafkrankheitserreger) 26 MBp
2006 Ostreococcus tauri (einz. Griinalge) 13 MBp
2006 Strongylocentrotus purpuratus (Purpur-Seeigel) 814 MBp
2006 Buchnera aphidicola BCc (Aphiden-Endosymbiont) 422,4 kBp
2006 Carsonella ruddii (Psylliden-Endosymbiont) 159,7 kBp
2008 Ornithorhynchus anatinus (Schnabeltier) 1,8 GBp
2007 Chlamydomonas reinhardtii (einz. Grinalge) 120 MBp
2007 Nematostella vectensis (Seeanemone) 450 MBp
2008 Physcomitrella patens (Blasenmitzenmoos) 480 MBp
2008 Paulinella chromatophora Chromatophorengenom 1 MBp
2008 Monosiga brevicolllis (Choanoflagellat) 42 MBp
2008 Laccaria bicolor (Zweifarbiger Lacktrichterling) 65 MBp
2008 Branchiostoma floridae (Lanzettfischchen) 520 MBp

2008 Trichoplax adhaerens (Placozoon) 98 MBp
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tionale Gene zu codieren. In kompakten Genomen von Arabidopsis oder Caenorhabditis
(Tab. 1.3 auf der Seite gegeniiber) finden wir etwa 25.000 Gene auf rund 100 MBp, also
durchschnittlich etwa 4000 Bp Raum pro Gen. Beim Menschen hingegen sind grofse Teile
des Genoms nicht proteincodierend. Nur etwa 1% des menschlichen Genoms codiert fiir
Exons. Introns nehmen etwa ; des Genoms ein, die verbleibenden 2 sind intergenische
Regionen.

Ein einzelnes Bakterienchromosom liegt mehr oder weniger nackt in der Bakterienzelle
vor. In eukaryontischen Zellen mit ihren meist komplexeren Genomen sind die Din-
ge etwas komplizierter. Immer, wenn sich eukaryontische Zellen teilen, wird ihr Ge-
nom verdichtet und in tibersichtliche Abschnitte verpackt, die dann mit dem Mikroskop
sichtbar werden, dies sind die Chromosomen. Die Teilung einer eukaryontischen Zelle
heifSt Mitose. In dieser Phase wird das Erbmaterial sehr dicht um spezielle Proteine, die
Histone, gewickelt. Die Verpackungsleistung ist bemerkenswert, wenn wir uns verge-
genwdrtigen, dass das menschliche Genom in der linear ausgestreckten Form der DNA
eine Ausdehnung von einem Meter hitte, in den Chromosomen aber auf Mikrometer-
mafistab komprimiert wird. In der Mitose werden vor der Zellteilung die anndhernd X-
bzw. H-férmigen Chromosomen in der Metaphase sichtbar. Hier ist die Erbinformation
zur Weitergabe an die zwei Tochterzellen bereits verdoppelt und zwei Schwesterchro-
matiden hdngen noch in der Centromer-Region zusammen. Eine bildliche Darstellung
der Chromosomen eines Individuums heifst Karyogramm. Mit spezifischen Farbetech-
niken kénnen die Chromosomen gefdrbt werden, so dass Bandenmuster entstehen, die
nummeriert werden konnen. Dies war und ist unverandert ein wichtiges Hilfsmittel der
klassischen Genetik (Tab. 1.1 auf Seite 5), denn umfangreiche Verdnderungen des Ge-
noms konnen anhand der verdnderten Bandenmuster identifiziert werden. Inzwischen
konnen andersherum die fertig gestellten Genomsequenzen einiger Eukaryonten ver-
wendet werden, um virtuelle Chromosomendarstellungen kiinstlich zu generieren. Bei-
spiele dafiir sind in Abbildung 1.4 auf der néchsten Seite gezeigt. Hier sind nicht die H-
formigen Chromosomen vor der Zellteilung sondern die einzelnen Chromatiden, quasi
im Zustand nach gerade erfolgter Zellteilung, repréasentiert. Der kurze Chromatidenarm
wird in der klassischen Genetik mit "p’, der lingere mit 'q” bezeichnet.

Nur die Ei- und Samenzellen tragen einen einfachen, den so genannten haploiden Chro-
mosomensatz von 23 Chromosomen beim Menschen (Abb. 1.4). Die Reduktionsteilung
des diploiden auf den haploiden Chromosomensatz bei der Entstehung von Ei- und
Samenzellen heifit Meiose. Sie ist bei sexueller Fortpflanzung erforderlich, damit die
natiirliche Chromosomenzahl der Art in den Nachkommen erhalten bleibt. Bei der Be-
fruchtung des Eis entsteht der diploide Chromosomensatz von 46 Chromosomen. Die
Chromosomenzahlen in den Korperzellen der Individuen sind daher immer geradzah-
lig, denn es sind immer zwei entsprechende (homologe) Chromosomen vorhanden —
eines ist miitterlichen, eines véterlichen Ursprungs. In einer diploiden Koérperzelle soll-
te also jede Erbanlage zweimal vorhanden sein, man spricht von jeweils zwei Allelen .
Sind sie identisch, ist man fiir dieses Gen homozygot; sind sie unterschiedlich, ist man
heterozygot. Wenn eines der beiden Allele defekt ist, kann der Organismus in vielen Fal-
len noch problemlos funktionieren (das Allel ist dann rezessiv), in anderen Féllen aber
nicht (das defekte Allel ist dominant).
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Abbildung 1.4 Grafiken fur virtuelle Chromatiden, die aus den Genomsequenzen von sechs Eu-
karyonten generiert wurden (Quelle: www.ncbi.nlm.nih.gov/Genomes/). Sofern vorhanden,
ist auBerdem die mitochondriale oder chloroplastidire DNA der Organellen dargestellt. Die An-
zahl der Chromosomen einer biologischen Art sagt praktisch nichts tber ihr Organisationsniveau
oder die Verwandtschaftsverhaltnisse der Arten aus. Die Chromosomensatze der Organismen sind
nicht relativ zueinander skaliert: Das gréBte menschliche Chromosom 1 allein umfasst 246 Millio-
nen Basenpaare (Megabasenpaare, MBp), also gut 8% des gesamten menschlichen Genoms,
wéahrend das komplette Genom von Encephalitozoon cuniculi verteilt auf 11 Chromosomen mit
nur 2,1 MBp sogar kleiner als das vieler Bakterien ist. Der kurze Chromatidenarm wird konven-
tionell mit p, der lange mit q bezeichnet. Zwischen ihnen liegt das Centromer, an den Enden der
Chromatiden befinden sich die Telomere. Vor allem die repetitiven Sequenzen der Centromere
stellen fiir die kompletten Genomsequenzierungen ein Problem dar. Dargestellt ist nur der haploi-
de Chromosomensatz fir die Autosomen, die in den diploiden Zellen paarig auftreten. Zusatz-
lich sind, wenn vorhanden, die beiden verschiedenen Heterosomen (Geschlechtschromosomen,
beim Menschen X und Y) dargestellt. Gemeinsam treten X- und Y-Chromosom nur in den diploiden
Kdérperzellen méannlicher Individuen auf.

Als Begriinder der klassischen Genetik gilt der Augustinerménch Johann Gregor Men-
del (Tab. 1.1 auf Seite 5). Seine grofartigen Einsichten, die er durch die Kreuzung von
Erbsen gewonnen und bereits 1865 publiziert hatte, blieben aber bis ins frithe 20. Jahr-
hundert weitgehend unbeachtet. Man bedenke dabei, dass die etwa gleichzeitig verof-
fentlichten Arbeiten von Charles Darwin, dem Schopfer der Evolutionstheorie, der wir
uns im folgenden Kapitel widmen, zu dieser Zeit bereits mit sehr grofier Resonanz auf-
genommen wurden. Einerseits existierte die gedankliche Verkniipfung zwischen Evolu-
tion und Genetik nattirlich noch nicht, andererseits hangt die 6ffentliche Wahrnehmung
von Wissenschaft eben nicht nur vom Inhalt, sondern oft auch von der Offentlichkeits-
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wirksamkeit der Beteiligten ab. Die Arbeiten von Mendel jedenfalls mussten erst kurz
nach der Jahrhundertwende von anderen Wissenschaftlern wieder neu entdeckt werden
(s. Tab. 1.1 auf Seite 5). Insbesondere durch die Arbeiten des amerikanischen Genetikers
Thomas Hunt Morgan an der Fruchtfliege Drosophila melanogaster wurden die Beobach-
tungen von Mendel an Erbsen fiir die Tierwelt bestédtigt und dann erweitert. Drosophila
ist heute unverandert ein Modellorganismus in der Entwicklungsbiologie.

Das 23. Chromosom des Menschen ist ein Heterosom, das Geschlechtschromosom.
Es kann als X-Chromosom gepaart vorliegen (bei Frauen) oder aber als X- und Y-
Chromosom (bei Ménnern). Eizellen tragen also notwendigerweise immer ein X-
Chromosom, wohingegen Spermien bei der Reifeteilung entweder ein X- oder ein Y-
Chromosom erhalten und so wird das Geschlecht des Kindes immer {iber den Vater
bestimmt. Dies ist der Grund, warum manche rezessiven Erbkrankheiten (wie Farben-
blindheit oder die Duchenne-Muskeldystrophie) verstarkt bei Mannern auftreten. Fiir
ein rezessives, defektes Allel auf dem einzigen X-Chromosom gibt es hier keine Ent-
sprechung auf dem Y-Chromosom, wohingegen bei Frauen die Auswirkung durch das
dominante gesunde Allel des zweiten X-Chromosoms iberdeckt sein kann.

Fehler bei der Reduktionsteilung sind meist gar nicht mit dem Leben vereinbar oder
es treten schwere Schiadigungen auf. Die Trisomie 21, das Down-Syndrom, bei der das
Chromosom 21 dreimal statt zweimal vorliegt, geht beispielsweise auf einen solchen
Fehler bei der Reduktionsteilung der Eizellen zurtick. Abweichungen von der Chromo-
somenzahl werden Aneuploidie genannt. Interessanterweise hat die Vervielfachung des
gesamten Chromosomensatzes anscheinend keine so verheerenden Auswirkungen wie
die einzelner Chromosomen. In der Evolution der Pflanzen sind solche Polyploidisie-
rungen geradezu an der Tagesordnung, im Tierreich sind sie seltener, aber Goldfisch
und Krallenfrosch sind beispielsweise tetraploid.

Wihrend das Y-Chromosom nur in der véterlichen Linie weitergegeben wird, gibt es
anderes Erbmaterial in der Zelle, das nur iiber die miitterliche Linie, also mit der Eizelle,
weitergegeben wird. Es befindet sich nicht im Zellkern, sondern in den Mitochondrien.

1.5 Endosymbiontengenome in Mitochondrien,
Chloroplastenund ... ?

Vor 1995 waren bereits die Genome von einigen Bakteriophagen und Viren sequen-
ziert worden, aber auch schon die Genome einiger Mitochondrien und Chloroplasten
(Tab. 1.1 auf Seite 5). Die Endosymbiontentheorie erklidrt uns die Herkunft dieser beiden
Organellen in der eukaryontischen Zelle aus Bakterien, die als Endosymbionten einge-
wandert sind. Die Mitochondrien haben im Stoffwechsel der Zellen die Aufgabe der
Atmung. Hier wird unter Sauerstoffverbrauch aus organischen Verbindungen chemi-
sche Energie gewonnen und in Form des Nukleotides ATP bereitgestellt, die in der Zelle
genutzt werden kann. Die Chloroplasten sind die Orte der Photosynthese in den Zel-
len der Pflanzen und Algen. Hier werden unter Kohlendioxidverbrauch Kohlenhydrate
synthetisiert und es entsteht molekularer Sauerstoff. Wir konnen uns den Vorldufer der
Mitochondrien als eng verwandt mit den heute noch existierenden a-Proteobakterien
vorstellen. Die Vorldufer der Chloroplasten waren photosynthetisch aktive Bakterien
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Abbildung 1.5 Vergleich des Gengehaltes in den Chondriomen der Eukaryonten als Venn-
Diagramm. Nicht dargestellt sind Gene fir tRNAs. Tiere (Metazoa) sind in ihrer mtDNA auf Gene
fir Untereinheiten von Komplex | (nad), Komplex Il (cob), Komplex IV (cox) und Komplex V der
Atmungskette (afp) und die groBe und kleine rRNA reduziert. Der Bandwurm Taenia asiatica, der
Mensch Homo sapiens und der Schwamm Axinella corrugata unterscheiden sich lediglich im Vor-
handensein von atp8 und atp9 in ihren Chondriomen. In der Rotalge Porphyra purpurea existieren
zusatzlich Gene fiir Proteine der groBBen (rpl) und kleinen (rps) ribosomalen Untereinheit sowie fiir
Komplex 2 der Atmungskette (sdh) und fiir ein (sec-unabhéngiges) Transportprotein (at). In Pilzen
existiert gegenliber dem Genkomplement der Tiere meist nur rps3 zusétzlich. Bei einigen Hefen,
wie der hier dargestellten Spalthefe Schizosaccharomyces pombe, fehlen alle Untereinheiten fiir
Komplex | der Atmungskette (nad). Das reduzierteste Chondriom hat der Erreger der Malaria Plas-
modium falciparum (Alveolata/Apicomplexa). In der pflanzlichen Linie (hier das Lebermoos Mar-
chantia polymorpha und die Alge Chara vulgaris) existieren Gene flr die Cytochrom-C-Biogenese
(yej) und die 5S rRNA (rrn5). Das umfangreichste bekannte Chondriom hat der Protist Reclinomo-
nas americana — hier existieren auch Gene fir die Untereinheiten einer RNA-Polymerase (rpo),
fir den Sec-Proteintransportweg (sec) und fir einen Elongationsfaktor in der Proteinbiosynthese
(tufA\).

dhnlich den heutigen Cyanobakterien. Inzwischen gibt es so viele molekulare Befun-
de zur Stiitzung der Endosymbiontentheorie, dass sie ganz unzweifelhaft als richtig an-
zusehen ist. Bereits Constantin Mereschkowsky (*1855, 11921) hatte 1905 im Biologischen
Centralblatt auf der Grundlage von Ahnlichkeiten zwischen Cyanobakterien und Chloro-
plasten diese Theorie aufgestellt. Seit den frithesten 1970er Jahren hat sich insbesondere
Lynn Margulis um die Akzeptanz der seriellen Endosymbiontentheorie (SET) bemiiht.
In der von ihr vertretenen, extremen Form der seriellen Endosymbiontentheorie ver-
mutet sie, dass der Entstehung von Mitochondrium und Chloroplast beim Werden der
eukaryontischen Zelle sogar noch die Entstehung der Cilien bzw. Flagellen durch die
endosymbiontische Aufnahme eines Spirochaeten vorausging.
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Abbildung 1.6 Mitochondriale DNA und Gengehalt einiger ausgewahlter Arten von Protisten und
Pilzen (linker Block), Tieren (mittlerer Block) und Pflanzen (Viridiplantae, rechter Block). Alle Tiere
(Metazoa), einschlieB3lich des TausendfiBers (Narceus) haben eine mtDNA, die der des Menschen
sehr dhnlich ist. Lediglich im Plattwurm ( Taenia) finden wir ein proteincodierendes Gen weniger, im
Schwamm (Axinella) ein Gen mehr (jeweils linker Balken). Der Gehalt an codierten tRNAs (jeweils
rechter Balken) ist variabler, sie sind besonders in der Koralle Anacropora sehr reduziert. Die
mitochondrialen DNAs in der pflanzlichen Entwicklungslinie (hier die Alge Chara, das Lebermoos
Marchantia und die Blitenpflanze Arabidopsis) sind viel gréBer, genreicher und variabler. Unter
den Protisten ist allerdings eine noch gréBere Diversitét zu finden, einschlieBlich des genreichsten
Chondrioms in Reclinomonas und des gendrmsten in Plasmodium.

Ein bakterielles Genom von vielleicht 2000 Genen und 2 Millionen Basenpaaren ist im
Lauf der Evolution auf die Restgenome in den Organellen reduziert worden, wie sie sich
heute darstellen. Ein grofier Teil der urspriinglichen bakteriellen Genome ist dabei in
den Nukleus der Eukaryontenzelle transferiert worden, andere gingen schlicht verloren.
Die menschliche mitochondriale DNA war die erste, die bereits 1981 komplett sequen-
ziert wurde (Tab. 1.1 auf Seite 5), gefolgt von vielen weiteren mitochondrialen DNAs
(mtDNA) in Tieren. Die mitochondriale DNA, das Chondriom, wird nur in der miitter-
lichen Linie, also in der Eizelle weitervererbt. Die DNA in den Mitochondrien ist stam-
mesgeschichtlich von besonderem Interesse. Die recht schnelle Evolution der tierischen
mtDNA erlaubt es, die Ereignisse in erd- und stammesgeschichtlich vergleichsweise jun-
gen Zeitraumen, wie beispielsweise der Geschichte der Menschheit, zu rekonstruieren.
Das ringférmige Molekiil von etwas tiber 16.000 Basenpaaren trédgt 13 proteincodieren-
de Gene, die an der Atmungskette beteiligt sind (Abb. 1.5 auf der vorherigen Seite), und
codiert seinen eigenen Satz von tRNAs, die einen etwas modifizierten genetischen Code
umsetzen, den wir im Folgenden besprechen werden.



24 1 Die molekularen Grundlagen des Lebens

In den Mitochondrien der pflanzlichen Entwicklungslinie sind die mitochondrialen Ge-
nome viel grofier. Die pflanzlichen Chondriome tragen einige Gene mehr, insbesondere
fiir ribosomale Proteine, aber auch fiir weitere Untereinheiten der Atmungskettenkom-
plexe oder fiir die Cytochrom-C-Biogenese (Abb. 1.5 auf Seite 22). Das bislang genreichs-
te Chondriom wurde allerdings in dem Protisten Reclinomonas americana gefunden, das
bislang gendrmste im Malariaerreger Plasmodium falciparum. Die Anzahl codierter Ge-
ne und die Chondriomgrofien korrelieren nur zum Teil. Besonders bei Pflanzen findet
man sehr grofle Chondriome, ohne dass der Raum erkennbar fiir Gene genutzt wird.
Das Chondriom des Lebermooses Marchantia polymorpha, das 1993 in kompletter Lange
sequenziert wurde, hat beispielsweise eine Grofie von 186 kBp (Abb. 1.6 auf der vorheri-
gen Seite), die Modellpflanze Arabidopsis thaliana hat ein doppelt so grofses Chondriom,
codiert dort aber sogar weniger Gene. Fiir die Wassermelone geht man von einer Chon-
driomgrofie um 2,5 MBp aus — grofier sogar als einige Bakteriengenome. Hierin liegt
natiirlich einer der Griinde warum bisher ein Vielfaches an tierischen gegeniiber pflanz-
lichen Chondriomsequenzen vorliegt.

Zwischen Pflanzenarten existieren teils erhebliche Unterschiede in dem Satz an Genen,
die auf den Chondriomen codiert sind. Diese Unterschiede betreffen vor allem Gene fiir
die Proteine der Ribosomen, die in der einen Pflanze (noch) im Chondriom, in der ande-
ren aber nach Gentransfer (schon) im Nukleus codiert sind. In der Entwicklungslinie der
Tiere ist das nicht der Fall, fast tiberall findet man (nur) den Kernsatz an mitochondrialen
Genen der Atmungskette wie er auch im Menschen vorliegt. Man muss die betrachteten
Arten bis auf Bandwurm und Schwamm ausdehnen, um ein Gen mehr oder weniger
zu finden (Abb. 1.5 auf Seite 22). Wenn wir in der Evolution dann allerdings noch tiefer
bis zu den einzelligen Vorldufern der Tiere vordringen, stoffen wir auch hier bei Arten
wie Monosiga brevicollis auf weitere Gene, die dhnlich wie in den Pflanzen und anderen
Protisten noch nicht den Weg in den Nukleus gemacht haben (Abb. 1.5).

Neben ihrer schieren GroBe birgt die mtDNA der Pflanzen diverse weitere Uberraschun-
gen. Aufler den urspriinglich mitochondrialen Sequenzen tauchen solche auf, die ein-
deutig spéter aus dem Chloroplasten oder aus dem Nukleus ins Chondriom importiert
worden sind, also entgegen dem endosymbiontisch postulierten Transfer als Kopien ih-
ren Weg in die mtDNA gemacht haben. Man spricht von promisker DNA.

In einigen Eukaryonten, die in anaerober Umgebung existieren, findet man anstelle der
Mitochondrien Hydrogenosomen. Ihr evolutiondrer Ursprung war umstritten, ein eige-
nes Genom schienen sie nicht mehr zu besitzen. Jiingst ist allerdings eine eigene DNA in
den Hydrogenosomen von Nyctotherus ovalis nachgewiesen worden. Sie trdgt ganz ein-
deutig mitochondriale Gene und stellt damit die Hydrogenosomen gleichsam als spe-
zialisierte, degenerierte Form der Organellen mit den Mitochondrien in eine Entwick-
lungsreihe.

In diversen Pflanzen und Algen ist das Chloroplastengenom, das Plastom, bereits voll-
standig sequenziert. Das Plastom ist von ganz besonderer Bedeutung fiir die molekulare
Phylogenetik der pflanzlichen Entwicklungslinie. Ganz anders als die so verdnderlichen
Chondriome sind die Plastome der Pflanzen sowohl strukturell als auch im Gehalt der
Gene sehr konserviert (Abb. 1.7). In dieser strukturellen Konservierung liegt ein grofier
methodischer Vorteil fiir die Arbeit mit der Chloroplasten-DNA in der molekularen Phy-
logenetik. Nicht nur die codierenden Regionen sondern auch Introns und die Regionen
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Abbildung 1.7 Das Plastom von Nymphaea alba, der wei3en Seerose, ist ein typisches Bei-
spiel fir eine Chloroplasten-DNA in den Landpflanzen (Nachdruck der Genkarte aus Goremykin
et al., 2004, mit freundlicher Genehmigung der Autoren und von Oxford University Press). Zu-
satzlich bezeichnet sind hier die Large Single Copy Region (LSC) und die Small Single Copy
Region (SSC), die durch zwei Inverted Repeats (IR) voneinander getrennt sind. Unterschiede
durch Gentransfer in den Nukleus werden fiir die coDNA der Landpflanzen viel seltener beobach-
tet als fiir inre mtDNA. Ahnlich wie in der mtDNA findet man allerdings auch in Plastomen Gene
far tRNAs (trn), fir rRNAs (rrn) und fir ribosomale Proteine (rpl, rps). AuBerdem existieren Gene
far Untereinheiten der Photosysteme | und Il (psa, psb), fir den Cytochrom-b6f-Komplex (pet), fir
eine RNA-Polymerase vom prokaryontischen Typus (rpo), flir eine NADH-Dehydrogenase (ndh),
fir eine ATPase (atp), fir eine Acteyl-CoA-Carboxylase (accD), fir eine ATP-abhangige Protease
(clpP) und fir die groBe Untereinheit der Ribulosebisphosphat-Carboxylase (rbclL). Gene auf der
Innenseite des Ringes werden im Uhrzeigersinn, diejenigen auf der AuBenseite gegen den Uhr-
zeigersinn transkribiert. Unterbrochene Genboxen zeigen Introns an. In der Evolution der Land-
pflanzen variiert die Ausdehnung der IRs betréchtlich, bei Nymphaea erstreckt sie sich von trnN,
dem Gen fir die tRNA fir Asparagin, bis zu rp/2, dem Gen fiir Protein 2 in der groBBen Untereinheit
des Ribosoms.
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zwischen den Genen sind tiber PCR-Ansétze (denen wir uns am Ende dieses Kapitels
widmen) leicht zugénglich. Viele Genorte im Chloroplasten sind darum bereits zur Auf-
klarung stammesgeschichtlicher Fragen und fiir eine molekulare Systematik im Pflan-
zenreich herangezogen worden. Das rbcL-Gen ist hier das Paradebeispiel. Es codiert
die grofie Untereinheit der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase, dem Enzym, das die
Kohlendioxidfixierung in der Dunkelreaktion der Photosynthese katalysiert. Grofse Da-
tensdtze existieren inzwischen auch fiir rps4, das Gen fiir Protein 4 der kleinen riboso-
malen Untereinheit, und diverse weitere Loci.

1.6 Molekulare Besonderheiten

Neue Erkenntnisse der Molekularbiologie sind unveréndert fiir viele Uberraschungen
gut und liefern laufend weitere Facetten. Das Bild, das wir in unserer kurzen Einleitung
in den vorangegangenen Kapiteln gezeichnet haben, ist bestenfalls holzschnittartig. Wir
konnen hier nicht alle interessanten Entdeckungen der letzten Jahre diskutieren, wollen
aber doch auf diejenigen eingehen, die fiir die Betrachtungen der molekularen Evolution
und Phylogenetik unmittelbar von Bedeutung sind.

1.6.1 Introns, alternatives Splicing, Trans-Splicing und Inteine

Wie wir schon zuvor besprochen haben, sind Introns ganz typische Komponenten eu-
karyontischer Gene, die nach der Transkription einer pre-mRNA entfernt werden. Dies
geschieht aber offensichtlich nicht immer auf gleichem Wege: In vielen Fillen werden
fiir ein Gen Ereignisse alternativen Spleifiens gefunden — die Prozessierung einer pre-
mRNA kann auf verschiedenen Wegen ablaufen. Ein Intron ist also nicht immer ein In-
tron oder es wird nicht immer auf nur eine Weise gespleifst. Alternative 5’- oder 3’-Enden
sorgen fiir unterschiedlich lange Exons, die in der reifen mRNA verkniipft werden oder
ganze Exons werden ausgelassen und andere neu eingefiigt. So entstehen aus dem einen
eukaryontischen Gen unterschiedlich gereifte mRNAs, die unterschiedliche Proteine co-
dieren konnen. Das alternative Spleifsen tragt so ganz offensichtlich zu einer erhohten
Diversitit der hergestellten Proteine in der eukaryontischen Zelle bei.

Besondere Typen von Introns findet man in den Organellengenomen der Pflanzen und
Pilze, also in der DNA der Chloroplasten und Mitochondrien. Sie werden mit Grup-
pe I und Gruppe II-Introns bezeichnet. Die Klassifizierung beruht auf ganz charakte-
ristischen intramolekularen Basenpaarungen, die zu ebenso charakteristischen Sekun-
déarstrukturfaltungen fithren. Diese Introntypen bedienen sich zum Spleifien nicht des
Spleifiosoms. Verbliiffenderweise sind zumindest einige Exemplare in beiden Gruppen
selbstspleiiend (engl. self-splicing) — sie entfernen sich autokatalytisch von selbst aus der
pra-RNA, dem Primértranskript. Die Arbeiten an dem zuerst identifizierten Gruppe I-
Intron im Ciliaten Tetrahymena haben Thomas Cech den Nobelpreis eingebracht.

Gemeinsam mit den Arbeiten von Sidney Altman an einer anderen katalytischen RNA
(der RNAse P, die das 5’-Ende von tRNAs prozessiert) wurden so die Grundlagen zu
Spekulationen tiber eine RNA-Welt gelegt — ein Begriff, der auf Walter Gilbert zurtick-
geht (Tab. 1.1 auf Seite 5). Danach hat RNA in ihrer Doppelfunktion als gleichzeitiger
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Tréger von Information und Funktion bei der Entstehung des Lebens eine primére Rolle
vor dem Auftreten der DNA gespielt.

Beide Intronklassen, Gruppe I- und Gruppe II- Introns, scheinen evolutionér alt zu sein.
Mitglieder beider Gruppen entdeckt man zunehmend auch in Bakterien. Diese Beob-
achtung ist ganz besonders interessant, weil Gruppe II-Introns in RNA-Struktur und
Spleifimechanismus dem Spleifiosom sehr dhneln. Die Idee, dass Gruppe II-Introns mit
den endosymbiontischen Organellen Mitochondrium und Chloroplast die eukaryonti-
sche Zelle erreicht haben und dann nach Gentransfer in den Nukleus zu spleiflosoma-
len Kernintrons und Spleiflosom degenerierten, ist zumindest nicht vollig abwegig. Sie
wird unterstiitzt durch eine weitere Besonderheit mancher Gruppe Il-Introns, die sich
als Trans-Splicing manifestiert: Manche Gruppe II-Introns sind in ihrer Kontinuitdt un-
terbrochen. In den Chloroplasten und Mitochondrien haben Rekombinationsereignisse
dazu gefiihrt, dass sich die eine Hilfte eines solchen Introns an einem Ort und die an-
dere an einem weit entfernten befindet, dazwischen liegen diverse andere Gene. In den
Mitochondrien der Landpflanzen sind sechs Gruppe II-Introns betroffen. In den Chloro-
plasten betrifft es ein Intron im rps12-Gen. In unseren Beispiel, dem Plastom von Nym-
phaea (Abb. 1.7 auf Seite 25) liegen zwei Exons des rps12-Gens vor dem rps7-Gen (auf
den IRs etwa bei 7h30 und 10h30), ein drittes rps12-Exon liegt hinter dem clpP-Gen in
der LSC-Region (etwa bei 5h30). Von den beiden Hilften des betroffenen Gens mdiis-
sen unabhdngige Transkripte gebildet werden, die sich in trans als zwei RNAs fiir den
Spleifivorgang zusammenfinden miissen. Diese Beispiele demonstrieren sehr deutlich,
dass die entscheidenden Komponenten fiir Spleifiaktivitiat auf separate RNA-Molekiile
verteilt werden konnen, ganz so wie die snRNAs (small nuclear RNAs) im Spleiflosom.
Beide Introntypen konnen Leseraster fiir Proteine codieren, die an der Vermittlung von
Intronmobilitidt oder/und dem Spleifien beteiligt sind — DNA-Endonukleasen in den
Gruppe I- und Maturasen in den Gruppe IlI-Introns. Maturasen sind typisch fiir Grup-
pe II-Introns in Bakterien, seltener in Pflanzenorganellen. Das matK ist ein solcher Ma-
turase-Locus in den Chloroplasten der Landpflanzen (bei 12 h in Abb. 1.7 auf Seite 25),
der auch phylogenetisch genutzt wird (Abschnitt 7.4.1).

Dass dem molekularen Spieltrieb der Natur offensichtlich keine Grenzen gesetzt sind,
demonstrieren eindrucksvoll auch die Inteine. Will man sie einfach definieren, konnte
man sagen, es handelt sich um , Introns in Proteinen”. Statt auf RNA-Ebene ein Intron
zu entfernen, wird erst aus dem fertig synthetisierten Protein ein innerer Teil von Ami-
nosduresequenzen herausgeschnitten. Die zusammengefiigten Teile des reifen Proteins
werden folgerichtig als Exteine bezeichnet. Ein typisches Intein befindet sich beispiels-
weise in einer protonenpumpenden ATPase der Vakuole bei diversen Hefepilzen, aber
auch in der DNA-Helicase einer Rotalge und in anderen Proteinen bei Cyanobakterien,
Eubakterien und Bakteriophagen, sowie auch bei Archaea. Sollten Sie also zukiinftig ein
Protein finden, bei dem ein eigentiimlicher, irgendwie tiberfliissiger Teil auftaucht, der
aber ganz klar in der reifen mRNA so codiert ist, sollten Sie die Moglichkeit eines Inteins
in Erwédgung ziehen. Die Mechanismen des Protein-Splicing zu diskutieren, fiihrt hier
zu weit. Die aktuellen Entwicklungen und bekannten Beispiele sind aber sehr schon auf
der Intein Website (www.neb.com/neb/inteins.html) der Firma New England Biolabs
dokumentiert.
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1.6.2 Gene auf Wanderschaft

Gene verbleiben nicht immer an ihrem Platz in ihrem Stammgenom, wie die Na-
tur auf vielfiltige Weise demonstriert. Die umfangreichen Gentransfers in den Nu-
kleus tiber Milliarden von Jahren, die mit dem Wandel von einem eingewanderten a-
Proteobakterium zu Mitochondrien und von einem Cyanobakterium zu Chloroplasten
einhergingen, sind die ganz offensichtlichen Beispiele, die wir schon besprochen ha-
ben. Nicht immer ist ein Gentransfer funktional: In vielen Féllen sind nur Fragmente
mitochondrialer oder chloroplastiddrer Sequenzen oder intergenische Regionen in den
Kerngenomen angesiedelt. Insbesondere in der Tierwelt wird von NUMTs (engl. nucle-
ar mitochondrial sequences) gesprochen. Ahnlich sind die vielen Beispiele von Insertionen
nukledrer oder chloroplastiddrer DNA in den mitochondrialen Genomen der Pflanzen,
die wir schon als promiske DNA erwé&hnt hatten.

Der hiufige Transfer von genetischer Information zwischen Bakterien ist ebenso offen-
sichtlich und eine leidvolle unmittelbare Erfahrung bei der Ausbreitung von Resistenzen
gegen Antibiotika. Unter den bisher bekannten Ubertragungen von Erbmaterial in der
Natur tiber grofie Artdistanzen hinweg ist wohl der Transfer von genetischem Material
(der T-DNA) aus dem Agrobacterium tumefaciens in Pflanzen der eindrucksvollste. Nach
Gentransfer entwickeln die Pflanzen Tumore, die so genannten Wurzelhalsgallen. Die
Pflanzenzellen stellen aufserdem ihren Stoffwechsel auf die Erndhrung des Bakteriums
um. Dieses faszinierende Phianomen ist in den 1980er Jahren molekular verstanden und
danach modifiziert worden (Tab. 1.1 auf Seite 5). Es dient inzwischen den molekularen
Pflanzengenetikern als Standardverfahren, um effizient beliebige DNA in Pflanzen ein-
zubringen, also transgene Pflanzen herzustellen, natiirlich ohne Tumore zu erzeugen.

Weitere Hinweise auf horizontalen Gentransfer (HGT), also die Ubertragung von DNA
tiber Artgrenzen hinweg, scheinen sich zu mehren. Dass DNA intakt in andere Zellen ge-
langen kann, ist klar, z. B. schlicht in die Zellen unserer Darmschleimhaut, die sich mit
der taglichen Dosis einiger Gramm DNA in unserer Nahrung konfrontiert sieht. Auch,
dass DNA in Zellen persistieren kann, ist prinzipiell gut moglich — allerdings werden
solche sehr seltenen Einzelereignisse in aller Regel gar nicht bemerkt. Damit wir diese
Ereignisse molekular wahrnehmen, muss bei vielzelligen Organismen die Keimbahn ge-
troffen sein. Uberzeugende Beispiele finden wir im Pflanzenreich: Ein mitochondriales
Gruppe I-Intron, das offensichtlich pilzlichen Ursprungs ist, taucht sporadisch in Blii-
tenpflanzen auf. Noch spektakulédrer scheinen hier die jiingst berichteten Beispiele fiir
den horizontalen Transfer mitochondrialer Gene zwischen gar nicht verwandten Pflan-
zenarten zu sein (s. Abschnitt 12.2.2 auf Seite 337). Mit Phianomenen des horizontalen
Gentransfers ist die molekulare Phylogenetik nattirlich auf eine harte Probe gestellt. Im-
plizit nehmen wir an, dass DNA vertikal vererbt wird, also von Generation zu Generati-
on iiber Zellteilung und die Verschmelzung von Gameten weitergegeben wird. Ein Gen
aber, das von auflen neu aus einer anderen Art eingebracht wird, macht einen Strich
durch die Rechnung. Bis jetzt allerdings reden wir hier von zwar hoch interessanten,
aber doch sehr, sehr seltenen Ereignissen, die mittels molekularer Phylogenetik tiber-
haupt erst entdeckt werden kénnen —ndmlich wenn die Stammesgeschichte eines Genes
eben nicht zur Stammesgeschichte des Organismus passt.

Schliefilich sind die Genome sowohl in Prokaryonten wie auch in Eukaryonten Wirte fiir
genetische Elemente, die ein Eigenleben fiihren. Fiir die Entdeckung der Transposons
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A

AAs = FFLLSSSSYY**CC*WLLLLPPPPHHQQRRRRIIIMTTTTNNKKSSRRVVVVAAAADDEEGGGG
Starts = - --M---—-—-————————— M-—————— M-—-—--——
Basel = TTTTTTTTTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCCAAAAAAAAAARAAAAAAGGGGGGGGGGGGGGGG
Base2 = TTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGG
Base3 = TCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAG
B

AAs = FFLLSSSSYY**CCWWLLLLPPPPHHQQRRRRIIMMTTTTNNKKSS**VVVVAAAADDEEGGGG
Starts = - ——— MMMM-———==—=—=—=——=—— M-——————————
Basel = TTTTTTTTTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCCAAARAAAAAAAAAARAAGGGGGGGGGGGGGGGG
Base2 = TTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAARAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGG
Base3 = TCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAG
C

AAs = FFLLSSSSYY**CCWWTTTTPPPPHHQQRRRRIIMMTTTTNNKKSSRRVVVVAAAADDEEGGGG
Starts = ---m—---——--——-———--—— - ———— MM-——-—————— -
Basel = TTTTTTTTTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCCARAAAAAAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGGGGGG
Base2 = TTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGG
Base3 = TCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAG

Abbildung 1.8 Die Code-Tabellen fir den ,universellen” genetischen Code (A), den genetischen
Code in den Mitochondrien der Wirbeltiere (B) und in den Mitochondrien der Hefen (C). Jeweils
unten angegeben sind die 64 mdglichen Codon-Tripletts. Die oberste Zeile gibt die Aminosaure-
Ubersetzungen im 1-Buchstabe-Code an (AAs). In der Zwischenzeile sind mégliche Startcodons
zur Initiation der Proteinbiosynthese angegeben, z.B. GTG neben ATN bei B, die aber im uni-
versellen Code nur sehr selten auftreten. Insgesamt existieren aktuell 17 verschiedene Codonta-
bellen, die man unter www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi findet. Die
verschiedenen Abweichungen vom universellen Code gelten in den allermeisten Fallen fur Mit-
ochondriengenome von Tieren, Pilzen und Protisten. Betroffen sind meist die Codons, in denen
der universelle Code asymmetrisch ist, also in der ATN- und in der TGN-Codonfamilie (Abb. 1.2
auf Seite 10). Folgerichtig gibt es dann jeweils zwei statt nur einem Codon fiir Methionin und/oder
Tryptophan und es wird auf ein Codon fiir Threonin oder Stop verzichtet. Bei den Transkripten
aus dem Nukleus der Euplotida, einer Ciliatengruppe, allerdings codiert das UGA-Codon anstelle
von STOP fiur Cystein. Auch die AGR-Codons, die im universellen Code flr Arginin stehen, sind
oft von Sinnanderungen betroffen. Anstelle von Stop (wie in den Mitochondrien der Vertebraten)
codieren sie Serin in den Invertebraten oder Glycin in manchen Tunicaten. Bekannt ist au3erdem
die Sinnanderung von Lysin zu Asparagin in den Mitochondrien der Platyhelminthes.

im Mais (Zea mays) hat Barbara McClintock (*16.06.1902, 102.09.1992) den Nobelpreis
erhalten. Inzwischen kennen wir die verschiedensten Typen ,transposabler” Elemente.
Insbesondere Retrotransposons, die sich iiber ein RNA-Intermediat verbreiten, tragen
oft ganz erheblich zum Anwachsen der Genomgrofien in Eukaryonten bei. In Einzelfal-
len konnen auch sie phylogenetische Erkenntnisse liefern (Kap. 12).

1.6.3 Der doch nicht ganz so universelle genetische Code

Biologie als Wissenschaft der Ausnahmen zu betrachten, mag zynisch klingen, ist aber
einfach nicht falsch. Der genetische Code (Abb. 1.2 auf Seite 10) ist in seiner Universalitét
beeindruckend und erméglicht natiirlich erst, dass ein Gen aus dem Frosch eben auch
in den Tabak eingebracht werden kann und dort auch funktioniert und andersherum
ebenso. Die Ausnahmen zu ignorieren, so isoliert sie auch sein mogen, wére allerdings
ignorant und fatal.

Die augenfilligste Abweichung vom universellen genetischen Code tragen wir mit uns.
In den Mitochondrien in unseren Zellen werden Gene etwas anders als im Cytoplas-
ma iibersetzt, und dies gilt fiir die Mitochondrien in allen anderen Wirbeltieren genau-
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so. Neben ATG ist ATA in den Mitochondrien ein alternatives Methionin-Codon (nicht
mehr ein Isoleucin-Codon) und TGA ist ein alternatives Tryptophan-Codon (nicht mehr
ein Stopcodon). AGA und AGG wiederum sind Stopcodons geworden, sie codieren
nicht mehr Arginin wie im universellen Code. Eine einfache Schreibweise der abwei-
chenden Codon-Tabellen ist in Abbildung 1.8 auf der vorherigen Seite dargestellt. In
diesen ist mit M bezeichnet, welche Codons (aufier ATG) alternativ als Startcodons der
Translation verwendet werden konnen. Im universellen genetischen Code ist die Ver-
wendung von anderen Codons (CTG oder TTG) zum Start der Translation sehr selten,
im mitochondrialen Code der Vertebraten hingegen sind ATH und GTG als alternati-
ve Startcodons durchaus tiblich. In den kleinen Mitochondriengenomen kénnen man-
che Codons schlicht auch gar nicht vorkommen, dies gilt z.B. fiir die CGM-Codons in
Hefemitochondrien, die fiir Arginin codieren kénnten. Neben der Anderung betreffend
ATA- und TGA-Codons genau wie in den Vertebraten-Mitochondrien codieren in den
Mitochondrien der Hefe die CTN-Codons abweichend fiir Threonin (Abb. 1.8C). In ei-
nigen Féllen kldren sich Vermutungen, dass in einem Genom ein anderer genetischer
Code verwendet wird, allerdings auf ganz andere Art und Weise. In den Mitochondrien
der Pflanzen wurde beispielsweise vermutet, das CGG statt fiir Arginin fiir Tryptophan
codieren muss, weil man dieses Codon an Positionen fand, wo in den entsprechenden
Proteinen anderer Organismen immer ein Tryptophan auftauchte. Dieses Ratsel 16ste
sich mit der Entdeckung des RNA-Editing: Die genetische Information wird auf Ebene
der RNA korrigiert.

1.6.4 RNA-Editing

Auf eigenttimliche Weise wird in manchen Féllen die Information der DNA nach der
Transkription auf Ebene der RNA verédndert. Im Falle pflanzlicher Mitochondrien wird
vielfach ein Cytidin-Nukleotid gegen ein Uridin-Nukleotid ausgetauscht. Dieses ist kei-
nesfalls ein seltenes Ereignis, die Transkripte in den Mitochondrien einer Bliitenpflanze
werden durchaus an rund 500 Positionen auf diese Weise modifiziert. Betroffen sind
alle denkbaren Codons, und so werden hdufig Prolin-Codons zu Leucin-, Serin- oder
Phenylalanin-Codons, Startcodons kénnen aus Threonin-Codons entstehen und Stopco-
dons aus Arginin- oder Glutamin-Codons (s. Abb. 1.2 auf Seite 10). Manche Landpflan-
zen betreiben RNA-Editing in noch viel stirkerem Mafe als die Bliitenpflanzen und keh-
ren den Vorgang auch um — aus Uridinen werden Cytidine. Der gleiche Prozess ist auch,
wenngleich in geringerer Hédufigkeit, in den Chloroplasten der Landpflanzen zu finden.
Fiir eine eindeutige Vorhersage der Proteine, die in den Mitochondrien und Chloroplas-
ten der Pflanzen codiert sind, miissen also eigentlich immer die RNA- und nicht die
DNA-Sequenzen herangezogen werden. In einigen Féllen werden auch auflerhalb der
proteincodierenden Regionen, in tRNAs und in Introns, Ereignisse von RNA-Editing
gefunden.

Der Begriff RNA-Editing wurde bereits friiher fiir ein anderes Phanomen geprégt. Die
Transkripte in den Mitochondrien der Trypanosomen (Erreger der Schlafkrankheit) tau-
schen Nukleotide nicht aus, sondern sie inserieren oder deletieren Uridin-Nukleotide.
Auch hier gilt, dass RNA-Editing der Herstellung der korrekten genetischen Informati-
on dient. Erst nach dem Einfiigen und Deletieren der Nukleotide entsteht hier tiberhaupt
das funktionsfahige Leseraster.
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Einige andere Beispiele fiir RNA-Editing wurden beschrieben, sogar beim Menschen
gibt es welche: Die mRNA fiir unser Apolipoprotein B wird im Diinndarm mit einem
C-zu-U-Austausch so verdndert, dass ein Stopcodon eingefiihrt wird und damit spezi-
fisch eine kiirzere Variante des Proteins entsteht als in der Leber. Die mRNAs fiir eini-
ge Glutamatrezeptoren werden nukleotidspezifisch durch die scheinbare Verwandlung
von Adenin in Guanin veradndert. (Tatsdchlich wird Adenin in Inosin verwandelt, das
eigentlich gar nicht in der RNA vorkommen sollte, dann aber wie G gelesen wird.)

Fiir die Betrachtungen des RNA-Editing gilt d&hnliches wie fiir die abweichenden gene-
tischen Codes, die wir oben besprochen haben. Eigentlich handelt es sich um exotische
Phénomene, aber in einem bestimmten Organismus und Kompartiment hat das Phédno-
men eine ganz ausgepragte Bedeutung, wie eben RNA-Editing in den Mitochondrien
der Pflanzen oder der abweichende genetische Code in den Mitochondrien der Tiere.

1.6.5 Aminosauren 21, 22, ...

Nattirlich kann es auf dem molekularen Experimentierfeld der Evolution nicht ausblei-
ben, dass die Identitdten der 64 Codon-Tripletts nicht nur in ihrer Bedeutung vertauscht
werden, sondern unter Umstdnden sogar ganz neue Bedeutungen annehmen. Selenocy-
stein wird als 21. Aminosdure bezeichnet. Sie wird in bestimmten RNA-Umgebungen in
Proteine eingebaut, wenn eigentlich ein UGA-Stopcodon (opal) vorgefunden wird. Mit
dem Pyrrolysin wurde zuletzt ein weiteres Beispiel, die 22. proteinogene Aminoséaure,
beschrieben. Es wird an der Position des UAG-Stopcodons (amber) in Methyltransfera-
sen von Methanobakterien (Archaea) eingebaut. Wahrend eine Umwandlung zu Sele-
nocystein erst an der beladenen tRNA stattfindet und die Aminoséure selbst nicht als
freier Metabolit in der Zelle auftaucht, existiert Pyrrolysin frei in den Zellen und wird
von einer spezifischen Aminoacyl-tRNA-Synthetase eingebaut. So existiert also eine ei-
gene tRNAPyl mit einem CUA-Anticodon. Diese beiden Beispiele konnen nach aktuel-
lem Stand der Erkenntnis aber tatsachlich als exotische Ausnahmen gelten. Es ist noch
kein Organismus oder Organell bekannt, in dem regelmif$ig andere als die 20 typischen,
proteinogenen Aminosduren in Proteine eingebaut werden. Allerdings ertffnet die Mog-
lichkeit, auch andere Aminoséuren als die 20 tiblichen in einem Zellsystem in Proteine
einzubauen, nattirlich interessante Optionen fiir biotechnologische Anwendungen.

1.6.6 RNAIi und die Definition des Gens

Die Definition des Gens als ein DN A-Abschnitt, von dem eine mRINA transkribiert wird,
die in ein Protein tibersetzt wird, ist eine ganz gute erste Anndherung. Wir diirfen aber
nicht vergessen, dass nicht alle transkribierten RNAs als mRNA an den Ribosomen
translatiert werden. Als rRNAs oder als tRNAs erfiillen sie ihre Funktion unmittelbar
als strukturelle Nukleinsdure in der Proteinbiosynthese. Sie selbst werden nicht trans-
latiert, aber auch fiir sie gibt es Gene. Auch die kleinen snRNAs (small nuclear RNAs)
erfiillen ihre Funktion beim Spleifien von pre-mRNA direkt als RNA in der Zelle (s.
Abschnitt 1.3 auf Seite 14). Andere kleine RNAs treten als sequenzspezifische Antisense-
Molekiile in Aktion, indem sie gegensinnig, also invertiert, mit Bereichen von anderen
RNA-Molekiilen paaren: Die small nucleolar RNAs (snoRNAs) dirigieren so im Nukleo-
lus chemische Modifikationen bei der Reifung von rRNAs; die guide RNAs (gRNAs)
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bestimmen in Trypanosomen die Orte des RNA-Editings (s. Abschnitt 1.6.4 auf Sei-
te 30). Eine neues, ungeheuer schnell expandierendes Forschungsfeld der letzten Jahre
betrifft weitere kleine ,, Antisense”-RNA-Molekiile: miRNA (engl. micro RNAs) und siR-
NA (engl. small interfering RNAs) und piRNAs (engl. piwi-interacting RNAs). Diese klei-
nen RNAs (aus 20-30 Nukleotiden) entstehen durch Prozessierung von RNAs mit Nu-
kleasen, die Namen wie DICER und DROSHA tragen. Nach Bindung an die so genann-
ten Argonaut-Proteine bewirken sie in der Zelle iiber komplexe Mechanismen die Inakti-
vierung der Genexpression durch Behinderung der Translation oder Abbau einer betrof-
fenen mRNA. Solche Phéanomene werden jetzt allgemein als RNAi fiir RNA-Interferenz
bezeichnet (Tab. 1.1 auf Seite 5). Sind nun die Orte in der DNA, von denen siRNAs, miR-
NAs oder piRNAs ausgehen, Gene? Eher ja, denn Aktivitit oder Passivitdt an solchen
Loci kann nattirlich ganz deutliche phénotypische Auswirkungen haben. Unsere aktua-
lisierte, universelle Gebrauchsdefinition eines Gens muss dann auch nicht sehr komplex
ausfallen: ein Gen ist ein DNA-Bereich, von dem ein Transkript gebildet wird — sei es
mRNA, rRNA, tRNA, snRNA, snoRNA, gRNA, miRNA, siRNA oder piRNA.

1.7 Die Werkzeugkiste der Gentechnologie

Gentechnologie ist inzwischen tiber 30 Jahre alt (Tab. 1.1 auf Seite 5). Das grundlegen-
de Methodenspektrum der Gentechnologie umfasst Moglichkeiten, DNA zu isolieren,
zu zerlegen, neu zusammenzusetzen, in Grofle und Menge nachzuweisen und in einer
Transformation in neue Organismen einzufiihren. Schliefllich will man die Nukleotidse-
quenz einer DNA oder eines ganzen Genoms in Erfahrung bringen. Vor allem das Zer-
legen und Zusammenfiigen, also die Herstellung rekombinanter DNA, war natiirlich
unmittelbar an die Isolierung von Enzymen gebunden, die diese Aufgaben erledigen.

1.7.1 Molekulare Klonierungen und Elektrophoresen

Nukleinsduren aus Organismen zu gewinnen, ist ein recht einfacher Vorgang. Der
rein mechanische Aufschluss des Zellmaterials, z.B. in einem Morser, wird von ei-
nem chemischen Aufschluss in einem Puffer begleitet, der in der Regel ein Detergens
enthédlt, mit dem Membranen aufgelost und Proteine denaturiert werden. Pflanzen-
zellen sind wegen ihrer Zellwédnde etwas hartnédckiger als tierische Zellen, aber ein
Aufschluss fiir einige Minuten in warmem Puffer, der das Detergens CTAB (Cetyl-
trimethylammoniumbromid) enthélt, funktioniert auch hier in der Regel gut. Aus dem
Zellaufschluss lassen sich viele Komponenten (Proteine, Lipide, Chlorophyll etc.) durch
Extrahieren mit Phenol und Chloroform entfernen. Nukleinsduren in der wissrigen Pha-
se werden mit Alkohol gefillt und der Nukleinsdureniederschlag (das Pellet) wird nach
Zentrifugation in einem Puffer aufgenommen.

Moderne Molekularbiologie, die Rekombination von DNA und damit letztendlich die
Gentechnologie waren mit der Entdeckung von Enzymen verbunden, die Reaktionen
an Nukleinsduren durchfiihren. Ein doppelstrangiges DNA-Molekiil kann durch spezifi-
sche DNA-Endonukleasen, die so genannten Restriktionsenzyme, geschnitten werden.
Ihr Name geht mit dem biologischen Hintergrund einher: Bakterien haben Restriktions-
enzyme entwickelt, um sich gegen eindringende Bakteriophagen-DNA zu wehren und
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so das Wachstum von Phagen zu restringieren. Besondere Bedeutung in der Molekular-
biologie haben Restriktionsenzyme gewonnen, die unmittelbar innerhalb ihrer kurzen,
spezifischen Erkennungssequenzen die DNA zerschneiden (so genannte Typ II Restrik-
tionsendonukleasen). Ein Enzym wie Pstl, das aus dem Bakterium Pseudomonas stuar-
tii gewonnen wird, schneidet einen DNA-Strang hochspezifisch in der Sequenz CTG-
CAG, ein anderes wie EcoRI aus Escherichia coli in der Sequenz GAATTC, ein drittes
wie Smal aus Serratia marcescens in der Sequenz CCCGGG (Abb. 1.9 auf der nédchsten
Seite). Den Enzymen gemeinsam ist eine Punktsymmetrie der Erkennungssequenz (ein
Palindrom): auf dem Gegenstrang der DNA steht unter Beachtung der umgedrehten
5’-3’-Orientierung die gleiche Sequenz (Abb. 1.9). Der DNA-Doppelstrang kann in un-
terschiedlicher Weise geschnitten werden, so dass stumpfe Enden wie im Falle von Smal
entstehen, oder aber so, dass durch einen versetzten Schnitt DNA-Fragmente mit tiber-
héngenden 3’-Enden (bei PstI) oder {iberhdngenden 5’-Enden entstehen (wie bei EcoRI).
Solche iiberhingenden Enden kénnen nur mit anderen dazu passenden Uberhingen auf
anderen DNA-Fragmenten zusammengefiigt werden. Neben den genannten Enzymen

mit Hexamer-Erkennungsmotiven existieren andere mit kiirzeren Erkennungssequen-
zen, z.B. GATC bei Sau3A, oder lingeren wie z.B. GCGGCCGC bei Notl.

Die Entdeckung und Charakterisierung von bakteriellen Plasmiden (Tab. 1.1 auf Seite 5)
war eine ganz entscheidende Grundlage zur weiteren Entwicklung der Molekularbiolo-
gie und schliefilich der Gentechnik. Diese ringformigen DN A-Molekiile existieren in vie-
len Bakterien neben dem Bakterienchromosom, oft in erhdhter Kopienzahl und mit ihrer
eigenen, unabhingigen Replikation. Plasmide tragen hiufig Resistenzen gegen Antibio-
tika und werden manchmal zwischen verwandten Bakterienstimmen leicht tibertragen.

Molekulare Klonierungen in Plasmide von Escherichia coli haben die Grundlagen der
Gentechnologie gelegt und sind ganz unverdndert ein zentraler Standard in molekular-
biologischen und gentechnischen Laboren (Abb. 1.9 auf der nichsten Seite). Das erste
Plasmid, das weite Verwendung fiir molekulare Klonierungen fand, war pBR322.

DNA-Fragmente werden mit Ligasen (beispielsweise der T4-DNA-Ligase, benannt nach
dem Bakteriophagen T4) zusammengefiigt. In einer solchen Ligation kénnen DNAs aus
verschiedenen Quellen miteinander verkniipft werden. Allerdings wiirde sich bei dem
Beispiel in der Abbildung 1.9 auf der nédchsten Seite das Plasmid eher in einer monomo-
lekularen Reaktion einfach wieder schlieflen statt Spender-DNA aufzunehmen. Diese
Religation kann vermieden werden, indem das aufgeschnittene Plasmid mit einer Phos-
phatase (wie z.B. der CIP, der Calf Intestine Phosphatase) behandelt wird. So werden die
endstdndigen, freien 5’-Phosphatgruppen entfernt, die bei dem Schneiden der DNA ent-
standen sind. Die Ausbildung von Phosphodiesterbindungen kann dann nur noch durch
das Einftigen der zu klonierenden Spender-DNA erfolgen. Entscheidend fiir das Ein-
bringen solch einer rekombinierten DNA in eine Zielzelle, die so genannte Transforma-
tion, ist, dass sich das im Reagenzglas zusammengefiigte, rekombinante DNA-Molekiil
in der Zielzelle auch vermehren kann. Hierfiir tragen Plasmide fiir ihre autonome Repli-
kation einen ori, einen origin of replication (Abb. 1.9). Neu ins Plasmid eingefiigte DNA
wird mitrepliziert und kann durchaus in der neuen Umgebung auch exprimiert, also in
Protein umgesetzt werden.

Zur Transformation werden kompetente Zellen eingesetzt — Bakterien, die nach einer
chemische Vorbehandlung (z.B. mit Calciumchlorid) wéhrend eines Temperaturerho-
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Abbildung 1.9 Molekulare Klonierung in Plasmidvektoren (rechts) als Standardverfahren der
Molekularbiologie. DNA kann mit Restriktionsenzymen an deren Erkennungsstellen spezifisch ge-
schnitten werden. Beispiele sind fiir die Erkennungsstellen der drei Enzyme EcoRI, Smal und
Pstl dargestellt. Durch den vier Nukleotide versetzten Schnitt auf den beiden Einzelstréngen der
DNA entstehen bei EcoRlI freie 5-Uberhdngende Enden. Die Verknlpfung mit zu klonierender
Spender-DNA (links), die mit einem passenden Restriktionsenzym zerlegt wurde, erfolgt mit ei-
ner DNA-Ligase. Um die Selbstligation des Vektors zu verhindern, kénnen die endstandigen 5’-
Phosphatgruppen mit einer Phosphatase (alkal. Phosphatase, CIP, Calf Intestine Phosphatase)
entfernt werden. Nach der Verknlpfung in der Ligation wird das Produkt in die Zielzellen transfor-
miert. Unverzichtbare Bestandteile eines Plasmidvektors sind ein Replikationsursprung (origin of
replication, ori), der in der Zielzelle fiir die Initiation der Replikation funktionieren muss, sowie ein
Merkmal, anhand dessen leicht auf die Aufnahme des Plasmids selektiert werden kann. Dies ist in
aller Regel eine Resistenz gegen ein Antibiotikum, das dann dem Medium zugegeben wird - hier
die Ampicillinresistenz Amp".

hungsschritts (heat shock) DNA aufnehmen. Eine alternative, inzwischen weit verbreitete
Methode, ist die Elektroporation, bei der die Bakterien wihren eines kurzen Spannungs-
stofles von etwa 2500 V DNA aufnehmen. Weil die Transformation in jedem Fall ein nicht
sehr effizienter Prozess ist, muss man unbedingt die wenigen, gewtiinschten Zellen, die
ein Plasmid aufgenommen haben, leicht identifizieren konnen. Dazu hilft ein Merkmal,
das die Trager des Plasmids leicht erkennen ldsst. Meist wird hierzu eine plasmidcodier-
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Abbildung 1.10 Die Agarosegelelektrophorese ist eine Routinemethode, um Nukleins&uren auf
Qualitat, Menge und MolekulgréBe hin zu untersuchen. Links ist schematisch der Aufbau darge-
stellt. Agarose wird durch Aufkochen im Elektrophoresepuffer gelést und in eine Form gegossen.
Ein Taschenformer sorgt dafiir, dass beim Erkalten zur Gelmatrix Taschen fiir die Beladung mit
den Nukleinsdureproben ausgespart werden. Ethidiumbromid wird den Proben oder der Agaro-
se zugesetzt, so dass Nukleinsduren bei UV-Belichtung sichtbar orange fluoreszieren. Ein typi-
sches Gelbild ist rechts dargestellt. In der ersten Spur ist ein GréBenstandard mit einem Gemisch
von DNA-Fragmenten bekannter Gr6Be aufgetragen. Die zweite Spur zeigt eine typische Nuklein-
saurepraparation, hier aus pflanzlichem Material. Neben einer deutlichen Bande von sehr hohem
Molekulargewicht aus rein mechanisch fragmentierter DNA sieht man zwei weitere Banden flr
die 28S und die 18S rRNA, die stéchiometrisch in der Zelle dominieren. Aufgrund ihrer Sekun-
darstruktur laufen die rRNAs hier schneller als ein DNA-Molekdl gleicher Lange und ihre GréBen
kdnnen nicht anhand des Standards abgeschétzt werden. Nach einer Spaltung der DNA mit ver-
schiedenen Restriktionsendonukleasen (dritte und vierte Spur) entsteht ein gro3es Spektrum von
Fragmenten unterschiedlichster GréBen, die in ihrer Gesamtheit das Genom représentieren. Im
Einzelfall zeichnen sich hier einzelne Banden starker ab, bei denen es sich um die stéchiome-
trisch Gberreprasentierte DNA der Organellen handelt.

te Resistenz gegen ein Antibiotikum wie Ampicillin, Gentamycin, Kanamycin, Rifampi-
cin, Spectinomycin oder Tetracyclin verwendet. Nur diejenigen Bakterien, bei denen eine
erfolgreiche Transformation stattgefunden hat, kénnen in Gegenwart des Antibiotikums
wachsen.

Neben dem klassischen Verfahren molekularer Klonierung tiber Restriktionsspaltung
und Ligation findet ein alternatives Verfahren, das auf direkter Rekombination zweier
DNA-Molekiile basiert, zunehmend Anwendung. Hierzu wurde das Rekombinations-
system des Bakteriophagen Lambda nutzbar gemacht, mit dem der Bakteriophage in das
Genom von Escherichia coli integrieren kann. Das Konzept ist unter dem Handelsnamen
GATEWAY™ auf dem Markt. Die Klonierung in Plasmide ist eine einfache Routineme-
thode, findet aber zum einen ihre Begrenzung in der Grofle der zu klonierenden DNA
(bis etwa 20 kBp) und zum anderen, weil Plasmide kein geeigneter Vektor sind, um
DNA in eukaryontische Zellen einzubringen. Fiir die Transformation tierischer Zellen
werden hdufig virale Transformationssysteme verwendet, bei Pflanzen spielt der Agro-
bacterium-vermittelte Gentransfer der T-DNA die Hauptrolle. GrofSere DNA-Fragmente
werden in Lambda-Phagen oder den daraus abgeleiteten Cosmiden oder Fosmiden (bis
etwa 40 kBp) kloniert. Fiir die Klonierung noch weit grofierer DNA-Fragmente wurden
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zunédchst die YACs, die Yeast Artificial Chromosomes, also kiinstliche Chromosomen in der
Hefe, entwickelt. Ihnen folgten die BACs, die Bacterial Artificial Chromosomes, die recht
breite Verwendung gefunden haben. Die letztgenannten sind prinzipiell Abkommlinge
besonders grofler stabiler Plasmide, die Insertgrofien um 100 kBp tragen konnen. Klon-
banken aus BAC-Klonen sind fiir diverse Genomsequenzierungsprojekte ein wichtiges
Hilfsmittel gewesen.

Nukleinsduren miissen bei den verschiedensten Arbeitsschritten immer wieder auf ihre
Beschaffenheit tiberpriift werden, also auf Qualitit, Grofle und Menge der entstandenen
Fragmente. Dies geschieht routineméfig, einfach und kostengtinstig in der Gelelektro-
phorese (Abb. 1.10 auf der vorherigen Seite). Agarose ist ein Polysaccharid, das sich in
heiflem Puffer 16st und dann beim Abkiihlen erstarrt. Es entsteht das Agarosegel, ei-
ne Matrix, in der Nukleinsduren durch ihre negative Eigenladung beim Anlegen einer
elektrischen Spannung in Richtung auf die Anode zu wandern. Kleinere DNA-Molekiile
wandern schneller, groflere langsamer durch die Gelmatrix, und so resultiert eine Auf-
trennung abhingig von den MolekiilgrofSen. Die DNA-Fragmente lassen sich im Gel
ganz leicht durch die Anfarbung mit Ethidiumbromid sichtbar machen. Diese Substanz
lagert sich zwischen den planar ausgerichteten Nukleotidbasen an (sie interkaliert) und
fluoresziert nach Anregung durch UV-Licht orange.

1.7.2 PCR —die molekulare Kettenreaktion

Eine echte Revolution hat das molekularbiologische Arbeiten in der Mitte der 1980er Jah-
re durch die Technik der Polymerasekettenreaktion (PCR, engl. Polymerase Chain Reacti-
on) erfahren, fiir die Kary Mullis den Nobelpreis erhalten hat (Tab. 1.1 auf Seite 5). Liegen
erst einmal bestimmte Sequenzinformationen vor, oder konnen diese abgeschitzt wer-
den, ist seitdem der Weg zum Gen von Interesse viel einfacher geworden. Stellen wir uns
ein Protein vor, das zwei konservierte Sequenzregionen hat, die bei diversen Arten nur
wenige Aminosdureaustausche zeigen (Abb. 1.11 auf der ndchsten Seite). Aus konser-
vierten Sequenzmotiven von etwa sieben (oder mehr) Aminosduren konnen wir durch
Riickiibersetzungen auf eine DNA-Sequenz von 21 (oder mehr) Nukleotiden schlieffen.
Dabei ist natiirlich von Vorteil, wenn die konservierten Regionen moglichst Aminosau-
ren mit geringer Codonvariabilitdt enthalten — besonders wiinschenswert sind also die
ein-eindeutigen Aminosduren Methionin oder Tryptophan, wenig wiinschenswert sind
die Aminosduren Arginin, Leucin oder Serin mit je sechs Codonoptionen (Abb. 1.2). In
Abbildung 1.11 ist die Proteinsequenz des menschlichen Histon-3-Proteins dargestellt.
Die Proteinsequenzen der Histone sind extrem konserviert, aber auch sehr reich an Ar-
ginin (R), das in unterschiedlichen Genen ganz unterschiedlich codiert sein kann. Zwei
Regionen des Gens sind hervorgehoben, aus denen durch Riickiibersetzungen die Nu-
kleotidsequenzen abgeleitet und im IUPAC Ambiguity Code (s. Tab. 1.2 auf Seite 11) ge-
fasst sind. Oligonukleotide mit den gewtiinschten Sequenzen werden — genau wie zur
Didesoxysequenzierung (Abschnitt 1.7.3) — chemisch synthetisiert, fiir die variablen Po-
sitionen wird ein Gemisch der jeweiligen Nukleotide zur Synthese eingesetzt. Wichtig
ist, die 5’-3” Orientierungen zu beachten, damit die Orientierungen der Oligonukleotide
aufeinander zu laufen. Fiir das stromabwirts gelegene Oligonukleotid bedeutet das eine
revers-komplementdre Orientierung zur Leserichtung der Codons im Protein (Abb. 1.11
auf der nichsten Seite).
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MARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVKKPHRYRPGTVALREIRRYQKSTELLIRKLPFQ..
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Denaturierung (94-100°C)
Hybridisierung mit Oligonukleotiden (~50°C)
DNA-Synthese (~72°C)

PCR-Produkt, ~ 380 Bp

Abbildung 1.11 Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR). Fir konservierte Genregionen
werden Oligonukleotide als Primer zum Start einer DNA-Neusynthese abgeleitet (grau hinterlegt),
die in ihren Leserichtungen aufeinander zu laufen. Hier sind mégliche Primer am Beispiel des
humanen Histon-3-Gens gezeigt. Nach Hitzedenaturierung einer Ziel-DNA kann durch schnelles
Abkulhlen eine Hybridisierung der Primer mit der Ziel-DNA erreicht werden. Die Neusynthese er-
folgt mit hitzestabilen DNA-Polymerasen (z.B. Taq, Pfu oder Pwo). Die Schritte Denaturierung,
Hybridisierung und DNA-Synthese werden zyklisch wiederholt. Ab dem zweiten Zyklus entsteht
ein PCR-Produkt, das in seiner Lange durch den Abstand der beiden Oligonukleotidbindestellen
definiert ist.

Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion ist im unteren Teil der Abbildung dargestellt.
Die Ziel-DNA (die Template-DNA) wird durch Erhitzen in Gegenwart der Oligonukleo-
tide denaturiert. Bei der Abkiihlung lagern sich die Oligonukleotide an Regionen an, mit
denen sie Wasserstoffbriicken ausbilden konnen, und kénnen dann als Starter (Primer)
dienen, an denen im nédchsten Schritt die Neusynthese von DNA ansetzen kann. Weil
in den folgenden Schritten zyklisch immer wieder durch den Hitzeschritt zur DNA-
Denaturierung gegangen wird, war fiir die Automatisierung des Verfahrens die Entde-
ckung hitzestabiler DNA-Polymerasen hochst hilfreich. Heute verbreitet eingesetzt wer-
den die Tag-Polymerase aus Thermos aquaticus, die Pwo-Polymerase aus Pyrococcus woesii
und die Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus.

1.7.3 DNA-Sequenzierung

Ganz entscheidend fiir die Molekularbiologie generell und nattirlich fiir die molekulare
Phylogenetik im Besonderen ist die Bestimmung der Nukleotidsequenz eines gegebenen
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5’ -GAATTCCCCGGGCTGCAG

FETTTEEEEEEr Tl
3’ -CTTAAGGGGCCCGACGTCcgcatagctagattacccaaatcgatcgttac . =57

Synthese mit dATP, dCTP, dGTP und dTTP
+ddATP +ddCTP +ddGTP +ddTTP
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Abbildung 1.12 Didesoxymethode der DNA-Sequenzierung. Jede DNA-Synthese benétigt
einen kurzen Doppelstrangabschnitt, um mit der Neusynthese zu starten. Hierzu werden Oligo-
nukleotide chemisch synthetisiert, die in einem bekannten, flankierenden Sequenzbereich (meist
dem Plasmidvektor) durch Hybridisierung ansetzen kénnen (ganz oben). In vier Ansatzen werden
zur Neusynthese auBer den vier Bausteinen der Synthese (ANTPs) auch je ein Didesoxynukleo-
tid hinzugefugt. Ein Didesoxynukleotid kann unter Ausbildung einer Phosphodiesterbindung noch
in die Kette eingebaut werden (unten rechts, grau hinterlegt). Danach allerdings steht keine OH-
Gruppe in 3'Position mehr zur Verfligung, um die Kette weiter zu verlangern. Die entstandenen
Reaktionsprodukte, die heute meist durch eine fluoreszierende Gruppe (in Primer oder Nukleoti-
den) markiert sind, werden chromatographisch oder, wie hier dargestellt, in einer Polyacrylamid-
gelelektrophorese aufgetrennt. Da die kleineren Molekdle schneller den Detektor erreichen, kann
die wachsende Sequenz automatisch am Computer eingelesen werden. Die Leistungsféhigkeit
liegt aktuell bei etwa 1000 lesbaren Nukleotiden in einer Sequenzreaktion.
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DNA-Abschnitts. Hierzu war Ende der 1970er Jahre Frederick Sanger und Kollegen ein
Geniestreich gelungen. Die Synthese neuer DNA war seit den grundlegenden Arbeiten
von Arthur Kornberg zur DNA-Polymerase schon lange moglich (Tab. 1.1 auf Seite 5).
Eine DNA-Polymerase benotigt zu ihrer Arbeit erstens Nukleotide als Bausteine, zwei-
tens einen einzelnen DNA-Strang, um ihn als Vorlage zu Synthese eines neuen Stran-
ges zu verwenden, und drittens ein kurzes Oligonukleotid als Startermolekiil (engl.
Primer), das als gepaartes Hybrid an dem Vorlagestrang ermoglicht, mit dem Einfiigen
weiterer Nukleotide anzusetzen. Oligonukleotide mit gewtiinschten Sequenzen kénnen
preisgiinstig und effizient chemisch synthetisiert werden. Allein, aus der Synthese neuer
DNA wiirden wir noch keine DNA-Sequenz erhalten konnen. Das Prinzip der Didesoxy-
sequenzierung basiert darauf, dass die Synthesereaktion in vier Ansitze aufgeteilt wird
(Abb. 1.12 auf der vorherigen Seite).

In jeden der Ansitze wird nun aufier den normalen Desoxynukleotiden zur Neusyn-
these jeweils ein Didesoxynukleotid zugefiigt (AdATP, ddCTP, ddGTP oder ddTT), das
aufler an der 2’-Position der Ribose auch an der 3’-Position statt einer OH-Gruppe nur
ein H-Atom trégt (Abb. 1.12 auf der Seite gegentiber, unten rechts). Nun wird in je-
dem der Ansitze nach dem Zufallsprinzip in der Regel das passende Desoxynukleotid,
manchmal aber auch ein passendes Didesoxynukleotid eingebaut. Dann bricht die wei-
tere DNA-Synthese des Stranges ab, weil keine weiteren Nukleotide mehr angekniipft
werden konnen. Im Endergebnis erhalten wir also eine Population von unterschiedlich
groflen Molekiilen, die zufallsverteilt mit dem Kettenabbruch eine Position wiederge-
ben, an der die entsprechende Sequenzposition mit dem jeweiligen Nukleotid vertreten
ist. In der Summe {iber alle vier Anséitze mit den vier Didesoxynukleotiden sollten wir
also alle moglichen Molekiile erhalten die sich in der Lange in jeweils einem Nukleotid
unterscheiden. Erforderlich ist nun noch ein Trennsystem mit hoher Auflosungsqualitét
— eine DNA-Kette von 719 Nukleotiden sollte noch von einer anderen mit 718 Nukleo-
tiden unterschieden werden kénnen. Hierzu wurden zunéchst Polyacrylamidgele ver-
wendet, inzwischen werden meist leistungsfdhige chromatographische Kapillarsysteme
eingesetzt. Schliefllich miissen die neu synthetisierten Molekiile noch detektierbar ge-
macht werden. Dazu wurde zunichst ein radioaktiv markiertes Nukleotid verwendet,
inzwischen ist dieser Ansatz fast vollkommen durch Fluoreszenzmarkierung ersetzt.
Dieser Schritt war auch der entscheidende zur Automatisierung der Verfahren, denn so
konnen die Molekiile ganz automatisch nach Anregung von einem Photodetektor iden-
tifiziert werden. Eine weitere Vereinfachung wurde schliefslich durch spezifische unter-
schiedliche Fluoreszenzmarkierungen fiir die vier Didesoxynukleotidansitze erreicht.
So miissen die vier Ansédtze nicht separat, sondern kénnen gemeinsam aufgetrennt wer-
den. Leseweiten um die 1000 Nukleotide ausgehend von einer Sequenzreaktion sind
inzwischen Standard.

DNA-Sequenzen, die mit dem Didesoxyverfahren ermittelt worden sind, dominieren
aktuell in den Datenbanken noch bei weitem, aber das wird sich vermutlich schon mittel-
fristig dndern. Seit 2005 sind alternative Methoden auf dem Vormarsch, die sehr schnell
weite Verbreitung finden, weil sie durch massive Parallelisierung extrem schnell und
kostengtinstig arbeiten. Drei neue Sequenzierungsplattformen sind bereits kommerzi-
ell realisiert: Solexa (von Illumina), SOLiD (von ABI) und die 454 Sequenzierer (bereits
in der zweiten Generation). Hinter letzteren steckt der Erfindungsgeist von Jonathan
Rothberg, der dazu 454 Life Sciences gegriindet hat, das inzwischen schon von Roche
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tibernommen ist. Hinter dem neuen Konzept des 454 Sequencing steckt das Stichwort
Pyrosequenzierung. Anders als bei der klassischen Didesoxysequenzierung werden hier
nicht mehr die Produkte der Sequenzierungsreaktionen analysiert, sondern man schaut
den Enzymen direkt bei der Arbeit zu (Abb. 1.13 auf der ndchsten Seite). Im Reaktions-
ansatz sind aufler einer DNA-Polymerase gleich drei weitere Enzyme enthalten: Eine
Sulfurylase, eine Luciferase und eine Apyrase. Der wichtigste Unterschied ist nun, dass
die Nukleotide nicht gleichzeitig hinzugegeben werden sondern immer wieder sukzes-
sive im gleichen Zyklus. In jedem Schritt wird dann beobachtet, ob etwas passiert. Nur
wenn ein Nukleotid eingebaut wird, lduft eine Reaktionsfolge ab: Das beim Einbau in die
DNA freigesetzte Pyrophosphat (ppi, Diphosphat) wird von der Sulfurylase verwendet,
um Adenosinphosphosulfat (APS) in Adenosintriphosphat (ATP) zu verwandeln. Das
entstandene ATP wird nun von der Luciferase eingesetzt, um mit dem vorliegenden
Substrat Luciferin eine Biolumineszenz zu erzeugen, die mit einem sensitiven Video-
chip registriert werden kann. Im resultierenden Pyrogramm wird also immer registriert,
wann im repetitiven Zyklus tiber die vier Nukleotide ein Einbau erfolgt. Die Starke des
Lichtsignals sollte dabei bei einer Homonukleotidabfolge (also einer Reihe identischer
Nukleotide) der Anzahl der eingebauten Nukleotide proportional sein. Hier liegt noch
eine Schwiche der neuen Methodik: Lange Homonukleotidabfolgen bereiten Probleme
mit der Proportionalitit des Signals. Wichtig ist in jedem Fall, dass jeweils unverbrauch-
te Nukleotide in jedem Schritt abgebaut werden, damit kein Fehlsignal in den néchs-
ten Zyklus verschleppt wird — dazu dient die Apyrase. Die Leseweiten der einzelnen
Reaktionen einer Pyrosequenzierung waren mit knapp 100 Basen bei der neuen Me-
thode zunédchst noch betréchtlich kiirzer als beim etablierten Didesoxyverfahren, liegen
aber inzwischen schon bei 200-300 Basen. Der ungeheure Zuwachs an Sequenzierungs-
geschwindigkeit bei erheblich gesenkten Kosten liegt an der massiven Parallelisierung
von tiber einer Million Sequenzreaktionen gleichzeitig. Dazu wurden beim 454 Sequen-
cing einige sehr raffinierte Ideen kombiniert. Die zu sequenzierende DNA (z.B. direkt
aus einem Organismus isoliert, ohne eine vorangegangene Klonierung!) wird mecha-
nisch geschert und an den Enden mit Adaptor-Oligonukleotiden versehen. So befinden
sich an den Enden bekannte Sequenzen, die bei einer folgenden PCR im Mikromaf3-
stab wichtig werden. Die DNA-Molekiile werden zunidchst an DNA microbeads gebun-
den, kleine ,Perlen”, die im Uberschuss angeboten werden, damit immer nur 1 Frag-
ment pro Perle bindet. Die DNA-tragenden Perlen werden dann in einer Wasser-in-Ol
Emulsion mit allen Reagenzien fiir eine PCR suspendiert, und schliefSlich werden die
DNA-Fragmente in einer hochparallelen Emulsions-PCR (emPCR) in diesen Mikrore-
aktoren (Wassertropfchen von ca. 100 um Durchmesser) amplifiziert. Nach Aufbrechen
der Emulsion werden die DNA beads auf die winzigen Vertiefungen (mehr als 1 Million)
eines Rasters (letztlich eine quergeschnittene Glasfaseroptik) verteilt. Die Vertiefungen
sind nur wenig grofier als die Perlen, die ihren Platz dort finden, wo nun die eigentliche
Pyrosequenzierung stattfindet. Die Enzyme werden ebenfalls auf winzigen Kiigelchen
immobilisiert, zugegeben, und dann werden die Nukleotide und anderen Reagenzien
zyklisch hinzugefiigt, wobei eine sensitive Kamera fiir iiber eine Million Reaktionen
parallel die jeweiligen Signale aufnimmt. Ein einziger Experimentator kann damit im
Prinzip bei experimentell perfektem Ablauf ein Bakteriengenom von 2 MBp in knapp
zwei Tagen und einem einzigen Maschinenlauf von nur einigen Stunden mit vielfacher
Redundanz komplett sequenzieren.
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Abbildung 1.13 ,454"-Sequenzierung. Im oberen Teil ist an dem gleichen Beispiel, das wir schon
fir die Didesoxysequenzierung verwendet haben, das Prinzip der Pyrosequenzierung erlautert.
Bei Einbau eines passenden Nukleotids wird ein Lichtsignal nach einer Reaktionskaskade unter
Beteiligung von Sulfurylase und Luciferase registriert. Durch den Zyklus der Zugabe von jeweils
nur einem Nukleotid in der immer gleichen Reihenfolge wird ein Pyrogramm erhalten, in dem die
Signalstarke bei Homonukleotidabfolgen der Anzahl der eingebauten Nukleotide proportional ist
bzw. sein sollte. Der extreme Zuwachs an Geschwindigkeit bei gleichzeitiger Kostensenkung er-
gibt sich aus einer massiven Parallelisierung der Sequenzreaktionen im MikromafBstab, bei der
Uber eine Million Sequenzen parallel in den winzigen Vertiefungen einer quergeschnittenen Glas-
faseroptik ermittelt werden (unten). Gescherte genomische DNA wird fiir jede der Reaktionen an
DNA-bindenden Perlen in einer ebenfalls massiv parallelen Emulsions-PCR amplifiziert.
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1.7.4 cDNA

Mit DNA zu arbeiten ist eine Sache, aber wer wissen will, wie die reifen, prozessier-
ten RNAs seiner Gene von Interesse in Eukaryonten aussehen, ist auf die Arbeit mit
RNA angewiesen. RNA ist ein deutlich weniger stabiles Molekiil als DNA und den be-
sprochenen Methoden zu Klonierung und Sequenzierung nicht direkt zugénglich. Mit
dem Enzym Reverse Transkriptase der Retroviren ist es in den 1970er Jahren moglich
geworden, RNA in DNA zu verwandeln, und solche DNA wird ¢cDNA (complementary
oder copy DNA genannt). Die Entdeckung der Reversen Transkriptase hat David Balti-
more, Renato Dulbecco und Howard Temin den Nobelpreis eingebracht (Tab. 1.1 auf
Seite 5). Wie andere DNA-Polymerasen, braucht auch die Reverse Transkriptase einen
kurzen Doppelstrangbereich, um mit der Neusynthese beginnen zu kénnen. Hier bie-
tet es sich an, die polyA-Region am Ende eukaryontischer mRNAs zu verwenden, um
an diesen Sequenzen mit einem Oligonukleotid aus Thymidinen zu ankern, z.B. (dT);s.
Diese Moglichkeit ist nicht immer gegeben, denn polyadenylierte Sequenzen existieren
zwar fuir Transkripte aus dem Nukleus, aber nicht fiir diejenigen aus den Organellen.
Alternativ werden hier zur cDNA-Synthese Zufallsoligonukleotide von sechs, acht oder
mehr Nukleotiden Lange eingesetzt ((dN)s etc.), um die cDNA-Synthese starten zu kon-
nen. Ist erst einmal ein DNA-Strang synthetisiert, kann eine solche Erststrang-cDNA
mit einer PCR amplifiziert werden — wir sprechen von einer RT-PCR. Fiir die Klonie-
rung einer cDNA-Bibliothek hingegen, die moglichst umfassend die RNA-Population
in einem Gewebe représentiert, ist erstens die Synthese des zweiten Stranges erforder-
lich und sind zweitens cDNAs wiinschenswert, die eine mRNA in ihrer vollen Lange
wiedergeben (full length cDNA).

Die komplette Sequenzierung der grofien eukaryontischen Genome mit ihren grofsen
Anteilen an nicht-codierenden Regionen wurde wiederholt kritisiert. Die umfassende
Sequenzierung von cDNA-Klonen ist hier die offensichtliche Alternative. Aus solchen
Projekten, bei denen in hohem Durchsatz zufillig ausgewadhlte cDNA-Klone ansequen-
ziert werden, entstehen Sequenzdatenbanken von so genannten ESTs (Expressed Sequence
Tags).

1.7.5 Hybridisierung und Blottingverfahren

Die Polymerasekettenreaktion hat viele experimentelle Ansétze auf der Suche nach dem
Wunschgen oder einer anderen DNA von Interesse extrem abgekiirzt. Unverdndert von
Bedeutung sind aber Ansdtze mit denen dhnliche (,homologe”) Nukleotidsequenzen
schnell und umfassend in ganzen Genomen gefunden werden konnen. Die Paarungs-
fahigkeit von einzelstrangigen Nukleinsduren miteinander iiber spezifische Basenpaa-
rungen macht man sich auch hier in verschiedenen Verfahren zu nutze. Allen gemein
ist, dass Nukleinsduren, die an einem festen Trdger immobilisiert sind, mit einer frei
beweglichen Nukleinsdure-Sonde (engl. probe) identifiziert werden. Die Sonde muss
nattirlich zur Identifizierung markiert sein. Aufier der klassischen, radioaktiven Mar-
kierung (meist mit dem Phosphorisotop P??) sind auch hier, wie in der Didesoxysequen-
zierung, fluoreszenzmarkierte Gruppen inzwischen weit verbreitet. In ihrer urspriing-
lichen Form dienen solche Hybridisierungen dazu, ,homologe” oder besser: dhnliche
Nukleotidsequenzen aufzusptiren. Bei einem Southern Blot wird dazu die geschnittene
DNA aus einer oder mehreren Quellen in der Gelelektrophorese (Abb. 1.10 auf Seite 35)
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aufgetrennt und danach 1:1 auf eine Nylonmembran tibertragen und fixiert. Mit einer
radioaktiv markierten Sonde bekannter Identitdt konnen die DNA-Fragmente mit iden-
tischer oder sehr dhnlicher Sequenz identifiziert werden.

Wird RNA anstelle von DNA in der Gelelektrophorese aufgetrennt und dann fiir ei-
ne nachfolgende Hybridisierung auf eine Membran tibertragen und fixiert, sprechen
wir vom Northern Blot. Hier dient die Hybridisierung nattirlich dazu, in einer RNA-
Praparation aus einem bestimmten Gewebe ein Transkript zu identifizieren und in sei-
ner Grofle zu charakterisieren.

In der Koloniehybridisierung werden bakterielle Klone identifiziert, die nach einer
Schrotschussklonierung (engl. shotqun cloning), wie der in Abbildung 1.9 auf Seite 34
angedeuteten, ein gewiinschtes Plasmid tragen. Bakterienkolonien werden dazu eben-
falls 1:1 auf eine Membran {iibertragen, aufgeschlossen und fixiert. Mit einer spezifisch
markierten Sonde kann der gewiinschte bakterielle Klon identifiziert werden. Dies ist
ein oft gegangener klassischer Weg gewesen, um in Genbanken das Gen von Interesse
zu identifizieren.

Von hoch aktueller Bedeutung sind so genannte Arrays oder (in ihrer miniaturisierten
Form) so genannte Microarrays oder Chips, die ausgewdhlte (oder sogar alle) Gene ei-
nes Organismus tragen. Solche Microarrays werden eingesetzt, um ein Transkriptom zu
beschreiben. In gewissem Sinne wird hier das Verfahren umgedreht: Spezifische Sequen-
zen, die Gene eindeutig charakterisieren (z.B. ein Satz an spezifischen, synthetischen
Oligonukleotiden, die in ihren Sequenzen den jeweiligen Genen entsprechen) sind ras-
terformig auf einem Trager fixiert. RNA, die aus einem spezifischen Gewebe isoliert und
in fluoreszenzmarkierte cDNA umgewandelt wurde (oder auch direkt markiert wur-
de), kann dann als Population verschiedenster markierter Sonden zur Hybridisierung
eingesetzt werden. So kann dann genomweit der Transkriptionszustand aller Gene in
einem bestimmten Gewebe, zu einem bestimmten Entwicklungsstadium oder auch im
Vergleich zwischen verschiedenen Individuen, festgestellt werden.

1.8 Leseempfehlungen

Die Molekularbiologie ist unverandert eine Wissenschaft, die jahrlich diverse neue Uber-
raschungen bringt. Eines der besten, umfassenden Lehrbticher ist ,,Molecular Biology of
the Cell” von Bruce Alberts & Kollegen (2007). Einen einfachen Einstieg im WWW bietet
www.dnaftb.org/dnaftb/ oder der Science Primer des NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov/

About/primer/genetics_genome.html. Eine leider nicht mehr aktuelle WWW-Adresse
mit Ubersicht {iber abgeschlossene und laufende Genomprojekte ist das ,Genome News
Network” unter www.genomenewsnetwork.org/, aktueller ist http://en.wikipedia.

org/wiki/List_of_sequenced_eukaryotic_genomes. Das Standardwerk zu moleku-
laren Methoden ist ,,Molecular Cloning: A Laboratory Manual” von Joseph Sambrook &
David Russell (2001, inzwischen dreibéndig, hervorgegangen aus dem , Maniatis”). Ein
lesenswertes Buch fiir den Einstieg in molekularbiologische Methoden ist auch Cornel
Miilhardts ,,Der Experimentator: Molekularbiologie/ Genomics” (2006). Wer sich fiir die His-
torie der wichtigen Entdeckungen und der eigenwilligen beteiligten Charaktere bei der
Entstehung der Molekularbiologie als eigener Disziplin interessiert, dem sei das Buch
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»The Eighth Day of Creation” von Horace Freeland Judson (1996) warmstens empfohlen.
Auch James Watson selbst hat aus der Perspektive eines mafigeblich Beteiligten diverse,
sehr unterhaltsame Biicher iiber die Anfinge der Molekularbiologie geschrieben, dar-
unter ,,Double Helix" (1968), ,,Genes, Girls and Gamov” (2001) und ,,DNA. The secret of life”
(2003). Nicht zuletzt wegen der verniedlichenden Darstellung von Rosalind Franklin ist
vor allem das erste Buch kritisiert worden und hat Anne Sayre zu ihrem Buch ,Rosalind
Franklin and DNA” (1975) motiviert. Im letzten Jahr (2007) ist von James Watson , Avoid
boring (other) people” erschienen, das sich gleichsam als erster Teil einer Autobiographie
fabelhaft in die Reihe seiner vorhergegangen Biicher einreiht. Von Francis Crick stammt
,What mad pursuit” (1988). Ein sehr lesenswertes, aktuelles Buch tiber die molekularen
Grundlagen menschlicher Erbkrankheiten und genetische Fehlentwicklungen ist , Tanz
der Gene” von Armand Marie Leroi (2004). Grofshans und Filipowicz (2008) schliefilich
geben eine sehr gute, knappe und aktuelle Ubersicht iiber das momentan rasant expan-
dierende Feld der RNA-Interferenz.
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. Es gibt einhundertdreiundneunzig Arten heute lebender Affen, Tieraffen (wie Meerkatze und
Pavian) und Menschenaffen (wie Gorilla, Schimpanse und Orang-Utan). Bei
einhundertzweiundneunzig ist der Korper mit Haar bedeckt; die einzige Ausnahme bildet ein
nackter Affe, der sich selbst den Namen Homo sapiens gegeben hat. Dieser ebenso
ungewdohnliche wie duflerst erfolgreiche Affe verbringt seine Zeit damit, sich tiber seine hohen
Zielsetzungen den Kopf zu zerbrechen, und eine gleiche Menge Zeit damit, dass er geflissentlich
iiber seine elementaren Antriebe hinwegsieht”

Desmond Morris in Der nackte Affe (Ubers. v. Fritz Bolle, 1968)

Es wird tberliefert, dass die Veroffentlichung von Darwins Evolutionstheorie im 19.
Jahrhundert von der Gattin des Bischofs von Worcester mit den Worten kommentiert
worden sei: , Descended from apes! My dear, let us hope it is not so; but if it is, let us hope
that it does not become generally known”. Fast 150 Jahre sind bis heute vergangen und bei
einigen unserer Zeitgenossen scheinen noch ganz dhnliche Denkmuster die Weltsicht zu
bestimmen. Die Evolutionstheorie ist heute so wenig blofie Hypothese wie die Relativi-
tatstheorie oder die Endosymbiontentheorie. Unzihlige Belege und Befunde stiitzen die
Richtigkeit aufierhalb jeden moglichen Zweifels. Molekulare Daten haben dazu beige-
tragen und tun dies weiterhin und in steigendem Maf3e. Die biologische Disziplin der
Taxonomie hat durch sie frischen Wind erfahren, denn nun scheint die Aufkldrung ver-
bleibender stammesgeschichtlicher Fragen in greifbare Nédhe zu riicken. Trivial sind mo-
lekulare Phylogenetik und Systematik allerdings nicht — gute Daten und gute Analysen
sind, wie immer in der Wissenschaft, der Schliissel zum Erfolg.
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2.1 Evolution

Der Name Charles Darwin (*12.02.1809, 119.04.1882) und der Begriff Evolution sind si-
cher in den meisten Kopfen untrennbar miteinander verkntipft. Darwins Expeditionen
im Laufe der Weltumsegelung der HMS Beagle von Dezember 1831 bis Oktober 1836
sind legendér, ebenso sein Hauptwerk ,On the origin of species by means of natural selec-
tion or the preservation of favoured races in the struggle for life”, das bereits am Tage seines
Erscheinens am 24. November 1859 ausverkauft war. Zweifelsfrei gehort das dort vor-
gestellte Ideengebdude der Evolution biologischer Arten zu den grofiten Erkenntnissen
der Biologie, eher sogar der Naturwissenschaften tiberhaupt. Allerdings sind Darwins
Arbeiten und Erkenntnisse unbedingt im Zusammenhang mit denen anderer Zeitgenos-
sen zu sehen. Zumindest Alfred Russell Wallace (*08.01.1823, 107.11.1913) gehort zu den
Personen, die hier genannt werden miissen. Wallace hat viele fundamentale Gedanken
unabhingig von Darwin gehabt und beide haben ihre Einsichten und Theorien bereits
parallel im August 1858 vorgestellt — tibrigens noch ohne von Evolution zu sprechen,
dieser Begriff taucht erst in spéateren Ausgaben von ,,Origin of species” auf. Gliicklicher-
weise standen Darwin und Wallace nicht in strenger Konkurrenz sondern dank ihrer
eher bescheidenen und sachlichen Wesensarten im kollegialen und fruchtbaren Gedan-
kenaustausch. Ihre einzelnen Beitrage abzuwégen, ist daher eher miiflig, wenn man sich
auch wiinschen konnte, dass die Leistungen von Wallace starker gewtirdigt wéaren. Nach
dem Tode Darwins hat Wallace sogar fiir die Evolutionstheorie den Begriff Darwinismus
gepragt und 1889 sein Buch ,,Darwinism. An exposition to the theory of natural selection with
some of its applications” veroffentlicht. Vermutlich war es Darwin mit den ,, Origin of spe-
cies” einfach am besten gelungen, in gut aufgearbeiteter, zeitgerechter Form mit vielen
Beispielen und Belegen ein tiberzeugendes, kohidrentes Gedankengebdude aufzustellen
und sofort einer breiten Offentlichkeit zuganglich zu machen.

Darwin nennt in seinem historical sketch zu Beginn einer spdteren Ausgabe von ,Ori-
gin of species” viele Namen von Naturforschern wie z.B. Buch, Goethe, Grant, Halde-
mann, Matthew, d’Omalius, d"Halloy, Rafinesque und Wells, die bereits vor ihm auf eine
Verdnderlichkeit der biologischen Arten hingewiesen hatten. Jean-Baptiste de Lamarck
(*01.08.1744, 128.12.1829) hat diese Verdnderlichkeit erstmals sehr klar dargelegt, wenn
er auch die Ursachen teleologisch und damit falsch interpretiert hatte. Vorstellungen wie
die, dass ein Giraffenhals durch Ausstrecken linger wird und die so erworbene Eigen-
schaft an die Nachkommen weitergegeben wird, werden inzwischen eher abwertend
mit dem Begriff Lamarckismus bezeichnet. Die Versuche, solch irrige Vorstellungen ins-
besondere in der Landwirtschaft und zum Teil mit katastrophalen Folgen umzusetzen,
sind vor allem mit dem Namen Trofim Lyssenko, des politisch einflussreichsten Biolo-
gen zu Zeiten Stalins, verbunden.

Unbedingt Erwédhnung fiir die geistigen Stromungen zu Charles Darwins Zeiten ver-
dient sein eigener Grofsvater, der Arzt, Dichter und Naturforscher Erasmus Darwin
(*12.12.1731, 118.04.1802). Wegen seines spiteren, exzentrischen Lebensstils war Grofiva-
ter Erasmus nicht unbedingt wohlgelitten im Elternhaus von Charles Darwin. Tatsédch-
lich wurde Charles Darwin auf die Arbeiten seines Grof3vaters erst von seinem Mentor,
dem Zoologen Robert Grant, in Edinburgh aufmerksam gemacht. Erasmus Darwin hat
in fast gespenstischer Weise evolutiondre Einsichten in seinem Gedicht , The temple of
nature” vorweggenommen, das erst posthum veroffentlich wurde:
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Organic life beneath the shoreless waves
Was born and nurs’d in ocean’s pearly caves
First forms minute, unseen by spheric glass
Move on the mud, or pierce the watery mass

These, as successive generations bloom
New powers acquire and larger limbs assume
Whence countless groups of vegetation spring

And breathing realms of fin and feet and wing.

Zum Zeitpunkt seiner Beagle-Expedition war insbesondere das gerade erschienene Buch
,Principles of Geology” des englischen Geologen Charles Lyell (*14.11.1797, 122.02.1875)
fir Darwin von groSem Einfluss. Die darin beschriebenen, geologisch jungen Verdnde-
rungen der Erdkruste ndmlich konnte Darwin bei der Umsegelung Stidamerikas selbst
nachvollziehen. Die offensichtlichen Verdnderungen der Erdoberfldche waren eine der
Grundlagen fiir die Hypothesen tiber die Verdnderlichkeit der Arten. Auch die damals
bekannten Fossilien waren natiirlich wichtige Komponenten des Darwinschen Gedan-
kengebdudes. Der franzosische Naturforscher Georges Cuvier (*23.08.1769, 113.05.1832)
hatte das Tierreich in vier Formen eingeteilt, die er die Glieder-, Wirbel-, Weich- und
Strahlentiere nannte: Articulata, Vertebrata, Mollusca und Radiata. Vor allem aber hatte
er damals bekannte Fossilien als Uberreste von Arten interpretiert, die in erdgeschicht-
lichen Katastrophen ausgestorben waren und gilt daher als (einer) der Begriinder der
Paldontologie als eigener Wissenschaft.

Die Evolutionstheorie wurde natiirlich nach Darwin und Wallace von vielen ande-
ren Wissenschaftlern und Naturforschern im 20. Jahrhundert erweitert, wenn auch ih-
re Prinzipien weitgehend unangetastet geblieben sind. Zu den prominenten Namen,
die hier unbedingt zu nennen sind, gehdren Theodosius Dobzhansky (*25.01.1900,
118.12.1975), Ronald Aylmer Fisher (*17.02.1890, 129.07.1962), John Burdon Sanderson
Haldane (*05.11.1892, 101.12.1964), Julian Huxley (*22.06.1887, 114.02.1975), Ernst Mayr
(*05.07.1904, 103.02.2005), Bernhard Rensch (*21.01.1900, 104.04.1990), George Gaylord
Simpson (*16.06.1902, 106.10.1984), George Ledyard Stebbins (*06.01.1906, 119.01.2000),
August Weismann (*17.01.1834, 105.11.1914) und Sewall Wright (*21.12.1889, 103.03.
1988). Mit ihren Arbeiten wurden die Weichen fiir einen Neodarwinismus und schlief3-
lich zwischen 1930-1950 fiir die synthetische Evolutionstheorie gestellt, die das Gedan-
kengebdude der Evolution mit den Erkenntnissen der Genetik verkniipft. Diese ,,moder-
ne Synthese” hat Julian Huxley 1942 in seinem Buch Evolution: The modern synthesis-
fflusammengefasst.

Dem Schopfer der Grundgesetze genetischer Vererbung, Johann Gregor Mendel
(s. Kap. 1), war als Zeitgenossen Darwins fiir seine Erkenntnisse kaum ein Bruchteil
der Aufmerksambkeit zuteil geworden, die Darwin genossen hat. So ist die Verkniipfung
des Namens Mendel mit der Genetik vermutlich in weit weniger Kopfen prasent als die
des Namens Darwin mit dem Begriff der Evolution.

Insbesondere Dobzhansky war dafiir pradestiniert, Genetik und Evolutionstheorie zu-
sammenzufiihren. Er arbeitete nach seiner Emigration von Russland in die USA im Jahr
1927 tiber die Genetik der Fruchtfliege (Drosophila) im Labor von Thomas Hunt Mor-
gan (s. Kap. 1). Mit seinem Buch , Genetics and the origin of species” stellte Dobzhansky
1937 einen Eckpfeiler der synthetischen Evolutionstheorie auf. Auf ihn und vor allem
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Abbildung 2.1 Zeitgendssische Karikatur des 19. Jahr-
hunderts mit Darwins Kopf auf einem Affenkérper.

Mayr geht ein biologisches Artkonzept zuriick, das eine Art (eine Spezies) als sexuel-
le Fortpflanzungsgemeinschaft begreift, die von anderen Organismen reproduktiv iso-
liert ist. Als Zoologe konnte Mayr mit seinem Konzept der raumlichen Trennung von
Populationen mit nachfolgender reproduktiver Isolation die so genannte allopatrische
Artbildung erklédren. Stebbins hat als Botaniker der sympatrischen Artbildung, bei der
keine raumliche Trennung vorausgeht, fiir Pflanzen ebenso grofies Gewicht beigemes-
sen. Er hat die bei Pflanzen so hdufigen Hybridisierungsereignisse, insbesondere durch
Polyploidisierung (s. Abschnitt 1.4 auf Seite 21), hervorgehoben. Nicht zuletzt haben
im spaten 20. Jahrhundert zwei Biologen besonders gut verstanden, mit populdrwissen-
schaftlichen Darstellungen die Konzepte der Evolution auch vielen interessierten Laien
zugdnglich zu machen: Stephen Jay Gould (*10.09.1941, 120.05.2002) hat dabei mit Bii-
chern wie , Wonderful life” versucht, den Irrtum auszurdumen, dass Evolution immer
Fortschritt sei. Richard Dawkins hat vor allem mit seinem Buch , The selfish gene” pro-
vokative Denkanstofie gegeben.

Die Idee der Evolution wurde seit Anbeginn oft mit dem lapidaren Satz , Der Mensch
stammt vom Affen ab” zusammengefasst. Der weithin bekannte zeitgenossische Car-
toon von 1871 mit dem ehrwiirdigen Kopf des élteren Darwin auf einem Schimpan-
senkorper greift dies grafisch auf (Abb. 2.1). Der Satz ist natiirlich sinnentstellend ein-
fach, denn entsprechend konnte gelten: , Der Affe stammt vom Menschen ab”, oder ,,Der
Mensch stammt vom Blumenkohl ab”. Die Grundbotschaft aber ist natiirlich richtig: Ar-
ten gehen aus anderen Arten hervor und sind nicht, wie in der biblischen Schopfungs-
geschichte zu lesen, stabile Einheiten und schon gar nicht zu einem gemeinsamen Zeit-
punkt entstanden. Insofern ist der Schimpanse vielleicht der ndchste lebende Verwandte
des Menschen, beide stammen aber nicht ,,voneinander” ab sondern gehen auf einen un-
mittelbaren gemeinsamen, ausgestorbenen, Vorfahren zuriick, der einen eigenen Namen
verdient.

Die Ahnlichkeiten zwischen manchen eng verwandten lebenden Arten, und die Ahn-
lichkeiten lebender Arten mit Fossilien, waren von vornherein wichtige Argumente und
Komponenten im Gedankengebaude der Evolutionstheorie. Von besonderer Bedeutung
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waren aber vor allem auch die Variabilititen innerhalb von Arten, wie sie sich zum Bei-
spiel bei Zuchtformen von Tieren und Pflanzen, bei Haustieren oder zwischen Rassen
offenbaren. So stiitzt sich die Theorie zur Evolution biologischer Arten auf fiinf zentrale
Einsichten:

1. In einer Population gibt es eine mehr oder weniger erhebliche Variation der
Merkmale ihrer Individuen (des Phanotyps).

2. Zumindest ein Teil dieser Variabilitdt ist erblich (bedingt durch den Geno-
typ) und wird an die Nachkommen weitergegeben.

3. Es werden in der Regel mehr Nachkommen hervorgebracht, als die Um-
welt erndhren kann (Uberproduktion; die Populationen wiirden ansonsten
grundsétzlich exponentiell wachsen) — es entsteht Konkurrenz.

4. Manche Individuen sind aufgrund ihres Genotyps in der Lage, relativ mehr
Nachkommen zur Population beizusteuern als weniger bevorzugte Indi-
viduen. Dieser (nicht-zufillige) differentielle Reproduktionserfolg wird als
Selektion bezeichnet. Die Gene dieser Individuen haben damit eine erhchte
Uberlebenswahrscheinlichkeit in der Population.

5. Dieser Prozess fiihrt zu einer allméhlichen Verdnderung der Haufigkeitsver-
teilung von Genotypen in der Population und damit zu einem Wandel der
Phanotypen. Auf lange Sicht unterscheiden sich diese so deutlich von der
Anfangssituation, dass man von neuen Arten spricht.

Die Evolution ist also ein Prozess, der sich aus vielen Komponenten zusammensetzt.
Die Entstehung neuer Allele (Abschnitt 1.4 auf Seite 19), die Entstehung unterschied-
licher Haufigkeiten dieser Allele in einer Population, das Aufspalten einer Population
(Isolation von Teilpopulationen) und das Entstehen einer Paarungsbarriere zdhlen zu
den wichtigsten Schritten, die zur Bildung von Arten gehoren, die sich sexuell fortpflan-
zen. Spezifische weitere Mechanismen tragen in unterschiedlichem Mafle zur Artbil-
dung bei den verschiedenen Gruppen von Organismen bei — unter den bedeutsamen
sind bei Pflanzen beispielsweise die Polyploidisierung oder bei Bakterien der horizonta-
le Gentransfer.

Die Paarungsbarriere ist sicher ein wichtiger, vielleicht der wichtigste, Ansatz zur De-
finition einer Art (Spezies). Individuen einer Art sind danach in der Lage, tiber sexuel-
le Fortpflanzung fruchtbare Nachkommen hervorzubringen. Dieser biologische Artbe-
griff spielt insofern eine besondere Rolle, als es (,,hohere”,, kreuzbare”) Tiere und Pflan-
zen mit sexueller Fortpflanzung waren, an denen die grundlegenden Erkenntnisse der
Evolutionstheorie gewonnen wurden. Die Frage, was eine Art ausmacht, ist damit aber
nicht endgtiltig beantwortet. Das Konzept des Austausches von genetischem Material
ist in Abwesenheit sexueller Fortpflanzung schwierig. In der Mikrobiologie, wo klonale
Weitergabe der Erbinformation vorherrscht, ist es keine gute Basis fiir die Abgrenzung
einer Art von der anderen. Alternative oder ergdnzende Artkonzepte (Spezieskonzepte)
wie morphologische, 6kologische, physiologische (z.B. in der Mikrobiologie) oder phy-
logenetische (z.B. in der Paldontologie) haben spétestens dann ihre Rechtfertigung. Alle
Definitionen einer Spezies haben ihre Grenzen und Grauzonen.

Fiir viele Arten mit sexueller Fortpflanzung existieren Ubergangsformen von Okotypen,
Rassen, Sippen, Varietdten oder Subspezies zu echten, eigenen neuen Arten. Das ist na-
tirlich genau so auch zu erwarten, denn Evolution schreitet fort und insbesondere bei
Arten mit kurzer Generationszeit konnen wir quasi , dabei zuschauen”. Die Grenzen
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des Artkonzepts sind dann flielend. Einerseits kann eine Paarung zwischen morpholo-
gisch deutlich unterscheidbaren, nahe verwandten Arten wie Pferd und Esel abhingig
von den Geschlechtern der Eltern zu Nachkommen fiihren (Maultier mit der Mutter als
Pferd oder Maulesel mit dem Vater als Pferd), bei denen die ménnlichen Nachkommen
immer unfruchtbar, die weiblichen aber sogar manchmal fruchtbar sind. Andererseits
konnen morphologisch nicht unterscheidbare, so genannte kryptische Arten miteinan-
der keine Nachkommen erzeugen: Die Miickenarten Anopheles gambiae und A. arabiensis
oder die Fliegenarten Drosophila melanogaster und D. simulans sind Beispiele.

Der Rohbau Evolutionstheorie, den Darwin und Wallace im 19. Jahrhundert fertig ge-
stellt hatten, wurde durch die Forschung des 20. Jahrhunderts mit vielen Facetten der
Genetik, Mikrobiologie, Molekularbiologie, Paldontologie, Paldobiologie und Populati-
onsbiologie ausgebaut. Viele scheinbare Schwierigkeiten, die Darwin noch Kopfschmer-
zen bereiten mussten — Liicken im Fossilbericht, fehlende prakambrische Fossilien, Da-
tierungsprobleme oder ,,missing links”— konnten im 20. Jahrhundert befriedigend ausge-
raumt werden. Fossilfunde wie die von Ambulocetus (wortlich: der wandelnde Wal), die
die Abstammung der Wale von Landsdugetieren belegen, sind die vielleicht eindrucks-
vollsten Beispiele.

Der Erzbischof James Ussher berechnete im 17. Jahrhundert den 22. Oktober 4004 vor
Christus als das Entstehungsdatum der Erde. Moderne Geologie, Astronomie und Kos-
mologie haben mit einer Datierung auf 4,5 Milliarden Jahre das Alter der Erde knapp
um den Faktor eine Million erweitert und lassen hinreichend Raum fiir ein Spielfeld der
Evolution, mit dem die Entstehungsgeschichte der Lebensformen elegant erklart wer-
den kann. So kann es einen aufgekldarten Menschen des 21. Jahrhunderts schlicht nur
schockieren, wie nach 150 Jahren immens wachsender wissenschaftlicher Erkenntnis,
die keinen Zweifel an der grundsitzlichen Richtigkeit der Evolutionstheorie ldsst, an
offentlichen Schulen in einigen Staaten der USA die Idee eines biblisch-schépferischen
Kreationismus gleichberechtigt gelehrt werden muss — heute modisch aktuell als , Intel-
ligent Design” verpackt. Es sollte heute vollkommen klar sein, dass

1. die Erbinformation in allen lebenden Zellen in der Nukleinsdure DNA als
Abfolge von vier Nukleotidbausteinen gespeichert ist.

2. die Sequenzen der vier Nukleotide verdnderlich sind, weil zuféllige, sponta-
ne oder auch durch Umwelteinfliisse induzierte Mutationen auftreten kon-
nen.

3. solche Mutationen bei einzelligen Organismen und, soweit sie bei mehrzel-
ligen Organismen die Keimzellen betreffen, an Folgegeneration weitergege-
ben werden.

4. sich solche Mutationen als neue Allele eines Gens stabil in einer Population
etablieren kénnen.

5. genetische Unterschiede innerhalb einer Population manche Individuen
besser fiir das Leben, Uberleben und die Weitergabe von Erbinformation
ausstatten als andere (Selektion).

6. die damit verbundene Verdnderung der Phanotypen in einer Population in
die Entstehung neuer Arten miinden kann, beispielsweise durch Etablie-
rung einer Reproduktionsbarriere.
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Die Geschichte der Evolution dieser Arten kann nun nicht nur anhand von morpholo-
gischen Vergleichen an lebenden Spezies und Fossilien, sondern auch aus der Erbinfor-
mation rezenter Lebewesen durch molekulare Phylogenetik rekonstruiert werden.

2.2 Taxonomie

Die binomiale Nomenklatur (manchmal auch als binire Nomenklatur bezeichnet) fiir
die Bezeichnung von biologischen Arten geht auf den schwedischen Naturwissenschaft-
ler Carl von Linné (*23.05.1707 als Carl Linnaeus, 110.01.1778) zurtick. Eine biologische
Art (z.B. die Kartoffel Solanum tuberosum oder der Mensch Homo sapiens) wird mit dem
Namen der Gattung (Solanum, bzw. Homo) und dem artspezifischen Epitheton (fubero-
sum bzw. sapiens) international, eindeutig und wissenschaftlich verbindlich benannt. Das
Epitheton hat als Adjektiv oft beschreibenden Charakter oder weist im Genitiv auf eine
Person hin. Diese beiden Namensbestandteile, meist griechisch oder lateinisch, schaf-
fen Klarheit und Einheitlichkeit gegeniiber den unverbindlichen, volkstiimlichen Benen-
nungen in verschiedenen Sprachen oder Dialekten. Werden Eigennamen oder Namen
aus der Umgangssprache zur Bezeichnung von Arten abgeleitet, werden sie latinisiert
(z.B. Fuchsia fiir den Botaniker Fuchs). Die grofs geschriebene Gattung und das klein ge-
schrieben Epitheton werden kursiv gesetzt. Ein Epitheton darf innerhalb einer Gattung
natiirlich der Eindeutigkeit halber nur einmal, durchaus aber auch in anderen Gattungen
verwendet werden. In der Botanik miissen Gattungsname und Epitheton unterschied-
lich sein, in der Zoologie diirfen sie gleich sein: Bubo bubo ist der Uhu, Meles meles der
Dachs. Bei Hybridarten werden die Arten beider Elternteile von einem x getrennt ange-
geben: Das Maultier Equus caballus x asinus geht aus der Kreuzung von Pferd (E. caballus)
und Esel (E. asinus) hervor.

Ein Taxon ist eine systematisch benannte Gruppe von Lebewesen (oder auch in der mo-
lekularen Phylogenetik manchmal nur die Sequenz eines Gens oder Proteins in einer
Genfamilie, wie wir noch sehen werden). Linné fiihrte eine taxonomische Klassifizie-
rung zundchst nur fir die Pflanzenwelt, erst spater fiir Tiere ein. Seine erstes ,,Syste-
ma Naturae” erschien 1735 mit zundchst 10 Seiten, die 13. Auflage von 1770 hatte dann
bereits 3000 Seiten. Linné fiithrte als hierarchische taxonomische Niveaus oberhalb der
Gattung die Ordnung (Ordo), die Klasse (Classis) und das Reich (Regnum) ein. Spéter
wurde die Familie (Familia) als Niveau zwischen Gattung (Genus) und Ordnung ein-
gefiihrt und zwischen Klasse und Reich wurde in der Botanik die Abteilung (Divisio)
und in der Zoologie der Stamm (Phylum) gesetzt.

Der Eindeutigkeit halber wird die Bezeichnung eines Taxons oft mit dem Namen des Au-
tors (Beschreibers) versehen. Hierbei werden oft Abkiirzungen verwendet, L. beispiels-
weise steht fiir Linné selbst. Wenn Unterarten (Subspezies) benannt werden, werden
sie dem Artnamen (ebenfalls kursiv) hinzugefiigt, in der Botanik hinter der Abkiirzung
,ssp.” (oder ,subsp.”). Der erste Name, der einem Taxon bei der Erstbeschreibung ge-
geben wurde, ist das so genannte Basionym. Wenn sich herausstellt, dass eine Art in der
Literatur durch Doppelbenennung mit verschiedenen Namen versehen wurde, gilt die
Erstbenennung, die anderen Bezeichnungen sind (ungtiltige) Synonyme. Werden durch
eine taxonomische Revision Verdnderungen vorgenommen, erfolgt also beispielsweise
die Herabstufung einer Art zu einer Subspezies oder die Zuordnung einer Art zu ei-
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ner anderen Gattung, werden die Autoren der fritheren Benennungen in Klammern ge-
nannt. Die Bezeichnung ,,Poa nemoralis L. ssp. interior (Rydb.) W.A. Weber “ zeigt also
an, dass Weber die Art interior im Sinne Rydbergs in der Gattung Poa auf die Ebene einer
Subspezies von Poa nemoralis (beschrieben von Linné) hinabstuft. Analog wurde die chi-
nesische Aster von Nees von Esenbeck in eine andere Gattung gestellt als die von Linné
dafiir vorgesehene: Callistephus chinensis (L.) Nees.

Die taxonomischen Niveaus lassen sich an ihren Endungen erkennen, so z.B. ,,-aceae” fiir
die Familie, ,-ales” fiir die Ordnung, ,-opsida” fiir die Klasse und ,-phyta” fiir die Ab-
teilung in der Botanik. Die Namen der Taxa richten sich nach dem typischen Taxon der
untergeordneten Rangstufe; so folgt aus der Gattung Solanum die Familie der Solanaceae
(die Nachtschattengewidchse) und die Ordnung der Solanales. Die Hierarchieebenen der
klassischen Systematik sagen nichts iiber die Anzahl der darin enthaltenen Taxa aus. So
enthalten die Solanaceae neben Solanum etwa 100 weitere Gattungen (unter den bekann-
teren z.B. Atropa, Nicotiana oder Petunia), und die Solanales enthalten neben den Sola-
naceae nach aktueller Auffassung vier weitere Familien (die Convolvulaceae, Hydrolea-
ceae, Montiniaceae und Sphenocleaceae). Andererseits ist der Ginkgobaum Ginkgo biloba
der einzige Vertreter der Gattung Ginkgo, der Familie Ginkgoaceae, der Ordnung Gink-
goales, der Klasse Ginkgoopsida und, je nach systematischer Auffassung, sogar einer
eigenen Abteilung, der Ginkgophyta.

Taxonomische Zwischenniveaus lassen sich mit den Voranstellungen , Uber-“ (Super-)
und ,,Unter-“ (Sub-) definieren. Hinzu kommen dann noch Konzepte wie das der Ko-
horte als taxonomische Ebene zwischen Unterklasse und Uberordnung oder der Tri-
bus zwischen Unterfamilie und Gattung. Die Einfiihrung solcher taxonomischer Zwi-
schenniveaus hat allerdings zuweilen weniger eine echte Erweiterung biologischen Ver-
standnisses widergespiegelt, sondern manchmal eher die sortiererische Leidenschaft ih-
rer Schopfer. Durch die Erkenntnisse der Kladistik und der molekularen Phylogenetik,
der wir uns in den nédchsten Abschnitten widmen, werden allerdings tatsachlich immer
mehr natiirliche Abstammungsgemeinschaften auf allen Niveaus identifiziert, fiir die
neue Bezeichnungen wiinschenswert sind. Dabei ist es neuerdings weniger von Interes-
se, ein bestimmtes Hierarchieniveau zu benennen, als vielmehr mit einem Namen klar-
zustellen, dass alle Taxa innerhalb des neu benannten Taxons auf einen gemeinsamen
Vorfahren zuriickgehen. Die Regeln zur taxonomischen Benennung sind in den Interna-
tionalen Codes fiir Nomenklatur fiir die Botanik (ICBN), die Zoologie (ICZN) und die
Prokaryonten (ICSP) festgelegt.

In der Tabelle 2.1 ist der Stand einer aktuellen taxonomischen Klassifizierung dargestellt,
wie man sie in der Taxonomiedatenbank (Taxonomy Database) am NCBI fiir das Huhn
Gallus gallus, fur das Rind Bos taurus, fiir das Lebermoos Noteroclada confluens und fiir den
kleinen Kreuzbliitler Arabidopsis thaliana, die Modellpflanze der pflanzlichen Molekular-
biologie schlechthin, findet. Die Taxonomy-Datenbank des NCBI erhebt keineswegs An-
spruch auf taxonomische Autoritit, aber sehr wohl ist man dort bemdiiht, aktuelle Klassi-
fizierungen schnell umzusetzen. Vor allem aber bieten die sehr guten Moglichkeiten zur
Navigation innerhalb der Hierarchiedatenbank und die Integration mit den verfiigbaren
molekularen und den Literaturdaten einen fabelhaften Einstieg, zumindest solange man
nicht selbst Experte fiir die Organismengruppe von Interesse ist. Hinzu kommt, dass
die taxonomischen Begriffe soweit moglich mit anderen Datenbanken im WWW (wie
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Tabelle 2.1 Beispiele fur aktuelle taxonomische Niveaus in der Klassifizierung fir zwei zoologi-
sche und zwei botanische Arten in der Taxonomy Database des NCBI.

Domaéne Eukaryota Eukaryota Eukaryota Eukaryota
Fungi/Metazoa Fungi/Metazoa
group group
Reich Metazoa Metazoa Viridiplantae Viridiplantae
Unterreich(e) Eumetazoa, Eumetazoa,
Bilateria, Bilateria,
Coelomata, Coelomata,
Deuterostomia Deuterostomia
Abteilung/Stamm Chordata Chordata Streptophyta Streptophyta
(Phylum)
Unterabteilung(en), Craniata, Craniata, Streptophytina, Streptophytina,
Subphyla etc. Vertebrata, Vertebrata, Embryophyta, Embryophyta,
Gnathostomata, Gnathostomata, Marchantiophyta Tracheophyta,
Teleostomi, Teleostomi, Euphyllophyta,
Euteleostomi, Euteleostomi, Spermatophyta,
Sarcopterygii, Sarcopterygii, Magnoliophyta
Tetrapoda, Tetrapoda,
Amniota, Amniota
Sauropsida,
Sauria,
Archosauria
Klasse Aves Mammalia Jungermanniopsida
Unterklasse, Neognathae Theria, Eutheria, Metzgeriidae Core Eudicots,
Infraklasse, Laurasiatheria Rosids,
Uberordnung etc. Eurosids Il
Ordnung Galliformes Cetartiodactyla Fossombroniales Brassicales
Unterordnung Ruminantia, Pellineae
Pecora
Familie Phasianidae Bovidae Pelliaceae Brassicaceae
Unterfamilie Phasianinae Bovinae
Gattung Gallus Bos Noteroclada Arabidopsis
Spezies gallus taurus confluens thaliana

z.B. dem Animal Diversity Web, http://animaldiversity.ummz.umich.edu) verkniipft
sind und eventuell abweichende taxonomische Konzepte damit sofort greifbar werden.

Organismen eines Taxons auf einer niedrigen taxonomischen Ebene teilen mehr gemein-
same Eigenschaften als die eines hoheren Niveaus. Implizit nehmen wir damit auch
an, dass Organismen auf einem niedrigen taxonomischen Rang enger miteinander ver-
wandt sind als mit denen eines hoheren. Um es mit anderen Worten zu sagen: Wir neh-
men an, dass ihr letzter gemeinsamer Vorfahre weniger lang zuriickliegt als derjenige ei-
nes hoheren taxonomischen Niveaus. Die engeren Verwandten der Kartoffel, also ande-
re Nachtschattengewichse wie der Tabak, hatten eindeutig einen letzten gemeinsamen
Vorfahren in jlingerer erdgeschichtlicher Zeit als die Kartoffel und der Tannenbaum. Die
Nachtschattengewédchse und der Tannenbaum finden sich erst auf Abteilungsebene in
einem gemeinsamen Taxon Spermatophyta (Samenpflanzen) wieder.

Von sehr vielen Taxa nehmen wir an, dass ihre Mitglieder von einem einzigen unmit-
telbaren gemeinsamen Vorfahren abstammen. So gehen wir beispielsweise davon aus,
dass Sdugetiere oder (Embryophyta) jeweils nur einmal entstanden sind, die letztge-
nannte Gruppe tibrigens wohl im Ordovicium vor mehr als 430 Millionen Jahren. Wir
sprechen von Monophyla (Singular: Monophylum) oder monophyletischen (, einstim-
migen”) Gruppen — dem zentralen Begriff im Gedankengebdude der Kladistik, das wir
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im ndchsten Abschnitt ndher beleuchten. Eine monophyletische Gruppe, eine so ge-
nannte Klade, enthélt erstens alle und zweitens nur die Abkémmlinge eines gemeinsa-
men Vorfahren und diesen selbst. Wahrscheinlich ist auch das Leben selbst — zumindest
auf diesem Planeten — nur einmal entstanden. Alle Lebewesen der Erde gehoren also in
diesem Sinne einer monophyletischen Gruppe an (die etwa 3,5 Milliarden Jahre alt ist).

Manche der alt hergebrachten Taxa bezeichnen nun zwar sicher keine monophyletischen
Gruppen, bleiben aber durchaus noch sehr niitzlich, weil sie zutreffend morphologische
Ahnlichkeiten oder Entwicklungsstufen beschreiben. Ein Beispiel hierfiir sind die Rep-
tilien (Reptilia: Eidechsen, Krokodile, Schildkr&ten, Schlangen). Es ist heute unzweifel-
haft, dass stammesgeschichtlich aus dieser Gruppe die Vogel hervorgegangen sind. Die
Reptilien im alten Sinne werden damit zu einer so genannten paraphyletischen Gruppe,
einem weiteren kladistischen Begriff, den wir im nidchsten Abschnitt beleuchten. Kroko-
dile und Alligatoren (Familie Crocodylidae) sind stammesgeschichtlich enger mit den
Vogeln (Ordnung Aves) verwandt als mit den anderen rezenten Reptilien. Darum finden
sich Krokodile und V6gel auch nach aktueller Systematik in einem neuen, monophyleti-
schen Taxon Archosauria wieder (Tab. 2.1). Mit den Schlangen hingegen sind sie erst auf
dem Niveau Sauria in einem Taxon vereint, mit den Schildkroten erst auf dem Niveau
der Sauropsida.

In der Botanik zeichnen sich beispielsweise die Bryophyta als Entsprechung zu den Rep-
tilia in der Zoologie ab: Diese klassische Abteilung umfasst die Klassen der Laubmoo-
se, Lebermoose und Hornmoose, die von den GefidfSpflanzen (den Tracheophyta) abge-
grenzt sind. Allerdings sind nun zwar die Tracheophyta, nicht aber die Bryophyta nach
molekularen Daten eine geschlossene Abstammungsgemeinschaft, ein Monophylum.
Vielmehr stehen anscheinend die Lebermoose alleine neben allen anderen Landpflan-
zen und die Hornmoose alleine scheinen auf eine gemeinsamen Ursprung mit den Tra-
cheophyta zurtickzugehen. Dies macht den Begriff Bryophyta zwar taxonomisch im en-
gen Sinne zur Beschreibung einer geschlossenen Abstammungsgemeinschaft ungeeig-
net, aber er beschreibt immer noch als sinnvolle Sammelbezeichnung drei Klassen von
Landpflanzen mit heteromorphem Generationswechsel, bei denen der haploide Game-
tophyt die tiberdauernde Existenzform ist. (Verwirrung entsteht eigentlich erst dann,
wenn nun ,Bryophyta” parallel in einem reduzierten Sinn verwendet wird, z.B. als Ta-
xon, das nur noch die Laubmoose enthilt, wihrend die Lebermoose und die Hornmoose
auf eigene Abteilungsniveaus, Marchantiophyta und Anthocerotophyta angehoben wer-
den.)

Weil immer mehr Verzweigungen im Stammbaum des Lebens verldsslich identifiziert
werden, brauchen wir zunehmend viele Bezeichnungen fiir die so identifizierten Ab-
stammungsgemeinschaften. Genau dies ist der Grund, warum inzwischen so viele Ta-
xonbezeichnungen existieren, die sich gar nicht mehr an der traditionellen Hierarchie
von Familie, Ordnung, Klasse etc. orientieren (kénnen). Bei der Umschreibung neuer
Taxa werden die strengen hierarchischen Ebenen oft nicht mehr beriicksichtigt. Neue
taxonomische Begriffe wie die Archosauria (weder Ordnung, noch Familie) mogen klas-
sischen Taxonomen absurd erscheinen. Wenn sich aber andererseits eine Abstammungs-
gemeinschaft klar abgezeichnet hat, ist es sicher der Kommunikation dienlich, ihr auch
einen Namen zu geben. Ob es nun sinnvoll ist, dazu auf frei gewéhlte englische Bezeich-
nungen wie ,,Core Eudicots” oder ,Eurosids II” auszuweichen , sei dahingestellt.
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Spermatophyta
Euphyllophyta | (Samenpflanzen)
(I Monilophyta

Tracheophyta (Farne, Schachtelhalme

| & Gabelblattgewachse) .. [pteridophyta s.I.]
Lycopodiophyta

(Béarlappgewéachse)

[Bryophyta]
(Horn-, Laub-
& Lebermoose)

Abbildung 2.2 Neue Erkenntnisse zur Stammesgeschichte der Landpflanzen zeigen, dass die
farnverwandten Schachtelhalme (Equisetum) und Gabelblattgewachse (Psilotum, Tmesipteris) mit
den echten Farnen ganz klar eine Abstammungsgemeinschaft bilden, die die Bezeichnung Moni-
liformopses (oder Monilophyta) erhalten hat. Der Begriff Pteridophyta im (weiteren) Sinne (s.I. =
sensu lato) von ,Farne+Farnverwandte” ist damit eine paraphyletische Gruppe geworden, denn
die Lycopodiophyta (Barlappgewachse) stehen allein an der Basis der GefaBpflanzen. Durch die
neuen Erkenntnisse werden andererseits weitere, Ubergeordnete Abstammungsgemeinschaften
wie die ,Euphyllophyta“ deutlich und erhalten einen Namen, und andere, wie die GeféBpflanzen
(Tracheophyta) werden bestatigt.

Wie genau man die Ergebnisse der molekularen Phylogenetik in eine moderne Taxo-
nomie umsetzen sollte, dariiber ist ein letztes Wort noch nicht gesprochen. Initiativen
wie die der neu gegriindeten International Society for Phylogenetic Nomenclature (ISPN)
fiir einen Phylocode (www.ohiou.edu/phylocode/) haben zum Ziel, ein Regelwerk zur
Benennung von Kladen zu etablieren (de Queiroz 2006 und Zitate darin). Ein Pladoyer
fiir eine DN A-basierte Taxonomie findet man bei Tautz und Kollegen (2003).

Es ist wohl sinnvoll, ganz behutsam an die Renovierung eines seit langem bewéhrten
Systems heranzugehen und es darf nicht {ibersehen werden, dass die meisten Familien
und Ordnungen klassischer Systeme auch nach aktueller molekularsystematischer Er-
kenntnis akzeptiert bleiben. Nattirlich wird andererseits ein vollig aufgeloster Stamm-
baum des Lebens fiir jeden seiner Zweige einen zutreffenden Namen wiinschenswert
erscheinen lassen. Hier scheint dann selbst ein disputabler Begriff wie , Archosauria”
oder auch ,,Vogel-Krokodil-Gruppe” immer noch einer nichts sagenden Nummer vor-
zuziehen zu sein. Besonders Ernst Mayr hat an diesem Beispiel gegen eine Taxonomie
argumentiert, die sich nur an den phylogenetischen Einsichten orientiert. Die Replik
hierzu aus dem Jahr 1974 von Willi Hennig, dem Begriinder der Kladistik, auf die wir
im nédchsten Abschnitt eingehen, ist ausgesprochen lesenswert.

Einen anderen Disput hat Mayr noch im hohen Alter mit Carl Woese nach der Identi-
fizierung der drei Doménen des Lebens gehabt. Die von Woese entdeckte grofie Unter-
schiedlichkeit der Archaea (Archaebakterien) zu anderen Bakterien hat, durchaus sinn-
voll, zur begrifflichen Reduzierung auf Eubakterien fiir die letzteren gefiihrt. Nattirlich
ist es aber immer noch wiinschenswert und niitzlich, mit dem umfassenden Begriff Bak-
terien alle Lebensformen ohne eigenen Zellkern (Prokaryonten) zu bezeichnen, also die
Archaea und Eubacteria gemeinsam, und sie so von den Eukaryonten abzusetzen. Mit
anderen Worten: Begriffe wie Bryophyten, Reptilien oder Bakterien behalten unveran-
dert Sinn und Rechtfertigung. Wir miissen uns eben nur im Klaren sein, dass dies kei-
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ne Taxa geschlossener Abstammungsgemeinschaft im Sinne einer modernen Taxonomie
sind. Vielleicht konnte es sinnvoll sein, Bezeichnungen zumindest fiir Gruppen, die auf
einen gemeinsamen Vorfahren zuriickgehen, aber aus denen auch andere Taxa hervor-
gehen, wie Reptilia oder Bryophyta nicht grundsétzlich zu verbannen (also so genannte
paraphyletische Gruppen, wie wir im nédchsten Abschnitt sehen werden).

Ein gutes Beispiel mag das neu identifizierte Taxon ,Monilophyta” (oder Moniliformop-
ses) der Botanik sein (Abb. 2.2 auf der vorherigen Seite). Ganz offensichtlich gehoren die
,Farnverwandten” Schachtelhalme (Equisetum) und die Gabelblattgewéachse (Psilotum,
Tmesipteris) mit den echten Farnen (Filicophyta oder Filicopsida) in diese neu erkann-
te, geschlossene Abstammungsgemeinschaft. Die Barlappgewédchse (Lycopodiophyta)
bleiben damit als einzige Gruppe der Farnverwandten an der Basis der Gefafpflanzen
(Tracheophyta) iibrig. Der klassische Begriff der Pteridophyta fiir die Farne und Farn-
verwandten insgesamt bleibt aber immer noch sehr niitzlich, um ,Sporenbildende Ge-
faBpflanzen” oder eben ,Nicht-Samenbildende-Gefdfipflanzen” zu bezeichnen. Um auf
den néchsten Abschnitt vorzugreifen: Die Pteridophyta sind nach neuen Erkenntnissen
zwar eine paraphyletische Gruppe, aber dennoch kann es sinnvoll sein, diesen niitzli-
chen Begriff zu erhalten, genau wie Bakterien, Bryophyten oder Reptilen.

2.3 Kladistik und Phylogenetik

Die phylogenetische Systematik will eine Systematik der Organismen finden, die ih-
re tatsdchlichen evolutiondren Beziehungen widerspiegelt. Ihr Ziel ist die Beschreibung
von Taxa, die eindeutige, geschlossene Abstammungsgemeinschaften darstellen: mo-
nophyletische Gruppen. Ein Synonym fiir eine monophyletische Gruppe ist die Klade
(engl. clade), daher wurde der Begriff Kladistik (engl. Cladistics) geprégt. Diese Disziplin
geht auf die Arbeit des deutschen Entomologen Willi Hennig (*20.04.1913, 105.11.1976)
zurtick. Seine Vorstellungen publizierte er bereits 1950 in dem Buch , Grundziige einer
Theorie der phylogenetischen Systematik”. Seine Arbeiten wurden aber erst mit der eng-
lischen Version , Phylogenetic Systematics” 1966 international bekannt. Eines der ersten
Computerprogramme zur kladistischen Analyse, hennig86 von James Farris, wiirdigte
1986 mit seinem Namen den Schopfer der kladistischen Gedankenwelt. Die internatio-
nale Willi-Hennig-Gesellschaft (www.cladistics.org) gibt die Zeitschrift Cladistics her-
aus.

2.3.1 Kladistik

Der wichtige Schritt einer phylogenetisch begriindeten Systematik liegt in der kon-
sequenten Anwendung einer kladistischen Logik. Es werden nicht einfach Ansamm-
lungen von Ahnlichkeiten zwischen den Organismen (wie in der Phenetik) be-
trachtet, vielmehr liegt der Kladistik eine klare Unterscheidung von urspriinglichen
(plesiomorphen) und abgeleiteten (apomorphen) Merkmalen zugrunde. Nur die ge-
meinsamen, abgeleiteten Merkmale — die Synapomorphien — werden zur Begriindung
einer Abstammungsgemeinschaft herangezogen. Die Kladistik betrachtet Evolution als
fortschreitende Gabelungen (Bifurkationen, Dichotomien), die immer wieder Schwes-
tergruppen erzeugen, die sich durch neue Synapomorphien begriinden lassen. Wichtige
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Synapomorphien der Sdugetiere (Mammalia) sind beispielsweise die Milchdriisen und
die Kérperbehaarung.

Verdnderungen, die neu in nur einem Taxon auftreten (meist eine Art — aber es kon-
nen auch Populationen, Individuen, einzelne molekulare Sequenzen oder hoherrangige
taxonomische Kategorien betrachtet sein), heiSen Autapomorphien. Ahnlichkeiten zwi-
schen Taxa, die auf gemeinsame, urspriingliche Merkmale zurtickgehen, sind Symple-
siomorphien. Sie waren fiir die klassische Taxonomie durchaus von grofler Bedeutung,
sind fiir eine phylogenetisch begriindete Systematik aber wertlos. Die im vorigen Ab-
schnitt beschriebenen Beispiele der Reptilien oder Bryophyten sind solche Gruppen, die
durch Symplesiomorphien definiert sind. Solche Taxa, die zwar auf einen gemeinsamen
Vorfahren zuriickgehen, aber aus denen auch andere Lebensformen (die Vogel, bzw. die
Gefafipflanzen) hervorgegangen sind, nennen wir paraphyletisch. Die ,Affen” oder die
»dikotylen Pflanzen” sind andere Beispiele fiir solche paraphyletischen Gruppen. Die
Nichtaffen Menschen und monokotyle Pflanzen gehen jeweils aus ihnen hervor oder,
anders gesagt, haben jeweils einen jiingeren gemeinsamen Vorfahren mit einer der je-
weiligen Untergruppen (z.B. den Schimpansen).

Andere Gruppierungen von Lebewesen sind hingegen vollends kiinstlich — die ihren
Mitgliedern gemeinsamen Merkmale haben sich unabhéngig ausgebildet. ,Rot blithen-
de Pflanzen” oder , flugfdhige Tiere” wiren Beispiele. Die geteilten Eigenschaften sind
mehrfach unabhédngig entstanden, gehen auf unabhingige Entwicklungen zurtick: wir
sprechen von polyphyletischen Gruppen. Die Fliigel von Insekten und Vogeln sind das
Paradebeispiel fiir eine solche Analogie. Analogien kénnen aus Konvergenz in der Evo-
lution in unabhéngiger Anpassung an die Umwelt entstehen. Insbesondere in der mole-
kularen Phylogenetik werden alle Entsprechungen, die nicht auf gemeinsame Abstam-
mung zurlickzufiihren sind, sondern auf unabhangige, mehrfache Merkmalsiibergange
oder auf Reversionen zuriickgehen, als Homoplasie bezeichnet.

Fiir polyphyletische Gruppen sind in der Geschichte der Biologie vielleicht etwas selte-
ner Bezeichnungen vergeben worden als fiir paraphyletische, aber ,, Wiirmer”, , Geier”
oder ,Sukkulenten” sind hier die klassischen Beispiele. Eine andere, inzwischen klar als
polyphyletisch verstandene, Gruppe sind beispielsweise die beriihmten , C4-Pflanzen”.
Der Ubergang vom generellen C3-Typus zum C4-Typus der Photosynthese in Anpas-
sung an trockene, heifle Standorte scheint in der pflanzlichen Evolution offenbar einfa-
cher zu gelingen, als die Komplexitit der C4-Photosynthese vermuten lief3e.

Der Begriff der Homologie bezeichnet ganz im Gegensatz zur Homoplasie ein entspre-
chendes Merkmal oder einen entsprechenden Bauplan aufgrund gemeinsamer Abstam-
mung. So sind der Fliigel der Fledermaus und der Arm des Menschen homolog. Der
Begriff Homologie geht auf den englischen Naturforscher und Zoologen Richard Owen

(*20.07.1804, 118.12.1892) zuriick, der tibrigens auch den Begriff , Dinosaurier” gepragt
hat. Fiir die Kladistik ist also eine plesiomorphe Homologie nicht von Belang, eine apo-
morphe Homologie dagegen sehr. In der Molekularbiologie wird der Begriff Homologie
manchmal leider nur unscharf im Sinne von Ahnlichkeit gehandhabt, wir kommen dazu
im nédchsten Abschnitt. Um zusammenzufassen:

1. Nur gemeinsame, neu erworbene Merkmale (Apomorphien) — egal ob morpho-
logisch oder auf molekularer Ebene — konnen die in der Kladistik zentra-
len monophyletischen Gruppen bzw. Kladen, also geschlossene Abstam-
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mungsgemeinschaften (Monophyla), definieren. Der unmittelbare gemein-
same Vorfahre der Klade besafs bereits ihre Apomorphien.

2. Paraphyletische Gruppen sind durch plesiomorphe (urspriingliche) ge-
meinsame Merkmale gekennzeichnet. Aus ihnen gehen andere Taxa mit
neuen Eigenschaften hervor, die sie aus der Gruppe herausheben. Dadurch
sind paraphyletische Gruppen zwar eine Abstammungsgemeinschaft, aber
keine geschlossene Abstammungsgemeinschaft. Der unmittelbare gemein-
same Vorfahre der Gruppe besafl bereits die gemeinsamen Merkmale der
Gruppe.

3. Homoplasien, vor allem Analogien bzw. Konvergenzen konnen, wenn sie
nicht als solche erkannt werden, zur Bildung von polyphyletischen Grup-
pen verleiten, weil sie Taxa kombinieren, in denen (oft nur scheinbar) glei-
che Merkmalsauspragungen unabhéngig entstanden sind. Der unmittelbare
gemeinsame Vorfahre einer polyphyletischen Gruppe besafl im Gegensatz
zu einer paraphyletischen Gruppe die gemeinsamen Merkmale noch nicht.

Die hierarchischen Niveaus der klassischen Taxonomie sind fiir die Kladistik ohne Be-
lang, wenn auch die tradierten Namen fiir monophyletische Gruppen fast immer beibe-
halten werden. Die Aussage, eine Ordnung enthalte drei Familien ist aber beispielsweise
kladistisch noch unbefriedigend. Zwei der Familien miissen nach kladistischer Vorstel-
lung auf einen jlingsten gemeinsamen Ahnen zuriickgehen und dieser wiederum hatte
einen erdgeschichtlich dlteren gemeinsamen Vorfahren mit dem Urahn der dritten Fami-
lie. Allgemein gehen n Taxa auf n—1 streng gabelige (dichotome) Aufspaltungen zurtick.
Wenn wir zu dem Beispiel der Familie Solanaceae zuriickkehren, kénnten wir also fiir
eine Stammesgeschichte ihrer 60 Gattungen am Ende 59 solcher Dichotomien identifizie-
ren (und womoglich auch benennen wollen). Wie schon im vorigen Abschnitt zur Taxo-
nomie angesprochen, fand eine phylogenetische Systematik auch aus solchen Griinden
nicht nur Zuspruch. Insbesondere durch die explosiv wachsenden Datensammlungen
der Molekularbiologie, den zunehmend effizienten Computerprogrammen zur phylo-
genetischen Analyse und vielen iiberzeugenden phylogenetischen Einsichten ist sie aber
generell akzeptiert und praktisch ohne Alternative.

2.3.2 Stammbaume

Mit dem Begriff Stammbdume verkniipfen die meisten zunidchst vermutlich Ahnenta-
feln oder Familienstammbé&dume. Kiinstlerisch oft liebevoll gestaltet, zeichnen sie Ab-
stammungslinien, also meistens die Eltern-Kind-Beziehungen unter Einbeziehung der
Geschwisterkinder nach. Zu einer Stammbaumdarstellung im eigentlichen Sinne der
Kladistik kime man von hier erst, wenn man solche Stammbaume riickwarts lesen wiir-
de, also vom Individuum tiber die jeweiligen Elterngenerationen, und dies immer unter
Weglassung aller Geschwister. Nur so erhielten wir einen streng dichotom verzweigten,
sich immer weiter auffdchernden Baum, allerdings immer noch in falscher Orientierung:
Statt einer Aufficherung in die Zukunft gibt es eine in die Vergangenheit. Phylogeneti-
sche Stammbé&ume, wie sie uns hier interessieren, findet man bereits in frithen Notizen
Darwins und auch schon zuvor bei Lamarck.

Viele frithe, meist graphisch aufwéndig gestaltete Stammbaume zur Darstellung von
Hypothesen zur Abstammung der Arten gehen auf den deutschen Zoologen Ernst Hae-
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Abbildung 2.3 Friihe Stammbaume, die auf den deutschen Zoologen Ernst Haeckel zurlickge-
hen. Links ein Stammbaum aller Lebewesen von 1866, rechts ein Stammbaum der Tiere von
1872. Beachtenswert ist bereits die Benutzung der Bezeichnung monophyletisch in der Legende
links und die Platzierung von Taxa wie den Walfischen, Beuteltieren, Schnabeltieren oder Végeln
im Stammbaum rechts.

ckel (*16.02.1834, 109.08.1919) zurtick (Abb. 2.3). Haeckel war begeisterter Anhdnger von
Darwins Ideen und sehr bemdiiht, das Konzept der Evolutionstheorie in Deutschland zu
verbreiten. Leider gibt es Hinweise, dass er neben seiner sehr produktiven Arbeit als
Zoologe nicht immer wissenschaftlich und politisch korrekt agiert hat. Auf Haeckel geht
die Biogenetische Grundregel zuriick, nach der die Entwicklung eines Individuums
(die Ontogenese oder Ontogenie) die Stammesgeschichte seiner Art (die Phylogenese
oder Phylogenie) wiederholt. Um das Konzept zu untermauern, hat Haeckel offensicht-
lich Beobachtungen geschont. Eine wenig rithmliche Rolle hat Haeckel fiir ein moder-
nes Politikverstdndnis als Nationalist, Chauvinist und Wegbereiter der Eugenik gespielt.
Wenn sein Bemiihen, wissenschaftliche Betrachtung mit Asthetik zu verkniipfen, auch
gelegentlich tiber wissenschaftliche Korrektheit hinausging, so sind ihm doch diverse
asthetisch reizvolle Stammbaumdarstellungen zu verdanken (Abb. 2.3). Den klassischen
Darstellungen Haeckels sieht man die knorrige Eiche, die als Vorbild gedient hat, noch
deutlich an. In der modernen Biologie sind wir ldngst bei recht niichternen, abstrakten
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Abbildung 2.4 Beispiele flr unterschiedliche Stammbaumtypen: Kladogramm (A: gewurzelt, B:
ungewurzelt), Phylogramm oder metrischer Stammbaum (C und D) und ultrametrischer Stamm-
baum (E; messen die Zweige Zeitabschnitte, ist er ein Chronogramm). Interne Aste sind im Un-
terschied zu den terminalen grau und breiter hervorgehoben, Knoten sind mit Ellipsen markiert.
Die Méglichkeiten zur Bewurzelung des Kladogramms sind in B mit grauen Pfeilen dargestellt.
Unterhalb von A, B und C bzw. D steht ihre jeweilige Beschreibung im Newick-Dateiformat.

Stammbaumen angekommen, die auch meist nicht mehr von unten nach oben, sondern
von links nach rechts wachsen.

Stammbaume haben Aste oder Zweige (engl. branches) und Verzweigungen (oder Kno-
ten, engl. nodes), in denen die Zweige zusammenlaufen und die eine Gruppe von Taxa in
einer Klade zusammenfassen (Abb. 2.4). Von den terminalen Asten zu unterscheiden
sind die internen Aste, die zwei Knoten miteinander kntipfen. In vielen Fillen konnen
wir die Knoten als ausgestorbene (extinkte) Vorfahren (Stammarten) heute lebender (re-
zenter) Taxa betrachten. Die terminalen Aste werden manchmal auch Blitter (engl. lea-
ves) genannt.

Drei Typen von Stammbé&umen gilt es zu unterscheiden (Abb. 2.4): In Kladogrammen
haben weder die Langen der terminalen noch der internen Zweige eine Bedeutung —
nur die Topologie des Baumes, sein Verzweigungsmuster, ist ausschlaggebend (A). Hier
laufen benachbarte Zweige oft schrag aufeinander zu (links, engl. slanted cladogram). Al-
ternativ werden nur rechte Winkel verwendet, ohne dass sich eine andere Aussage ergibt
(rechts, engl. rectangular cladogram); hierbei lassen sich topologische Unterschiede zwi-
schen zwei Stammbé&umen allerdings oft leichter begreifen. In unserem Beispiel mit fiinf
Taxa hdngen die unterstrichenen Taxa C und D an einem Knoten, der sonst keine weite-
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ren Taxa hervorgebracht hat. Die Gruppe unterstrichener Taxa ist also monophyletisch.
Die kursiven Taxa A, C und D sind hingegen eine paraphyletische Gruppe, denn aus
ihrem unmittelbaren gemeinsamen Vorfahren geht auch das nicht-kursive B hervor.

Kladogramme auf der Grundlage klassischer Merkmale sind meist in gewurzelter Form
dargestellt (A), weil sich oft von vornherein aus dem Zugewinn an Synapomorphien ei-
ne Leserichtung ergibt. Aus molekularen Daten hingegen erhalten wir in aller Regel zu-
nichst unbewurzelte Stammbéume, da die Richtungen der Merkmalsaustausche nicht
unmittelbar abzuleiten sind (B). Die Position der Wurzel, mit der auch so ein Stamm-
baum dann eine Leserichtung der Merkmalsaustausche bekommt, muss erst auf einem
seiner Aste gefunden werden (B) — damit kénnen dann tiefer liegende, altere Verzwei-
gungen von spéteren, jiingeren Knoten unterschieden werden. Die Merkmalsaustausche
bekommen eine Richtung. In der Praxis verwenden wir dazu meist eine Aufiengruppe
(engl. outgroup) — Taxa also, die mit Sicherheit stammesgeschichtlich weiter von der In-
nengruppe entfernt stehen, als alle Taxa der Innengruppe zueinander: Eidechse oder
Krokodil fiir eine Phylogenie der Vogel oder Farne fiir eine Phylogenie der Samenpflan-
zen. Eine Aufiengruppe kann dann schliefllich durch das Einfiihren eines weiteren Kno-
tens auch die fritheste Verzweigung (Dichotomie) der Innengruppe in einem Stamm-
baum identifizieren. Dies zu erreichen, setzt natiirlich immer eine hinreichend umfas-
sende Erhebung von Taxa (engl. taxon sampling) voraus. Will man beispielsweise das
jeweils an der Baumbasis zuerst abzweigende Taxon unter den rezenten Primaten oder
den rezenten Bliitenpflanzen identifizieren, muss man nattirlich zwingend alle Taxa, die
in Frage kommen kénnten, auch in die Untersuchungen mit einbeziehen. Eindrucksvoll
illustriert wurde dieser Umstand erst kiirzlich wieder, als mit einer bislang wenig beach-
teten Gruppe von Bliitenpflanzen, den grasdhnlichen Hydatellaceae, {iberraschend eine
der urspriinglichsten Bliitenpflanzenlinien enttarnt wurde (Saarela et al. 2007). Die Fra-
ge nach den urspriinglichsten lebenden Vertretern einer Verwandtschaftsgruppe ist also
besonders kniffelig und daher unter den wichtigeren Themen aktueller Phylogenetik.
So werden beispielsweise in der Botanik Gattungen wie Amborella unter den Angiosper-
men oder Takakia unter den Laubmoosen als Kandidaten fiir rezente Vertreter der éltes-
ten (frithesten) Entwicklungslinien ihrer Kladen gehandelt — oder besser ausgedriickt:
als Schwestergruppe zu allen anderen Taxa ihrer Klade.

In unserem Beispiel bietet schon das ganz einfache Kladogramm unter Abb. 2.4 B mit
seinen fiinf terminalen und zwei internen Asten sieben verschiedene Moglichkeiten,
einen Punkt zur Bewurzelung zu finden (Pfeile). Hat man beispielsweise eine gute Be-
grindung, dass das Merkmal , Groflbuchstabe” klar eine Innengruppe festlegt, kann die
Waurzel auf den terminalen Ast zum Taxon e, dem Kleinbuchstaben, gelegt werden. Wir
erhalten damit eine Bewurzelung fiir die Kladogramme, wie sie durch den schwarzen
Pfeil in Abbildung 2.4 A angedeutet wird.

Aufler den Schwestergruppenverhiltnissen kann ein Stammbaum das Mag fiir den Grad
der Verwandtschaft auch quantitativ wiedergeben. Bei der tiblichen horizontalen Dar-
stellung bekommen nun die Langen der horizontalen Aste eine Bedeutung (Abb. 2.4 C).
Sie entsprechen dann z.B. der Anzahl der beobachteten Merkmalsaustausche oder einer
molekulargenetischen Distanz nach einem gewéahlten Maf3, wie wir in Kapitel 6 bespre-
chen. Das einfache Kladogramm wird so zum Phylogramm (auch metrischer Stamm-
baum genannt). Das Phylogramm ist eine sehr hdufig verwendete Form zur Darstellung
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von Stammbdumen, die auf molekularen Sequenzdaten beruhen. Wahrend das Klado-
gramm auf Informationen in den Astldngen verzichtet, liefert das Phylogramm also zu-
satzlich ein Groflenmaf fiir Veranderung in seinen Astlingen. Genau wie ein Klado-
gramm kann ein Phylogramm gewurzelt oder ungewurzelt sein.

Bei jeder Stammbaumdarstellung darf um die Knoten beliebig gedreht werden. Wir kon-
nen uns einen Stammbaum als ein Mobile mit seitlicher Aufsicht vorstellen. Das Phylo-
gramm in Abb. 2.4 D auf Seite 60 ist damit immer noch zu dem in C vo6llig identisch
in seiner Aussage, denn Topologie (und Astldngen) sind unverdndert. Die Drehung der
Knoten bringt hier beispielsweise lediglich die paraphyletischen, kursiven Taxa zur ge-
meinsamen Beschriftung in rdumliche Nahe.

Um Stammb&dume computerlesbar abzuspeichern, wurden Dateiformate wie das
Newick-Format entwickelt. Schwestergruppen werden hier in sukzessiv verschachtelte,
runde Klammern gesetzt und durch Kommata voneinander getrennt. Die Baumbeschrei-
bung wird mit einem Semikolon abgeschlossen. Neben dem Kladogramm in Abbildung
2.4 B auf Seite 60 ist die Topologie des Stammbaumes im Newick-Format dargestellt.
Fiir den ungewurzelten Stammbaum verbleibt eine unaufgel6ste Tritomie von drei Taxa
nebeneinander durch Kommata getrennt, fiir gewurzelte Stammbaume sind alle Kladen
bis zu einem tiefsten Schwestergruppenverhéltnis hin in Klammern eingebettet. Fiir die
Darstellung eines Phylogramms wird die Newick-Darstellung erweitert, indem hinter
einem Doppelpunkt fiir jedes terminale Taxon und fiir jeden internen Ast eine Astlinge
angegeben wird. Ein hypothetisches Beispiel ist fiir das Phylogramm unter E angegeben
(bitte die englische Schreibweise des Dezimalkommas als Punkt beachten).

Eine Newick-Datei kann mit Computerprogrammen wie MEGA oder PAUP*, die wir in
den néchsten Kapiteln vorstellen, eingelesen und als Baum graphisch dargestellt wer-
den. Ein willkiirliches Beispiel fiir ein Phylogramm zeigt Abbildung 2.5. Wenn Sie es
als kleinen Vorgriff bereits selbst einmal ausprobieren méchten, installieren Sie MEGA
wie in Kapitel 4 beschrieben und wéhlen Sie unter dem Meniipunkt ,Phylogeny” die
Option , Display Newick Trees”. Wenn Sie dann eine Textdatei auswihlen, die Sie z.B.
Bauml.nwk oder Treel.tre genannt haben und die nur die oben in der Abbildung an-
gegebene Textzeile enthilt, wird IThnen MEGA ein Baumchen wie in Abbildung 2.5 A
darstellen. Hier ist es noch einmal wichtig, zu verstehen, dass es sich (zundchst noch)
um einen unbewurzelten Baum handelt. In unserem Bespiel haben wir eine basale Trito-
mie beschrieben: Die Klade mit Taxa 2, 3 und 4 ist in Klammern eingebettet, aber Taxon
5 und Taxon 1 stehen ohne weitere Klammern, in der Aufzihlung nur von Kommata
getrennt, daneben.

Dass unser Stammbaum zundchst unbewurzelt ist, wird vielleicht in der Darstellung
unter B noch schneller deutlich. Nun kénnen wir fiir unseren Stammbaum willkiirlich
einen Punkt zur Bewurzelung annehmen (im Tree Explorer von MEGA und anderen Pro-
grammen, die wir im Kapitel 3 vorstellen, per Mausklick). Wenn wir die Wurzel auf den
kurzen Ast von Taxon 2 setzen, erhalten wir dann in der rechtwinkligen Darstellung
in C einen merkwiirdig asymmetrischen Baum. Solange wir keine guten Griinde fiir
die Auswahl der Bewurzelung haben, ist die so genannte Mittelpunktsbewurzelung
(engl. midpoint rooting), bei der die Mitte der am weitest entfernten Taxa ausgewéhlt
wird, eine bessere Alternative. Wir erhalten die Darstellung unter D. Es gibt sehr viele
graphische Spielarten zur Darstellung von Stammbaumen. Als Alternative zu der recht-
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Abbildung 2.5 Verschiedene graphische Darstellungen einer Newick-Stammbaumdatei wie oben
in der Abbildung gezeigt, in A als Phylogramm mit basaler Tritomie, in B als radialer Baum mit zwei
Varianten zur Bewurzelung der Topologie mit Pfeil bezeichnet. Die Bewurzelung bei dem gestri-
chelten Pfeil ergibt das Phylogramm in C. In D ist das Phylogramm mit Mittelpunktsbewurzelung
dargestellt, in E dasselbe in der ,straight” und in F in der ,curved“ Optik. G, H und | sind die
entsprechenden Darstellungen als Kladogramme.

[3,]

winkligen Optik kann unter Verzicht auf die vertikalen Linien an den Knoten z.B. auch
die ,straight”- (E) oder die ,,curved”-Optik (F) gewahlt werden. Alle Darstellungsformen
lassen sich unter Wegfall der Astlingen der Phylogramme in die entsprechenden Klado-
gramme (G-I) verwandeln.

Wenn die terminalen Aste in einem Phylogramm nun rezente Arten sind, haben sie hau-
fig nach dem Aufspaltungsprozess ganz unterschiedlich viele Veranderungen der Merk-
male erfahren, wie z.B. die Taxa A und B in den Phylogrammen in Abbildung 2.4 auf
Seite 60 C oder D. Offensichtlich haben sie in ihrer Entwicklung keine konstanten Ver-
dnderungsraten erlebt, denn sie haben ja notwendigerweise dasselbe Alter, seitdem sie
gemeinsam aus ihrer Stammart hervorgegangen sind. Weder molekulare noch morpho-
logische Merkmalsdnderungen geschehen im Verlauf der Evolution in zeitlich regelma-
Biger Weise. Begriffe wie ,lebendes Fossil”, mit denen wir heute lebende (rezente) Ar-
ten bezeichnen, die morphologisch Fossilfunden dhneln, wiirden sonst auch wenig Sinn
machen. Der Ginkgobaum Ginkgo, die Pfeilschwanzkrebse (Limulidae) und der Quas-
tenflosser Latimeria sind Beispiele fiir Taxa, die wenig morphologische Verdnderung ge-
gentiber lingst ausgestorbenen Vorldufern zeigen (sich also in einem Phylogramm auf
der Grundlage morphologischer Entwicklung auf kurzen Asten wiederfinden wiirden).
Die Situation scheint bei molekularen Daten nicht anders zu sein. Die Annahme, dass
in allen betrachteten Abstammungslinien Verdnderungen in den Genomen mit identi-
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schen Raten stattfinden — gleichsam ein gleich schnelles Ticken einer molekularen Uhr
(engl. molecular clock) — trifft leider nicht zu. Unseren Phylogrammen eine Zeitskala zu
geben, mit denen wir die Knoten datieren konnen, ist daher leider gar nicht trivial, aber
nattirlich hochst wiinschenswert — und gelingt mit modernen Verfahren zunehmend zu-
verlédssig. Der Berechnung von so genannten Chronogrammen (Abb. 2.4 E auf Seite 60),
bei denen sich die rezenten Taxa biindig auf einer Linie ,,im Heute” wiederfinden und
die Astlingen die verstrichene Zeit reflektieren, widmen wir uns im Kapitel 9.

Polytomien

Wenn sich an jedem Knoten immer drei Aste treffen, ist ein Stammbaum vollkommen
aufgelost. Nach Bewurzelung hat ein solcher Stammbaum eine Orientierung und aus ei-
nem Knoten gehen immer zwei Nachkommenlinien hervor. Ein solcher Stammbaum ist
oft das Ziel phylogenetischer Untersuchungen. In der Realitét ist man aber oft von einem
vollig aufgelosten Stammbaum noch entfernt, eben weil noch nicht alle Verzweigungen
verldsslich aufgeschliisselt sind. In solchen Féllen verbietet es sich eigentlich, durch Di-
chotomien zu suggerieren, dass die Auflosungen bekannt seien. Stattdessen kann durch
eine Polytomie dargestellt werden, dass dies eben nicht der Fall ist. Betrachten wir das
Kladogramm aus sieben Taxa in der Abbildung 2.6 auf der Seite gegeniiber. Taxon W
sei als Aufiengruppe gewéhlt und alle Knoten seien gut unterstiitzt, abgesehen von dem
Schwestergruppenverhéltnis der Taxa A und P. Das bedeutet, in alternativen Topologi-
en konnte auch C die Schwestergruppe (engl. sister group) zu A oder zu P sein. Dafiir
bietet sich die Darstellung einer Polytomie, hier einer Tritomie an, bei der hier alle drei
terminalen Aste von einem Knoten abgehen. Wohlgemerkt: die Monophylie der Gruppe
aus Taxa A, P und C ist damit nicht in Frage gestellt, es fehlt der Klade nur an innerer
Auflosung. In diesem Falle sprechen wir von einer weichen Polytomie (engl. soft polyto-
my). Oft kann man durch Hinzuftigen neuer Merkmale oder Taxa eine weiche Polytomie
auflosen. Dies ist das letztendliche Ziel der Phylogenetik: den Stammbaum des Lebens
aufzuschliisseln. Projekte wie das ,, Tree of Life Web project” (http://tolweb.org/tree/)
haben zum Ziel, den aktuellen Status unseres phylogenetischen Wissens iiber das Leben
auf der Erde wiederzugeben. An vielen Positionen existieren derzeit noch weiche Poly-
tomien, die in Dichotomien zu verwandeln sind. In der Regel sind Polytomien in genau
diesem Sinn aufzufassen.

Stellt eine Polytomie allerdings dar, dass sich tatsdchlich mehrere Taxa in einem Knoten
treffen, dass also aus einer Urform mehrere Abkommlinge simultan entstanden sind,
sprechen wir von einer harten Polytomie (engl. hard polytomy). Fiir biologische Artbil-
dung wird dies eher ein extremer Sonderfall sein, auszuschliefSen ist er aber nicht. Auf
molekularer Ebene oder beispielsweise bei der Evolution eines Virus sind harte Polyto-
mien in der Realitdt denkbar. Bei hoher Ungenauigkeit der DNA- (oder viralen RNA-)
Replikation kénnen beispielsweise tatsdchlich verschiedene Tochtermolekiile aus einem
einzigen Elternmolekiil entstehen.

Unser Beispiel zu der weichen Polytomie in Abbildung 2.6 auf der nédchsten Seite wiirde
in Newick-Schreibweise bedeuten: Weil zwischen ((A,P),C) und ((A,C),P) und ((C,P),A)
nicht unterschieden werden kann, sollte besser (A,P,C) angegeben werden.
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Abbildung 2.6 Ein vollstdndig aufgeldster Stamm-
K K baum enthélt nur Dichotomien an gut begriindeten
G G Knoten (schwarz). Eine noch zweifelhafte Verzwei-
gung (grauer Kreis, links) kann als Polytomie (rechts)
W wW dargestellt werden.

Ein Wald aus Stammbaumen

Die Drehung um die Knoten &ndert die Topologie eines Stammbaumes nicht, wie wir
am Beispiel in Abbildung 2.4 auf Seite 60 gesehen haben. Aber wie viele verschiedene
Topologien kann es dann tiberhaupt fiir fiinf Taxa geben? Drei Taxa treffen sich immer
in einem Knoten, mindestens vier Taxa werden benétigt, um unterschiedliche Stamm-
baumtopologien erhalten zu konnen: ((1,2),(3,4)) oder ((1,3),(2,4)) oder ((1,4),(2,3)). Es
gibt also drei unbewurzelte Topologien fiir vier Taxa. Wenn Sie (z.B. mit einem fiinf-
ten Taxon als Auflengruppe) eine Wurzel setzen, haben Sie dafiir fiinf Moglichkeiten:
auf dem einzigen internen Ast oder auf einem der vier terminalen. So erhoht sich die
Zahl der bewurzelten Topologien um den Faktor fiinf auf 15 verschiedene bewurzelte
Topologien, und das ist auch gleichzeitig die Anzahl der unbewurzelten Topologien fiir
Stammbéaume aus fiinf Taxa. Sie haben also 15 verschiedene Moglichkeiten, unbewurzel-
te Kladogramme fiir unser Beispiel in Abbildung 2.5 zu zeichnen, probieren Sie es aus!
Jeden von diesen Baumen konnen Sie auf sieben verschiedene Arten bewurzeln und Sie
enden mit 15 x 7 = 105 verschiedenen, bewurzelten Stammbadumen fiir nur finf Taxa
(bzw. schon 105 moglichen, unbewurzelten Stammbaumen fiir sechs Taxa). Die Zahl un-
terschiedlicher Topologien steigt also mit der Anzahl der Taxa explosionsartig an. Die
Anzahl moglicher gewurzelter Stammbaumtopologien fiir n Taxa (bzw. ungewurzelter
fir n 4+ 1 Taxa) ist:

(2n—3)=1-3-5-7- - -(2n—3).

Fiir zehn Taxa existieren tiber 2 Millionen alternative, unbewurzelte Topologien von ver-
schiedenen Stammbé&umen, fiir 30 Taxa bereits fast 1037. Vor allem durch eine steigen-
de Zahl von Taxa wird die Suche nach dem ,richtigen” Stammbaum daher aufwan-
dig, wenn ein Algorithmus verwendet wird, der alle moglichen Stammbé&ume miteinan-
der vergleichen soll. Mit solchen Suchverfahren konnen auch bei tiberdurchschnittlicher
Computerleistung schon bei tiberschaubaren Taxonzahlen (wie z.B. 30) nicht mehr al-
le moglichen Baume tiberpriift werden. Wie so genannte heuristische Suchverfahren
(Heuristik, Lehre von den Strategien zur Problemlosung) mit diesem Problem umge-
hen, dieser Frage widmen wir uns im Kapitel 5 ausgiebig.

2.3.3 Eine Phantasiematrix von Merkmalen

Mit dem Newick-Format kann man sehr gut {ibungshalber mit einem Texteditor (wie
z.B. denen von MEGA oder PAUP*, s. Abschnitt 3.3 auf Seite 98) einen beliebigen Phan-
tasiestammbaum entwerfen. Wiahlen Sie sich ,, Taxa” z.B. aus einem Memory-Spiel aus
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Tabelle 2.2 17 Merkmale und Merkmalszusténde einer Phantasieauswahl von 19 Objekten, wie
sie in einem Memory-Spiel zu finden sind.

\ Merkmalszusténde (character states)
Merkmale [0 [1 [2 [3 [4 [5 [6 [7 [8
Bindre Zustiande
1 | Zellularer Aufbau nein ja
2 | Aroma nein ja
3 | Verbrennungsmotor nein ja
4 | Metallteile nein ja
5 | Nahrungsmittel nein ja
6 | Beleuchtung nein ja
7 | Clatte Oberflache nein ja
8 | Gemusterte Oberflache | nein ja
9 | Pedalen nein ja
10 | Flugféahigkeit nein ja
11 | Struktur komplex nein ja
Diskrete Zusténde | multistate characters
12 | AnzahlvonRadern | [ [ [ [ [ [ [ [
13 | Gestalt \ eckig \ rund \ komplex \ \ \ \ \ \
Kontinuierliche GroRen in Kategorien
. 0 bis 1 bis 10 bis 100 bis 1 bis 10 bis 100 bis 1 bis
14 | Gewicht 1g 10g 100g | 1000g | 1okg | 100kg | 1000kg | 10t > 10t
: . , 100bis |
15 | Hochstgeschwindigkeit 1oktrJrI17h 1(; l?rﬁ/h 138 l?rlr?/h :(232 k:no/?]O
16 | Max. Ausdehnung 0 s:: ! 1-10cm 110%2; 0'11 nl;|s }Ob: :gob:z >100 m
17 | Farbe f‘g ﬁ;ﬁ); blau grin gelb orange rot sgr:sya/rz

und tiberlegen Sie sich, welche Merkmale zur Unterscheidung geeignet sind und mog-
licherweise gute Synapomorphien zur Stammbaumkonstruktion liefern. In Abbildung
2.7 ist ein Beispiel fiir einen Stammbaum aus sechs Friichten, sechs Fahrzeugen, vier
Tieren und drei Steinen dargestellt. Diesem Stammbaum liegen Merkmale (engl. cha-
racters) und unterschiedliche Merkmalszustinde (engl. character states) zugrunde, die
wir in Tabelle 2.2 zusammengefasst haben. Fiir viele Merkmale ist einfach nur ihre An-
oder Abwesenheit im Sinne einer binédren Ja/Nein Entscheidung zu betrachten, die man
in der Matrix als 1" oder ‘0" codieren kann (Zellen, Aroma, Nahrungsmittel, Metalltei-
le etc.). Diskrete Merkmalszustdnde kénnen einfach als Zahl (Rdder) angeben werden.
Kontinuierliche Grolen wie Gewicht, Ausdehnung oder Hochstgeschwindigkeit sind
durch die Annahme von Intervallen (zwar willkiirlich, aber objektiv) in diskrete Zu-
stinde umwandelbar. So kénnen wir Merkmalszustdnde z.B. als Zehnerpotenzen auf
dekadischen, logarithmischen Skalen festlegen, die bei Erreichen einer Klassengrenze
tiberschritten werden: 1 x 10% g, 1 x 10¥ cm, 1 x 10* km/h. Bei anderen kontinuierlichen
Groflen kann eine Klassenbildung nattirlich schwieriger sein: Fiir das Merkmal , Farbe”
kénnte man das Spektrum sichtbaren Lichts zwischen 400 und 800 nm zerlegen in: Blau
=1, Griin = 2, Gelb = 3, Orange = 4 und Rot = 5, wobei Weif§ oder Farblos = 0 und Grau
oder Schwarz = 6 ist. Schon hier kommt eine subjektive Einschatzung bei Zwischenttnen
wie ,Blaugriin” zum Tragen und dies kann bei anderen Merkmalen noch viel gravieren-
der sein — nicht einmal untypisch fiir morphologische Merkmale in der Biologie. Bei der
Formauswabhl [0=einfach, eckig oder kantig, 1=einfach rund oder oval oder 2=komplex
ausgedehnt] oder bei einem Merkmal wie struktureller Komplexitdt kann die Bewertung
ebenso ganz im Auge des Betrachters liegen.
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Die Merkmalszustande stellen wir in einer Matrix zusammen, bei der in der Regel die
Merkmale in der Horizontalen und die Taxa in der Vertikalen angeordnet werden. Die
Matrix, die sich fiir die Taxonauswahl aus dem Memory-Spiel und den Satz an Merkma-
len ergibt, wiirde also in etwa wie folgt aussehen:

11111111
Merkmale 12345678901234567
Banane 11001010001023023
Orange 11001000001012014
Erdbeere 11001001001021015
Kirsche 11001010001011015
Pflaume 11001010001011011
Tomate 11001010001012015
Kormoran 10000001011024236
Elefant 10000000001027246
Zebra 10000001001026240
Giraffe 10000001001026243
Kieselstein 00000001000010001
Ziegelstein 00000000000003025
Pflasterstein 00000001000004016
Blaues Auto 00110110001426341
Gelber Hubschrauber 00110110011027353
Gelbes Moped 00110110001225343
Griines Dreirad 00010010101324132
Roter Roller 00010010001224235
Blaues Fahrrad 00010110101225241

Wollen Sie versuchen, einen Stammbaum zu finden, der die wenigsten Merkmalsaus-
tausche erfordert, oder anders gesagt, diese Daten am einfachsten erklart? Wir machen
damit einem Vorgriff auf die Parsimonieanalyse (Maximum Parsimony), der wir uns im
Kapitel 5 ausgiebig widmen. Maximum Parsimony (grofite Sparsamkeit) versucht den
Baum mit der geringsten Anzahl an erforderlichen Merkmalsinderungen zu finden —
es ist die etwas allgemeinere Formulierung kladistischer Logik. Haben Sie einen Stamm-
baum mit 52 Merkmalstibergdngen gefunden, vielleicht so oder dhnlich wie in der Abbil-
dung 2.7 auf der ndchsten Seite? Wunderbar. Allerdings — es gibt noch 113 weitere most
parsimonious trees mit anderen Topologien, die ebenfalls nur 52 Merkmalsaustausche pos-
tulieren. Schon bei kleinen Datensidtzen wird der Computer dringend erforderlich, um
den sparsamsten Baum zu finden — wir stellen das konkret mit dem Computerprogramm
PAUP* in Abschnitt 5.1.4 auf Seite 147 vor.

Eine der Kladen kann zur Bewurzelung gew&hlt werden — hier bieten sich vielleicht die
Steine als einfache, unbelebte Objekte zur Bewurzelung an. In unserem Stammbaum
sind dann die Kladen der Fortbewegungsmittel, der Tiere und der Friichte eindeutig zu
sehen. Diese sind jeweils monophyletische Gruppen, denn es lédsst sich immer ein Kno-
ten identifizieren, an dem jeweils alle Fahrzeuge oder Friichte oder Tiere hdngen und
eben jeweils nur diese. Die monophyletischen Gruppen sind durch Synapomorphien ge-
kennzeichnet. Metall wire hier eine Synapomorphie der Fortbewegungsmittel (Abb. 2.7
auf der nédchsten Seite). In diesen Kladen sind die motorisierten Fortbewegungsmittel,
oder z.B. auch die runden Friichte oder die schweren Tiere ebenfalls monophyletische
Untergruppen (engl. subclades). Rote, gelbe oder blaue Taxa sind polyphyletisch, denn
sie tauchen unabhingig unter den Fortbewegungsmitteln und den Friichten auf. Ebenso
ist Flugfahigkeit ein polyphyletisches Merkmal. Die Fahigkeit, fliegen zu kénnen, haben
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Abbildung 2.7 Ein Stammbaum fiir eine Phantasieauswahl von Taxa aus einem Memory-Spiel
basierend auf den Merkmalszusténden in einer Auswahl von 17 Merkmalen, die in Tabelle 2.2 auf
Seite 66 festgelegt sind. Erkennbare Monophyla sind Steine, Friichte, Tiere und Fortbewegungs-
mittel. Motorisierte Fortbewegungsmittel sind eine monophyletische Subklade. ,Obst” ist hier pa-
raphyletisch Gruppe, weil die Klade der Friichte zwar alles Obst aber auch das Gemiise Tomate
enthalt. Polyphyletische Merkmale sind Flugféhigkeit (Dreieck) oder Zweiradrigkeit (Kreis).

Kormoran und Hubschrauber offensichtlich unabhingig entwickelt. Eine paraphyleti-
sche Gruppe ist ,,Obst”, denn an einem der Knoten hédngt zwar alles, was wir Obst nen-
nen, aber mit der Tomate eben auch eine Frucht, die wir als Gemiise bezeichnen wiirden.
Ahnliches gilt fiir den Begriff Fahrzeuge, denn das Fluggerat Hubschrauber macht diese
Gruppe paraphyletisch.

2.4 Molekulare Phylogenetik

Die molekulare Phylogenetik benutzt molekulare Merkmale (engl. molecular characters),
um die Stammesgeschichte des Lebens nachzeichnen. Um einem Missverstandnis von
vornherein vorzubeugen: Der molekulare Ansatz ist der Verwendung klassischer Merk-
male aus der Morphologie oder der Biochemie keineswegs grundsitzlich konzeptionell
tiberlegen. Sein grof8er Vorteil liegt in der schier unerschopflichen Menge von Merkma-
len, die herangezogen werden konnen. Mit dieser groflen Anzahl von Merkmalen kann
vor allem viel besser Statistik betrieben werden, um zu beurteilen, wie zuverldssig die
Verzweigungen eines Stammbaums ermittelt sind.
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A ¢+ Nukleotidsequenzen von rRNA- und tRNA-Genen

+ Vorhandensein eines Gens im jeweiligen Genom

+ Genomische Rearrangements

+ Vorhandensein von Introns

+ Aminosauresequenzen von codierten Proteinen

+ Nukleotidsequenzen von proteincodierenden Genen (Exons, cDNA)
+ Sequenzen von Introns

+ Sequenzen von intergenischen Regionen (,Spacer")

+ Einzelne Mutationen (SNP, RFLP, AFLP et c.)

Abbildung 2.8 Molekulare Merkmalstypen, grob gestaffelt nach ihrer Aussagekraft fir zuneh-
mend héhere taxonomischen Niveaus bzw. zunehmende phylogenetische Distanz (Pfeilrichtung).

2.4.1 Molekulare Merkmale

In den meisten Fillen werden zur Konstruktion ,,molekularer Stammbadume” heute Se-
quenzdaten verwendet, also die Nukleotidabfolgen in der DNA oder die Aminosau-
reabfolgen in den Proteinen. Natiirlich kommen neben den Sequenzen proteincodie-
render Gene auch genauso gut diejenigen von ribosomaler RNA (rRNA) oder transfer
RNA (tRNA) in Frage (Abschnitt 1.3), ebenso von Introns (Abschnitt 1.6.1) oder inter-
genischen Bereichen, oder zukiinftig vielleicht auch die von weiteren, neu entdeckten
kleinen RNA-Molekiilen (s. Abschnitt 1.6.6 auf Seite 31). Genauso kénnen im Zeitalter
der Genomik (engl. genomics) andere genomische Merkmale wie das schlichte Vorhan-
densein eines Gens in einem gegebenen Genom, das Vorhandensein von Introns oder
die Anordnungen von Genen im Genom herangezogen werden. Auf niedrigen taxo-
nomischen Niveaus hingegen, in der Populationsbiologie, der Humangenetik oder fiir
die forensische Analytik sind am anderen Ende des Spektrums molekularer Variabilitat
(Abb. 2.8) einzelne, haufige Mutationen innerhalb einer Art von Interesse, diagnostiziert
durch Restriction Fragment Length Polymophisms (RFLPs), Amplified Fragment Length Poly-
morphisms (AFLPs), Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) etc., allgemein so genannte
DNA-Fingerprinting-Methoden. Fiir das Pflanzenreich gilt das genau wie fiir das Tier-
reich — das Thema wird erschopfend behandelt z.B. in ,DNA Fingerprinting in Plants”
von Kurt Weising und Kollegen (2005).

Ganz offensichtlich kann eine betrachtete Sequenz aus Nukleotiden oder Aminosduren
umso mehr Informationen enthalten, je langer sie ist. Vor allem aber sollte die Variabi-
litat zwischen den Sequenzen dem betrachteten evolutiondren Zeitraum angepasst sein.
Verschiedene Gene, ihre Introns oder die intergenischen Regionen (vielleicht allgemein
ausgedriickt: verschiedene genetische Loci) evolvieren unterschiedlich schnell. Mit ei-
ner hochvariablen Sequenz eines Introns kann eher auf unteren taxonomischen Nive-
aus gearbeitet werden (Arten, Gattungen, Familien), mit der codierenden Region eines
hoch konservierten Gens eher auf hohen taxonomischen Niveaus (Ordnungen, Klassen
oder gar Abteilungen). Eine, sicher nur sehr grobe, hierarchische Sortierung molekula-
rer Merkmale nach ihrer Aussagekraft fiir zunehmende phylogenetische Distanzen zeigt
Abbildung 2.8. Diese Hierarchie hdngt aber sehr vom betrachteten Genom einer spezi-
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ellen Gruppe von Organismen ab und kann im Einzelfall ganz anders aussehen. In den
Mitochondriengenomen der Pflanzen sind genomische Rearrangements beispielsweise
so haufig, dass sie sogar innerhalb einer Art variieren. Die konservierten Intronsequen-
zen der mitochondrialen DNA in Pflanzen tragen andererseits bis auf Abteilungsniveau
hinauf phylogenetische Information. Vollig kontrér ist vice versa das Bild, das die mit-
ochondriale DNA im Tierreich zeigt, wo die Genarrangements auf dem kompakten,
zirkuldren DNA-Molekiil hoch konserviert sind; die Nukleotidsequenzen hingegen so
variabel, dass sie auf Populationsniveau phylogenetische Information tragen.

Die Molekularbiologie bietet also Daten fiir phylogenetische Studien an ganz unter-
schiedlichen Enden des Spektrums biologischer Diversifizierung tiber neun Zehner-
potenzen einer geologischen Zeitskala hinweg — und eben auch dort, wo geeignete
morphologische Merkmale vollkommen fehlen: von den hoch konservierten rRNA-
Sequenzen, die halfen, die Diversifizierung in die drei Domé&nen des Lebens vor mehr
als drei Milliarden Jahren zu erkennen, bis hin zur Variabilitdt des AIDS-Erregers, des-
sen Spur nicht nur auf die Menschenaffen Westafrikas zuriickgefithrt werden konnte
sondern innerhalb der letzten 30 Jahre auch auf seine Ubertrdger in den menschlichen
Populationen. Ein gerne zitiertes Beispiel hierfiir ist das des Florida Dentist, eines Zahn-
arztes in Florida der mangels angebrachter Schutzmafsnahmen einige Patienten mit HIV
infiziert hatte und anhand der phylogenetischen Spur der Virusvarianten identifiziert
wurde.

Bei alledem sollte man sich dartiber im klaren sein, dass man mit einem gut ausgewahl-
ten, kurzen Sequenzabschnitt fiir seine phylogenetische Fragestellung schon viel mehr
erreichen kann als mit einem anderen, zehnmal so grofien Sequenzabschnitt eines unge-
eigneten genetischen Locus.

2.4.2 Apfel und Birnen: Homologe, Orthologe, Paraloge und Xenologe

Wichtig ist, dass in der molekularen Phylogenetik verschiedene Formen von Homolo-
gie unterschieden werden. Der Begriff der Homologie ist in der Molekularbiologie ein
etwas problematischer, denn er ist fiir molekulare Sequenzen zunéchst nur deskriptiv.
Viele Molekularbiologen meinen oft zunéchst eigentlich nur , dhnlich”, wenn sie von
homolog sprechen. So wird die Suche nach Sequenzdhnlichkeiten in Datenbanken,
die wir in Abschnitt 3.1.2 auf Seite 80 ausfiihrlich besprechen, oft falschlicherweise mit
,Homologiesuche” beschrieben. Ob es sich bei den dhnlichen Treffern um echte Ho-
mologe handelt, muss erst herausgefunden werden. Die Mitglieder einer Genfamilie
in einer Art sind beispielsweise alle homolog in diesem weiteren Sinne, aber im eigent-
lichen Sinne hat jedes Mitglied der Genfamilie sein 