Zellevolution
m Zeitraffer

Wie konnten aus Bakterien pflanzliche Zellen und damit héheres Leben auf unserer Erde entstehen?

RALPH Bock, Direktor am MAX-PLANCK-INSTITUT FUR PFLANZENPHYSIOLOGIE in Golm, beschdf-
tigt sich seit vielen Jahren mit dieser Frage. Sein Untersuchungsobjekt: Tabakzellen. Sie besitzen

- wie alle Pflanzenzellen - nicht nur DNA im Zellkern, sondern auch in zwei weiteren Organellen, den
Chloroplasten und den Mitochondrien. Im Verlauf der Evolution wanderten Gene aus dem Erbgut
dieser Organellen in den Kern ein. Durch neue Techniken und Selektionsverfahren ist es Bock und sei-

nem Team gelungen, diesen Prozess im Labor nachzuvollziehen und experimentell zu untersuchen.
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Korallen leuchten in unter-
schiedlichsten Farben. In ihrem
Zellinneren leben Algen, sogenannte
Zooxanthellen, die ihnen nicht nur
ihr attraktives Aussehen verleihen,
sondern auch eine wichtige Funktion
erfiillen. Sie betreiben Photosynthe-
se, sind also in der Lage, Licht in
chemische Energie umzuwandeln
und Kohlendioxid in Zucker. Dabei
entsteht Sauerstoff - Voraussetzung
fiir alles Leben auf unserem Planeten.
Fur die Koralle hat dies einen ent-
scheidenden Vorteil: Sie muss sich
nicht allein von Mikroplankton er-
nihren, das sie aus dem Meerwasser
filtert, sondern kann in der Nihe der
lichtdurchfluteten Wasseroberflache
Profit aus den Photosynthese-Pro-
dukten der Alge schlagen.

Die Wurzel-Knéllchen von Legumi-
nosen - das sind Hiilsenfriichte wie
zum Beispiel Bohnen - beheimaten
Stickstoff fixierende Bakterien. So
lebt das Bakterium Rhizobium japo-
nicum beispielsweise in Symbiose mit
der Sojabohne. Die Pflanze liefert in
dieser engen Arbeitsbeziehung Koh-
lenhydrate und andere organische
Verbindungen; das Bakterium ist in
der Lage, Luftstickstoff aus dem Bo-
den zu binden, aus dem die Pflanze
wiederum auf unterschiedlichen We-
gen Aminosduren bildet.

Nicht nur Menschen bauen also
auf Beziehungen. Zwischen einzel-
nen Zellen, Bakterien, Tieren und
Pflanzen bestehen komplizierte Kon-
takte - lose oder eng, konkurrierend
oder symbiotisch, zum Vorteil einer
Art oder zu deren Nachteil. Die Uber-
giange sind oft flieBend und verin-
dern sich im Laufe der Evolution.

Fur den russischen Naturforscher
Constantin Sergeevich Merezhkowsky
lieferten solche symbiotischen Bezie-
hungen einen ersten Hinweis darauf,
dass neue Lebensformen durch Kom-
bination von Einzelorganismen ent-
stehen konnen. Im Jahr 1905 verof-
fentlichte Merezhkowsky eine erste
theoretische Arbeit, die noch heute
als die grundlegende Publikation zur
Endosymbiontentheorie gilt.

Danach stammen Mitochondrien
und Chloroplasten von urspriinglich

selbststindigen Organismen ab, die
vermutlich vor {ber einer Milliarde
Jahren von einer prédeukaryotischen
Vorlauferzelle verschluckt, jedoch
nicht verdaut wurden. Ahnlich wie
bei Amoben, die ihre Nahrung um-
flieBen und sich schlieBlich einver-
leiben, wurden diese Organismen (frei
lebende Bakterien) von den Zellen
umschlossen. Die Membran der Wirts-
zelle stilpte sich ein, das Bakterium
wurde vollstindig in das Innere der
Wirtszelle aufgenommen und schlieB3-
lich kompromisslos versklavt: Es ver-
lor seine Unabhingigkeit, wurde zum
Mitochondrium und diente fortan sei-
ner Wirtszelle als Kraftwerk zur Ener-
giegewinnung. Diesen Zelltyp mit
zwei Genomen - im Zellkern und in
den Mitochondrien - finden wir heute
noch bei allen Tieren und Pilzen.

CYANOBAKTERIEN
WERDEN CHLOROPLASTEN

Pflanzen besitzen in ihren Zellen da-
riber hinaus noch eine weitere DNA-
haltige Organelle: die ,griinen” Chlo-
roplasten. Denn bei der Entstehung
der Pflanzenzelle wiederholte sich
dieser Prozess ein weiteres Mal. Aller-
dings wurde nun ein Cyanobakterium
geschluckt, eine sogenannte Blaualge.
Diese war bereits zur Photosynthese
fahig, konnte also Lichtenergie in
chemische Energie und Kohlendioxid
in Zucker umwandeln und dabei
Sauerstoff freisetzen. Sowohl Chloro-
plasten als auch Mitochondrien sind
deshalb von zwei Membranen um-
schlossen: Die duflere stammt von der
Wirtszelle, die innere vom aufgenom-
menen Bakterium. Merezhkowskys
Thesen zum Ursprung dieser Zellor-
ganellen stellen heute einen wesent-
lichen Bestandteil der modernen (syn-
thetischen) Theorie der biologischen
Evolution dar.

Doch nach wie vor sind viele Fra-
gen offen: Wie wurden im Zuge der
Evolution die aufgenommenen Bak-
terien allméhlich in Zellorganellen
umgewandelt und wie die beteiligten
Genome umstrukturiert? Fest steht
bislang nur, dass eine gewaltige Men-
ge an bakteriellen Genen aus dem
Erbgut der aufgenommenen Bakterien
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in das Kerngenom der Wirtszelle
tibertragen wurde. Heute enthalten
die Organellengenome nur noch eini-
ge Dutzend Gene, obwohl die Bakte-
rien, aus denen sie hervorgegangen
sind, vermutlich mindestens ein paar
tausend Gene besaBen. Indirekte Hin-
weise auf einen solchen Gentransfer
aus dem Genom der Mitochondrien
und Chloroplasten in das Kerngenom
liefern Sequenzédhnlichkeiten zwi-
schen Kerngenen und Genen aus Cy-
anobakterien. Auch gibt es einige
Fille von offensichtlich erst vor rela-
tiv kurzer Zeit transferierten Genen.
Solche Gene liegen bei einigen Pflan-
zenarten noch in den Organellen vor,
wihrend sie bei anderen Arten bereits
im Kerngenom zu finden sind.

Wie kann ein Gen aus dem von ei-
ner Doppelmembran umschlossenen
Chloroplasten oder Mitochondrium in
das Kerngenom gelangen? Da die
Ubertragung Tausender Gene aus den
Organellen in den Kern offenbar in
riesigen evolutionéren Zeitrdumen ab-
lief und demzufolge niemand jemals
ein solches Ereignis beobachten konn-
te, entzog sich diese Frage bislang
jedem experimentellen Zugang. Erst
neue Technologien, die es erlauben,
Chloroplastengenome hoherer Pflan-
zen gentechnisch zu verandern, haben
es uns in den letzten Jahren ermdog-
licht, wichtige Schritte dieses evoluti-
ondren Prozesses im Labor - quasi im
Zeitraffer - nachzuvollziehen und die
molekularen Grundlagen des Gen-
transfers zwischen Organellen- und
Kerngenomen zu analysieren.

Mittels eines einfachen experimen-
tellen Tricks ist es uns am Max-Planck-
Institut fiir Pflanzenphysiologie in
Golm gelungen, diesen Gentransfer zu
rekonstruieren: Dazu haben wir die
Chloroplastengenome von Tabak-
pflanzen gentechnisch verdndert, in-
dem wir zusétzlich zwei Gene einge-
fithrt haben. Wihrend eines der beiden
Gene, aadA genannt, durch seine bak-
terielle Genstruktur fiir das Chloro-
plastengenom mafBgeschneidert ist,
haben wir das zweite Gen, nptll, fiir
den Zellkern konstruiert (eukaryo-
tische Genstruktur). Durch das aadA
wird eine Resistenz gegen das Anti-
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biotikum Spectinomycin vermittelt;
nptll verleiht eine Resistenz gegen das
Antibiotikum Kanamycin.

Und dies erlaubte uns nun eine ein-
fache Selektion von Pflanzen, bei de-
nen der Gentransfer in den Zellkern
stattgefunden hatte: Da das nptll in
den Chloroplasten nicht aktiv ist, sind
Pflanzen mit transgenen Chloroplas-
tengenomen zwar widerstandsfihig
auf das Antibiotikum Spectinomycin,
reagieren aber empfindlich auf Kana-
mycin. Wenn Zellen dieser Pflanzen in

Gen in den Zellkern gelangt. Diese
Befunde verdndern unser Verstind-
nis von genetischer Homogenitat in-
nerhalb einer Art und innerhalb
eines Organismus. Wenn man sich
klarmacht, dass zum Beispiel ein Ta-
bakblatt aus wesentlich mehr als
fiinf Millionen Zellen besteht, dann
wird offensichtlich, dass die Zellen
in ein und demselben Blatt einer
Pflanze nicht notwendigerweise ge-
netisch identisch sind. Tatsdchlich
konnen sie sich im Muster der in das

Gleiches gilt fiir in umgekehrter Rich-
tung transferierte Gene. Thnen fehlen
der jeweils spezifische Promotor, eine
Sequenz, die dem Gen vorgeschaltet
ist und seine Transkription erst mog-
lich macht, sowie der spezifische Ter-
minator, der die Stabilitdt der gebil-
deten Boten-RNA garantiert.

Im beschriebenen Laborexperiment
konnten wir dieses Problem zunéchst
umgehen, indem wir das nptll-
Gen mit eukaryotischen Expressions-
signalen, also einem entsprechenden

nomycin. In einem groB angelegten
Selektionsexperiment  untersuchten
wir nun, ob und wie dieses inaktive
aadA-Gen im Kern funktionsfahig
werden kann. Dazu wurden Zellen ei-
ner Selektion auf spectinomycinhal-
tigem Kulturmedium ausgesetzt. Auf
diese Weise erhielten wir tatsdchlich
Pflanzen, in denen das aadA-Gen im
Zellkern aktiv geworden war.

Als Nichstes galt es nun, die mole-
kularen Mechanismen aufzukliren,
die zur Aktivierung des aadA-Gens

werden konnte, obwohl die moleku-
laren Mechanismen zum Stoppen des
Ablesevorgangs im Zellkern vollig
andere sind als im Chloroplasten. Wir
fithren dies auf das hiufige Auftreten
der Nukleotidbasen Adenin (A) und
Thymin (T) zuriick, die sowohl in
Chloroplasten- als auch in Zellkern-
terminatoren hiufig vorkommen.
Diese Experimente haben uns erste
Einsichten in die molekularen Pro-
zesse geliefert, die die Genome von
tierischen und pflanzlichen Zellen seit
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ziehen und die zugrundeliegenden
Mechanismen aufzukliren.

In aktuellen Experimenten arbeiten
wir daran, den horizontalen Gentrans-
fer zwischen verschiedenen Organis-
men und Pflanzenarten im Labor zu
rekonstruieren. Kritiker gentechnisch
veridnderter Lebensmittel fiirchten

namlich die Weitergabe der in Pflan-
zen eingebrachten Gene an andere,
nicht verwandte Lebewesen, zum Bei-
spiel Mikroorganismen oder andere
Pflanzenarten. Dieser Vorgang, auch

Die Pflanzenzelle und ihre
DNA-haltigen Organellen.
Die Vorldufer der Organellen
waren freilebende Bakterien,
die von einer ,Urzelle” um-
schlossen wurden. Auf diese
Weise entstanden aus Proteo-
bakterien Mitochondrien und
aus Cyanobakterien Chloro-
plasten. Die Pfeile geben

die Richtung und den Um-
fang des Gentransfers an.
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einem Gewebekultursystem einer Se-
lektion auf Kanamycinresistenz ausge-
setzt werden, so Uberleben nur jene
Zellen, die das nptll-Gen aus dem
Chloroplastengenom in das Kernge-
nom verschoben haben.

Genetische und molekulare Unter-
suchungen bestétigten anschlieBend
einen erfolgreichen Gentransfer: Die
Kanamycinresistenz wurde nach den
Mendel’schen Regeln vererbt (wih-
rend Chloroplastengene und damit
die Spectinomycinresistenz nur miit-
terlicherseits vererbt werden), und
wir konnten die DNA des nptll-Gens
im Genom des Zellkerns nachweisen.
Erstaunt waren wir allerdings iiber
die hohe Frequenz, mit der ein sol-
cher Gentransfer aus dem Chloro-
plasten in den Zellkern stattgefun-
den hatte: In ungefdhr einer von
funf Millionen Zellen war das nptll-

Kerngenom transferierten Organel-
lensequenzen unterscheiden.

Eine weitere interessante Konse-
quenz ergibt sich aus dem zufilligen
Einbauort transferierter Organellen-
gene im Kerngenom. Mit einer ge-
wissen Wahrscheinlichkeit kann der
Einbau in ein Gen des Kerngenoms
erfolgen und dieses damit zerstoren.
Somit konnte der Transfer von Or-
ganellen-DNA in den Zellkern auch
zum spontanen Auftreten von Muta-
tionen (sogenannten somatischen
Mutationen) beitragen.

Dartiber hinaus fiihrt die erfolg-
reiche Ubertragung eines Gens aus
den Chloroplasten in den Kern nicht
unmittelbar zu einem neuen funkti-
onsfdhigen Kerngen. Denn aus den
Chloroplasten stammende Gene kon-
nen nicht automatisch abgelesen und
in Boten-RNA {ibersetzt werden.
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Promotor und Terminator ausstatte-
ten, die direkt nach dem Transfer ak-
tiv sein konnten. Wie aber mag dieser
Prozess in der Natur abgelaufen sein,
wie kann aus einem inaktiven ehe-
maligen Chloroplasten-Gen ein funk-
tionsfihiges Kern-Gen entstehen?
Die Antwort lieferten uns Pflanzen-
linien, die ein groBes Stiick Chloro-
plasten-DNA in den Kern iibertragen
hatten, auf dem nicht nur das Kana-
mycin-Resistenzgen nptll, sondern
auch das benachbarte Spectinomycin-
Resistenzgen aadA lokalisiert war. Das
aadA-Gen lieferte nun genau das ge-
eignete Untersuchungsobjekt: Als pro-
karyotisches Gen (mit einem Chloro-
plastenpromotor und -terminator) war
es im Zellkern nicht aktiv. Folglich re-
agierten die Gentransferpflanzen mit
dem aadA-Gen im Zellkern empfind-
lich gegen das Antibiotikum Specti-

[LLUSTRATIONEN: JOCHEN STUHRMANN

gefiihrt hatten. Dabei stellte sich he-
raus, dass in allen acht selektierten
Pflanzenlinien sehr dhnliche Vorgan-
ge an der Genaktivierung beteiligt
waren. In allen Féllen war es dem
aadA-Gen gelungen, durch relativ
einfache Mutationen (sogenannte De-
letionen), den Promotor des benach-
barten Kerngens ,einzufangen“ und
nun fiir seine eigene Expression zu
nutzen. Erstaunlicherweise reichte
dieser eine molekulare Umbau aus,
um das Gen im Zellkern funktionsfi-
hig zu machen.

Ahnliche Verdnderungen hatten wir
auch im Terminatorbereich erwartet,
konnten diese allerdings nicht nach-
weisen. Uberraschenderweise ergab
eine Analyse der zum aadA-Gen ge-
horigen Boten-RNA, dass der Chloro-
plastenterminator von der Ablese-
maschinerie des Zellkerns benutzt
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ihrer Entstehung vor mehr als einer
Milliarde Jahren geformt haben. Mit
neuen Methoden und gentechnischen
Verfahren ist es moglich geworden,
diese Prozesse im Labor in einem
Zeitraum von nur wenigen Jahren
ablaufen zu lassen. Das erdffnet die
aufregende Perspektive, Vorgédnge, die
normalerweise in riesigen evolutio-
niren Zeitriumen stattfinden, im
Zeitraffer experimentell nachzuvoll-
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als horizontaler Gentransfer bezeich-
net, ist seit iber 20 Jahren Gegenstand
der Forschung. Obwohl ein Genaus-
tausch zwischen Bakterien stindig er-
folgt, zum Beispiel in Krankenh&usern,
Kliaranlagen und Jauchegruben, ist der
horizontale Gentransfer aus Pflanzen
heraus kaum erforscht. Genetische Ex-
perimente sollen nun kldren, ob und
wie hiufig Pflanzengene die Artgren-
zen liberwinden kénnen. |
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