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___Faszination Entwicklungsbiologie

Uber die letzten Jahrzehnte hat sich die Entwick-
lungsbiologie in eines der interessantesten und dy-
namischsten Gebiete der modernen Biologie ent-
wickelt. Viele Erbfaktoren, die urspriinglich isoliert
wurden, weil sie fur die Entwicklung der Fruchtflie-
ge Drosophila eine wichtige Rolle spielen, hat man
spater auch beim Menschen gefunden. Dort spielen
sie eine dhnliche Rolle und kénnen, falls nicht mehr
funktionsfahig, zu Erbkrankheiten fuhren. Die Er-
rungenschaften der modernen Entwicklungsbiolo-
gie und ihre Bedeutung auch fir medizinische
Aspekte wurde vor funf Jahren mit dem Nobelpreis
fur Physiologie und Medizin an E. Lewis, C. Nisslein-
Vollhard und E. Wieschaus, welche die Steuerung
der Embryonalentwicklung bei Drosophila studier-
ten, ausgezeichnet [1,2].

Die Entwicklungsbiologie hat aber eine sehr lange
Geschichte und ist wohl der alteste Zweig der Biolo-
gie, geht sie doch auf den Griechischen Philosophen
Aristoteles zurlck. Aristoteles 6ffnete jeden Tag ein
Ei aus dem Gelege eines Huhnes und konnte so die
Bildung des Embryos und seiner Organe verfolgen.
Laut Aristoteles steht am Anfang der Wissenschaft
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die Neugier, und in der Tat fasziniert uns heute die
Entstehung eines Embryos aus einer einzigen be-
fruchteten Zelle noch genau so, wie das fir Aristo-
teles in 4. Jahrhundert vor Christus der Fall war. Fur
mich ist die Entwicklung eines Organismus eine sich
nicht erschopfende Quelle der Neugier. Ich hatte
das Privileg, schon wahrend meiner Dissertation bei
Walter Gehring die Entwicklungsvorgange zu stu-
dieren, die zur Bildung der Eizelle in Drosophila
fuhren [3]. Ich untersuchte auch, welchen Einfluss
die Erbfaktoren der Mutter auf die Entwicklung des
entstehenden Embryos austiben [4]. Beide Fragen
faszinieren mich noch heute, allerdings befasst sich
meine wissenschaftliche Arbeit nicht mehr mit
Fruchtfliegen, sondern mit Pflanzen
[www.unizh.ch/botinst]. Dies hat einerseits den
Grund, dass wir sehr wenig Uber die genetischen
Grundlagen der Pflanzenentwicklung wissen und
so bei Pflanzen grundlegend neue Loésungen fir
entwicklungsbiologische Probleme zu erwarten
sind. Andererseits sind Pflanzen von so grosser
sozio-6konomischer Wichtigkeit (Nahrungsversor-
gung der wachsenden Erdbevélkerung), dass unbe-
dingt mehr Grundlagen fur zuktnftige Anwendun-
gen erarbeitet werden mussen.

____Generationenwechsel

Die Erbsubstanz héherer Organismen ist in einzelne
Chromosomen aufgeteilt. Sich sexuell fortpflanzen-
de Organismen haben einen doppelten Chromoso-
mensatz, wobei eine Kopie vom Vater und die zwei-
te von der Mutter stammt. Damit die Chromoso-
menzahl Uber Generationen hinweg erhalten
bleibt, werden die Chromosomen in einer Reifetei-
lung (Meiose) auf die Halfte reduziert. Die Keimzel-
len (Eizellen und Spermien) haben also nur die Half-
te der Chromosomen einer normalen Kérperzelle.
Bei der Verschmelzung der Keimzellen wahrend der



alternation of egenerations

Abbildung 1
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Wechsel der Generationen. Der Lebenszyklus der Pflanzen hat

den von Zellen und bildet
die dominante Generation
des Lebenszyklus (Abbil-
dung 2a). In der Evolution
der hoheren Pflanzen wurde
Gametophyt immer
mehr reduziert. Wahrend er
bei Farnen noch immer frei-
lebend, aber doch viel klei-
ner als der Sporophyt ist (Ab-
bildung 2b), bestehen die
Gametophyten der Bllten-
pflanzen aus einer sehr klei-
nen Anzahl von Zellen und
entwickeln sich innerhalb
der Geschlechtsorgane der
Blute. Unser Interesse gilt
dem weiblichen Gameto-
phyten oder Embryosack
(Abbildung 2c), der die weib-
lichen Gameten bildet und
sich innerhalb der Samenan-
lagen des Fruchtknotens ent-
wickelt.

___Modellsystem
Arabidopsis

zwei ausgeprégte Generationen. Die Gametophyten (Pollen und Embryosack) sind

blau geférbt.

Befruchtung wird die ursprtingliche Chromosomen-
zahl wieder hergestellt. Dieser Wechsel zwischen
normaler (diploider 2n) und halbierter (haploider
1n) Chromosomenzahl ist bei Pflanzen viel ausge-
pragter als bei Tieren. Wahrend sich bei Tieren die
Zellen, die aus einer Reifeteilung hervorgehen, di-
rekt zu Eizellen und Spermien entwickeln, bilden
die Zellen mit reduzierter Chromosomenzahl bei
Pflanzen (sogenannte Sporen) eine unabhangige
zweite Generation des Lebenszyklus [5]. Die Sporen
untergehen Zellteilungen und bilden einen Orga-
nismus, der vollstandig aus Zellen mit halbierter
Chromosomenzahl besteht und spater die Keimzel-
len (oder Gameten) bildet. Da dieser Organismus
die Gameten produziert, wird er als Gametophyt
bezeichnet, wahrend die sporenbildende Genera-
tion des pflanzlichen Lebenszyklus Sporophyt ge-
nannt wird (Abbildung 1). Bei niederen Pflanzen,
z. B. Moosen, besteht der Gametophyt aus Tausen-

Fir unsere Studien benutzen

wir die Modellpflanze Arabi-
dopsis thaliana (Ackerschmalwand). Arabidopsis
birgt viele Vorteile fur den Genetiker, der Entwick-
lungsvorgange studieren will. Die Pflanze ist klein,
hat eine kurze Generationszeit von 6 bis 8 Wochen,
ist selbstbefruchtend und produziert eine grosse
Anzahl von Nachkommen [6]. Eine Keimzelle von
Arabidopsis hat nur 5 Chromosomen und das klein-
ste bekannte Genom (Gesamtheit aller Erbinforma-
tion) aller Pflanzen, das bis Ende 2000 ganz ent-
schlUsselt sein wird. (www.arabidopsis.org/agi.html)
Der Embryosack von Arabidopsis (Abbildung 2c) ist
typisch fur 70% der Blutenpflanzen und besteht aus
nur sieben Zellen. Obschon diese Zellen alle aus ei-
ner einzelnen Spore hervorgegangen sind, haben
sie sich sehr unterschiedlich entwickelt und voll-
fuhren spezifische Funktionen. Im Embryosack gibt
es vier Zelltypen, zwei davon werden von je einem
Spermium befruchtet (Doppelbefruchtung) und
entwickeln sich zum Samen [7]. Die befruchtete
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Abbildung 2

Evolution der Gametophyten. Die Gametophyten von Moos (a) und Farn (b) sind noch freilebend

und bestehen aus einer grossen Anzahl von Zellen. Der weibliche Gametophyt der Bliitenpflanzen entwickelt sich
innerhalb der Samenanlage und besteht aus nur sieben Zellen (c).

Eizelle bildet den Embryo und schliesslich den Sam-
ling, wahrend die befruchtete Zentralzelle ein
Nahrgewebe, den Endosperm, bildet. Dieser ist 6ko-
nomisch von enormer Bedeutung macht er doch cir-
ca 80% eines Weizen-, Reis- oder Maiskorns aus.
Was steuert diese so unterschiedliche Entwicklung
von Embryo und Endosperm, welcher seine Existenz
zu Gunsten des Embryos aufgibt? Welche Erbfakto-
ren fuhren dazu, dass die Ei- und Zentralzelle, die
nur durch eine einzige Zellteilung voneinander ge-
trennt sind, so unterschiedliche Produkte bilden?
Wie wird die Arbeitsteilung (Zellspezialisierung)
zwischen den Zellen des Embryosacks geregelt?
Warum verschmelzen die Spermien, die durch den
Pollenschlauch zum Embryosack transportiert wer-
den, nur mit der Ei- und Zentralzelle und nicht mit
ihren Schwesterzellen?

Trotz der grossen Wichtigkeit der Keimzellenbil-
dung, Befruchtung und Samenentwicklung fir die
Pflanzenzucht und Samenproduktion (Saatgut,
Nahrungs- und Futtermittel) liegen die genetischen
Grundlagen dieser Entwicklungsprozesse noch
weitgehend im Dunkeln. Nur wenige Erbfaktoren
(Gene), welche diese Prozesse steuern wurden bis-
her identifiziert und noch weniger auf molekularer
Ebene erforscht [5]. Unser Ziel ist es, in den nachs-
ten Jahren die genetische Steuerung dieser wichti-
gen Prozesse besser zu verstehen und unsere Er-
kenntnisse auszunitzen, um die Méglichkeiten der
Pflanzenzucht zu verbessern. Insbesondere méchte
wir einen Beitrag leisten zur Aufklarung der mole-
kularen Mechanismen, welche
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1) zur Bildung der Sporen fiihren

2) die Spezialisierung der Zellen im Embryosack
steuern

3) die Doppelbefruchtung kontrollieren

4) an der mutterlichen Kontrolle der Samen-
bildung beteiligt sind

___Potentielle Anwendungen: Apomixis

Erkenntnisse auf diesen Gebieten sind nicht nur aus
der Sicht des Entwicklungsbiologen hochinteres-
sant, sondern bergen auch ein grosses Potential fir
agronomische Anwendungen. Im Zentrum unserer
Forschung stehen daher Entwicklungsschritte, wel-
che langfristig eine Veranderung der Fortpflan-
zungsprozesse mittels Gentechnologie ermdgli-
chen. Wir sind speziell an Apomixis interessiert [8],
ein Prozess, der die exakte Vervielfaltigung von
Pflanzen erlaubt und bei circa 700 Pflanzen natir-
lich vorkommt. Apomixis wurde in ZUrich seit Be-
ginn dieses Jahrhunderts durch die Dres. A. Ernst,
A. Riatishauser und G. Nagler studiert. Die Ein-
fuhrung von Apomixis in Kulturpflanzen verspricht
soziale und 6konomische Vorteile, welche die der
Grunen Revolution, die Millionen von Menschen
das Leben gerettet hat, bei weitem Ubersteigen [9].
In apomiktischen Pflanzen sind ganz bestimmte
Entwicklungsschritte wahrend der Fortpflanzung
verandert. Ein besseres Verstandnis der genetischen
und molekularen Grundlagen dieser Prozesse ist
deshalb der erste Schritt auf dem Weg zur Entwick-
lung von Apomixis in Kulturpflanzen [10]. Diese
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Abbildung 3 Enhancer Detektion. Ein Gen besteht im allgemeinen aus einem strukturellen Teil, der die Informa-
tion fir eine bestimmte Eiweisskette enthalt, und einem regulatorischen Teil, der die Aktivitdt des Gens kontrolliert
(a). Diese Kontrollsequenzen kénnen auch auf andere Gene, zum Beispiel ein Reportergen, wirken (b), so dass das
Reportergen in der gleichen Weise reguliert wird und zum Beispiel nur in den Zellen der Narbe (blaue Farbung) aktiv
ist (c).

Technologie wird vor allem auch den Landern des  der Eizelle aktiv ist? Wir benutzen dazu eine Me-

Sudens, die heute kaum von Zichtungsprogram-  thode (Enhancer Detektion), die zuerst flr Droso-

men profitieren und daher jedes Jahr einen Gross-  phila entwickelt wurde und die Sichtbarmachung

teil der Ernte verlieren, grosse Vorteile bringen. Da-  von aktiven Erbfaktoren ermoglicht [11,12].

her ist es wichtig, dass die Grundlagen allgemein

zuganglich sind und in der Offentlichkeit bleiben ~ Um diese Methode zu erklaren, muss ich zuerst

(http:/ibillie.harvard.edul/apomixis). noch zwei Punkte erlautern. Erbfaktoren bestehen
im allgemeinen aus zwei Komponenten. Zum einen
aus DNS Sequenzen, welche die Information fir ein

__Die Suche nach den Erbfaktoren: bestimmtes Eiweiss enthalten, zum anderen aus Se-
Gene bekennen Farbe quenzen, welche die Information enthalten, wo
und wann dieses Gen aktiv sein soll (Figur 3b). Diese

Wie kénnen wir nun aber die Erbfaktoren identifi-  Kontrollsequenzen werden auch Enhancer genannt

zieren, die fur die Entwicklungsprozesse wahrend  und kénnen nicht nur auf das dazugehoérige Gen
der Fortpflanzung eine wichtige Rolle spielen? Alle  wirken, sondern auch auf andere Gene, die sich in
Zellen eines Organismus enthalten die exakt gleiche  ihrer Nachbarschaft befinden. Diese Eigenschaft
Erbsubstanz. Daher ist es wichtig welche dieser Ge-  kann man nutzen, indem Gene, deren Aktivitat
ne in einer bestimmten Zelle oder wahrend eines  man einfach nachweisen kann (z. B. durch eine Far-
Prozesses ausgepragt werden. Mit anderen Worten  bereaktion), die aber keine eigenen Kontrollse-
sind wahrend eines Entwicklungsprozesses nur be-  quenzen tragen, in die Erbsubstanz integriert wer-
stimmte Gene aktiv und die Zusammensetzung der  den (Abbildung 3c). Diese Reportergene kénnen
Gruppe von aktiven Genen andert sich mit dem  dann sozusagen die Kontrollsequenzen und die da-
Fortschreiten des Prozesses [11]. Die Suche nach Erb-  zugehorigen Gene in der Erbsubstanz aufspiren.
faktoren, die wahrend eines bestimmten Prozesse =~ Mit Enhancer Detektion kénnen also in bestimmten
aktiv sind, gleicht der Suche nach der Nadel im Heu-  Zellen aktive Gene durch eine Farbereaktion identi-
haufen und wird umso schwieriger, je weniger Zel-  fiziert werden. So ist zum Beispiel das in Abbildung
len an diesem Prozess beteiligt sind. Wie kénnen  3a gezeigte Gen nur in den Zellen der Narbe der
wir einen Erbfaktor finden, der zum Beispiel nur in  Arabidopsis Bltten aktiv (blaue Farbung).
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Abbildung 4

dunkler Fleck.

___Hupfende Gene zeigen den Weg

Um diese Reportergene an mdoglichst verschiedene
Stellen in der Erbsubstanz zu bringen, werden
«htpfende Gene» benutzt, die sich innerhalb der
DNS bewegen kénnen. Wir benutzen das soge-
nannte Dissociator (Ds) Element, das von Barbara
McClintock, einer weiteren Nobelpreistragerin, in
den 40er Jahren in Mais entdeckt wurde [13]. Bar-
bara McClintock hat auch aufgeklart, dass ein zwei-
tes Gen, das Activator (Ac) Element, benétigt wird,
damit das Ds Element herumhupfen kann. Die Akti-
vitat dieser Elemente ist in Abbildung 4 illustriert.
Ein Ds Element hat ein Gen zerstort, das fur die
dunkle Pigmentierung der Maiskdrner verantwort-
lich ist und daher sind diese Kérner gelb. Da auch
das Ac Element vorhanden ist, kann das Ds Element
heraushiipfen und das Pigmentgen wird wieder
funktionsfahig. In Zellen, in denen das Ds Element
herausgehlipft ist, wird ein wieder Pigment ge-
macht, was zu einem dunklen Fleck fuhrt. Diese Sy-
stem funktioniert auch in Arabidopsis. Das Ds Ele-
ment wurde mit einem Reportergen erganzt, das
nun je nachdem ob Ac vorhanden ist oder nicht,
hipfen oder stabilisiert werden kann [14].

Wir haben dieses auf dem Ds Element basierende
Enhancer Detektions System in Arabidopsis be-
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Maiskolben mit sichtbarer Aktivitdt von hipfenden Genen. Ein hiupfen-
des Gen hat einen Erbfaktor zerstért, der fir die Bildung des dunklen Pimentes wichtig
ist (gelbe Kérner). Uberall, wo das hiipfende Gen wieder herausspringt, entsteht ein

nutzt, um circa 4000
Pflanzenlinien zu er-
zeugen, die alle ein
solches Element an
einer anderen Zelle in
ihrer Erbsubstanz tra-
gen. Wir haben dann
die Fruchtknoten her-
ausseziert und sie fur
Reportergenaktivitat
gefarbt. Wir konnten
so die allerersten Erb-
faktoren identifizie-
ren, die im Embryo-
sack aktiv sind (Abbil-
dung 5). Die Struk-
turen sind so klein,
dass die Farbungen
nur unter dem Mi-
kros1kop angeschaut

Enhancer Detektion hat ein Gen, das in
den Zellen des Embryosackes aktiv ist, identifiziert. Das
hier durch Firbung (blaue Férbung) sichtbar gemachte
Gen ist nur in Zellen des Embryosackes, nicht jedoch in
sporophytischen Zellen der Samenanlage aktiv.

Abbildung 5



werden koénnen. Wir konnten auch Gene identifi-
zieren, die nur in sogenannten Eiapparat aktiv sind
(Abbildung 6) und sogar solche die nur in einer ein-
zigen Zelle ausgepragt werden. Gene mit so hoch-
spezifischer Aktivitat konnten auf keine andere
Weise gefunden werden. Da das Ds Element wie ei-
ne rote Flagge die Stelle in der DNS angibt, wo sich
das gesuchte Gen befindet, ist es auch ein leichtes,
diese molekular zu isolieren. Wir sind dabei mehre-
re Gene, die nur in ganz spezifischen Zellen (z.B. der
Eizelle) des Embryosackes aktiv sind, auf der mole-
kularen Ebene zu charakterisieren. Diese Arbeiten

Abbildung 6

Das hier durch Farbung (blaue Far-
bung) sichtbar gemachte Gen ist nur in der Eizelle
und zwei Helferzellen (Eiapparat) aktiv.

geben uns zum ersten Mal einen Einblick in die mo-
lekularen Grundlagen der Entwicklung dieses fur
die Fortpflanzung und Samenbildung zentralen Or-
ganismus.
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