Populationsgenetik und Evolution:
2/1. Genetischer Polymorphismus

DoBzHANSKY 1977: Organismische Evolution ist eine Reihe teilweiser oder vollstandiger irreversibler
Umwandlungen der genetischen Zusammensetzung von Populationen, die hauptsachlich auf
veranderten Wechselwirkungen mit der Umwelt beruhen.

Grundlage aller Evolutionsprozesse ist das VVorhandensein phanotypischer Variabilitat, die eine
genetische Grundlage besitzen muR.

Phénotypische Variabilitat

phénotyoische Plastizitat genetischer Polymorphismus
= nicht erbliche Variabilitat aufgrund = erbliche Verschiedenheit von Individuen
von Umwelteinfliissen - monogen

- polygen

- pleiotrop (,,polyphén®)

- epistatisch

Grundlage der phéanotypischen Plastizitat ist die variable Reaktion von Entwicklungsvorgangen auf
Umweltveranderungen.

Grundlage der genotypischen Variabilitat ist die individuelle Variation von Genen oder
Genarrangements.

Polymorphismen kénnen verschiedene Typen von Merkmalen (diskrete = qualitative oder
kontinuierliche = quantitative) umfassen, die unterschiedliche Eigenschaften betreffen:
Morphologie, Verhalten, physiologische Eigenschaften, Molekilstrukturen, biochemische
Eigenschaften.

Merkmale kénnen sehr unterschiedlich stark erblich sein (— Vorl. 10) und werden mit einer Vielzahl
verschiedener Methoden festgestellt (—Methoden).

Qualitative, hochgradig erbliche Merkmale sind besonders gut geeignet, Prinzipien der
Populationsgenetik zu untersuchen. Eine besondere Rolle spielen hier die auf der Ebene der Proteine
(— Enzymelektrophorese) und der DNA (—Fragment-Analyse, Sequenzierung) untersuchten
Merkmale.

Quantitative Merkmale eignen sich besonders gut fiir Fragestellungen der ékologischen Genetik und
sind Gegenstand der Ziichtungsgenetik.

2/2. Methoden zur Abschatzung des Genetischen Polymorphismus

Prinzipiell sind alle Methoden zum Nachweis eines genetischen Polymorphismus brauchbar, mit
denen irgendwelche erblichen Merkmale quantitativ bestimmt werden konnen. Die Merkmale selbst
kdnnen dabei qualitativ (z.B. Farben, VVorhandensein von Borsten) oder quantitativ (z.B. Groen oder
besser GroRenverhaltnisse) sein. Schwierigkeiten gibt es vor allem bei quantitativen Merkmalen, da
bei ihnen mehrere Gene zusammenwirken und oft ein erheblicher Anteil der beobachtbaren
Variabilitdt umweltbedingt ist.

Es ist deshalb von Vorteil, moglichst frih in der Kette DNA—Merkmal zu untersuchen. Hier setzen
z.B. Untersuchungen der Chromosomenstruktur an. Chromosomenstrukturen (z.B. Inversi-
onsschleifen, Karyotypen) kénnen wie einzelne Gene analysiert werden. Ihr Vergleich kann jedoch
nur innerhalb einer Art und nur auf wenige Inversionstypen beschréankt angewendet werden.
Durchgesetzt haben sich deshalb biochemische und molekulargenetische Methoden




1. Elektrophorese von Proteinen

Frih in der Kette von der DNA zum Merkmal. Man weist meist nicht das Protein selbst, sondern bei
Enzymen deren Wirkung nach. Als lonen wandern Proteine im elektrischen Feld je nach der
Aminoséuresequenz (bestimmt die elektrische Ladung) unterschiedlich schnell. Mutationen kénnen
durch Veranderung der Aminoséuresequenz die Form oder die Ladung eines Proteins sowie seinen
isoelektrischen Punkt und so die elektrophoretische Mobilitat verandern.

Zymogrammtechnik (Smithies 1955): enzymspezifische Farbung

Isoelektrische Fokussierung: allgemeine Proteinfarbung, Trennung nach dem I.E. Punkt
SDS-Elektrophorese: allgemeine Proteinfarbung, Trennung nach dem Molekulargewicht

Generelle Nachteile: (1) Nur ein Teil der DNA codiert fur Proteine. (2) Nicht jeder Austausch einer
AS fiihrt zu einer Anderung der elektrischen Ladung des Proteins. (3) Es kann Polymorphismus
wahrend der ,,mMRNA-Reifung“ verlorengehen. (4) Der Code der DNA ist degeneriert.

2. DNA-basierende Methoden
2.1 DNA-DNA-Hybridisierung

Altere Methode, bei der die Verwandtschaft aufgrund des ,,Schmelzpunktes* hybridisierter DNA
bestimmt wird. Wird in der Phylogenie, aber nicht in der Populationsgenetik eingesetzt. Je héher die
Temperatur ist, bei der sich die DNA-Doppelstrange einer hybridisierten DNA trennen und dann aus
einer mit Hydroxylapatit gefullten Chromgatographieséule eluieren lassen, desto groRer ist die
Ahnlichkeit der DNA.

2.2. Elektrophoretische Verfahren

Auch bei der Analyse der DNA ist die elektrophoretische Trennung eine zentrale Arbeitstechnik. Je
nachdem, welche Information dabei im Vordergrund steht, kann man die Methoden in eine
Fragmentanalyse und eine Sequenzanalyse unterteilen. Es gibt viele Varianten davon.

Beispiele:

Restriktions-Fragmentlangen-Polymorphismus (RFLP)

Dieses Verfahren dhnelt der gelelektrophoretischen Analyse von Proteinen in vielen Punkten.

(1) Die DNA wird extrahiert. (2) Mit Hilfe von Restrictionsenzymen wird sie in Fragmente zerlegt. (3) Die
DNA-Fragmente werden elektrophoretisch getrennt. = Direkte Visualisierung durch Fluoreszenz (z.B. bei mt-
DNA) oder Blotting und Hybridisierung.

Fragmentanalyse durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR).

Es werden unterschiedlich lange Fragmente nicht durch Zerlegen einer DNA, sondern durch Synthese, die
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) erzeugt und elektrophoretisch getrennt. Diverse
Varianten mit spezifischen und unspezifischen Primern auch in Kombination mit RFLP der amplifizierten
Fragmente.

Bekannteste Varianten: RAPD, Microsatelliten-Analyse, AFLP

Sequenzierung direkt amplifizierter DNA

Bei der Sanger-Methode werden im bei der PCR neben den normalen Nukleotiden di-deoxy-Nukleotide
zugesetzt. Wenn diese in ein DNA-Fragment eingebaut werden, so bricht die PCR-Reaktion ab und es entsteht
ein Fragment, das mit einem ganz bestimmten Nukleotid endet. Unterschiedliche Markierung der vier méglichen
di-deoxy-Nukleotide ermdglicht eine Unterscheidung der Fragmente. Da di-deoxy-Nukleotide die PCR-Reaktion
an vielen verschiedenen Stellen abbrechen, entsteht eine Mischung aller méglichen Teilfragemente, die durch
Elektrophorese getrennt und visualisiert werden kénnen. Die markierten Terminatoren oder PCR Primer
erlauben eine unmittelbare Interpretation der Fragmente als DNA-Sequenz.

Dieses Verfahren wird derzeit fas ausschlieBlich in (halb)automatischen Sequenzern verwendet, bei denen die
vier unterschiedlichen di-deoxy-Nukleotide mit verschiedenen Fluoreszenzfarben markiert und in der
Elektrophorese mit einem Laserstrahl angeregt und so detektiert werden. Es wird dabei die Laufzeit fiir eine
bestimmte Strecke und nicht die Laufstrecke gemessen.

2.3. Physikalische Verfahren
Massenspektrometrisch mittels MALDI-TOF

2.4. Hybridisierung auf Tragermedien

Microarray-Verfahren
(a) mittel dichte Arrays von relativ langen Fragmenten (,,DNA-Microarray*)
(b) High density Arrays mit Oligonukletiden (GenChips)
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