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ie Grundlage fiir die Entwicklung der revolutioniren

CRISPR-Cas-Methode fiir die Genomeditierung wurde
urspriinglich in der DNA von Bakterien und Archaeen
gefunden. Bereits 1987 fanden Forscher die sich wieder-
holende repeat-Struktur des CRISPR-Arrays in Escherichia
coli [1]: CRISPR-Arrays bestehen aus sich wiederholenden
kurzen (~35 bp), palindromischen repeats, die durchbro-
chen werden durch kleine Stiicke variierender Sequenzen
(=35 bp), den sogenannten spacer. Die Funktion dieser
spacer war lange unbekannt - bis Forscher 2005 heraus-
fanden, dass viele dieser spacer der DNA von Bakteriopha-
gen (Viren) zugeordnet werden konnen. Bemerkenswerter-
weise gelingt es Phagen anschlie3end nicht, Bakterien mit
entsprechenden spacer-Einheiten zu infizieren [2].

In folgenden Studien wurde klar, dass die Bakterien
mithilfe von zugehorigen CRISPR-assoziierten (Cas)-Pro-
teinen (z.B. Casl und Cas2) in der Lage sind, kleine Frag-
mente der DNA von Phagen - sogenannte protospacer -
zu kopieren und als spacer zwischen repeat-Einheiten in
den CRISPR-Array einzusetzen (Abbildung 1, links) [3]. Bei
einer erneuten Infektion konnen diese spacer als soge-
nannte CRISPR-RNA (crRNA) repliziert werden und in Cas-

© 2024 Die Autoren. Biologie in unserer Zeit
veroffentlicht durch VBIO e.V. unter der CGBY-SA 4.0-Lizenz

CRISPR-Cas wurde urspriinglich in
Bakterien gefunden und ist primdr als
Verteidigungssystem gegen Invasionen
von Phagen tdtig. Kern dieses Systems

ist - neben den cas-Genen — der CRISPR-
Array, der dem System als ein vererbbares,
immunologisches Geddichtnis dient. Die
Evolution von CRISPR-Arrays weist beson-
dere Merkmale auf, die Gegenstand aktuel-
ler Forschung sind und den Einsatz neuer
bioinformatischer und mathematischer
Methoden erfordern.

Proteinkomplexe (z.B. Cas9) eingesetzt werden. Die
crRNAs dienen sozusagen als Wegweiser fiir die Protein-
komplexe. Diese konnen dadurch korrespondierende pro-
tospacer mit grofler Prizision erkennen und - je nach
CRISPR-Cas-Typ - blockieren oder zerschneiden (Abbil-
dung 1, rechts) [4]. Das bedeutet, dass CRISPR-Cas-Syste-
me eine Art adaptives, antivirales Immunsystem in Bakte-
rien sind. In diesem Sinne entspricht der CRISPR-Array
einem generationeniibergreifenden Gedichtnis des
CRISPR-Cas-Immunsystems: Denn als Teil der DNA kann
der Array relevante spacer tiber lange Zeit erhalten und
an die nichsten Generationen weitergeben.

CRISPR-Arrays als chronologisches

Geddchtnis
Bei genaueren Untersuchungen des Prozesses zur Aneig-
nung (Akquisition) fremder DNA wurde eine erstaunliche
Eigenschaft von CRISPR-Arrays festgestellt: Neue spacer
werden (fast) immer an einem Ende des Arrays, neben
einem DNA-Motiv - dem sogenannten leader - eingesetzt
[4, 5]. Deshalb ist aus dem CRISPR-Array sogar eine chrono-
logische Historie der eingefiigten spacer bzw. der Phagen-
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ABB. 1

SPACER-AKQUISITION UND VERTEIDIGUNG GEGEN PHAGEN
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neue spacer-
repeat-Einheit CRISPR-Array

Vereinfachte
Darstellung eines
Bakteriums mit
einem CRISPR-
Array, der durch
Akquisition von
spacer-Einheiten
eine anschlieBen-
de Immunreak-
tion gegen eine
Phageninvasion
ermaoglicht.
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invasionen ablesbar. Dies gibt der Evolution von CRISPR-
Arrays eine bemerkenswerte Struktur, die sehr niitzlich
fiir die Modellierung und Analyse von CRISPR-Arrays ist.

IN KURZE

- CRISPR-Cas-Systeme dienen Bakterien als Inmunsysteme.

- Der CRISPR-Array ist dabei das vererbbare Geddchtnis dieses Inmunsystems
und erlaubt Riickschliisse auf die zeitliche Abfolge von Phageninfektionen.

- Dieser Array evolviert (iber die Akquisition und den Verlust von sogenannten
spacer-Einheiten.

- Durch mathematische Modelle ist es uns méglich, die CRISPR-Arrays von
gemeinsamen Vorfahren einer Population von Bakterien zu rekonstruieren.

- Die Erfoschung dieser Ahnenrekonstruktionen erlaubt uns, neue Erkenntnisse iiber
den Verlustprozess zu gewinnen und die Umgebung von Bakterien zu erforschen.
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Verteidigung

spacer —» CrRNA

Verlust von spacer-Einheiten
Die Expression von spacer-Einheiten im vorderen Teil des
Arrays findet hiufiger statt, d.h. die Effizienz des Arrays
als Immunantwort ist fiir neu hinzugefiigte spacer am
starksten und reduziert sich, je linger der Array wird. Da-
riiber hinaus ist klar, dass die Kosten fiir den Erhalt und
die Replikation des Arrays steigen, je grofer der Array ist.
Folglich kann ein Array zwar theoretisch beliebig viele
neue spacer aufnehmen, der regelmifiige Verlust von
spacer-Einheiten verhindert jedoch, dass das System an
Effizienz einbiifdt.

Wihrend das Einfiigen von spacer-Einheiten und die
Funktion von (einigen) Cas-Proteinen in diesem Prozess
relativ gut verstanden sind, ist der Mechanismus des ,Ver-
lusts“ (engl. deletion) bisher wenig untersucht. Dies liegt
unter anderem daran, dass dieser Prozess im Unterschied
zur aktiven Initiation einer spacer-Akquisition nur indirekt
zu beobachten ist. Dennoch gibt es bereits Theorien da-

© 2024 Die Autoren. Biologie in unserer Zeit
veroffentlicht durch VBIO e.V. unter der CG-BY-SA 4.0-Lizenz



EVOLUTION | IM FOKUS

riber, wie Verluste ausgelost wer- ABB. 2
den. Es wird vermutet, dass die sich
wiederholende repeat-Struktur des
CRISPR-Arrays verantwortlich ist.

Wihrend der Replikation des CRISPR-

Arrays kOnnen repeats aufgrund ihrer

groRen Ahnlichkeit ,aneinanderkle-

ben“, wodurch eine Schleife entste-

hen kann, die spacer (und weitere

repeats) enthilt (Abbildung 2) [5].

Wenn nun die DNA kopiert wird,

kann der Inhalt dieser Schleifen tiber-

sehen werden und in der Folge entsteht ein Strang ohne
die enthaltenen spacer. Bestimmten Cas-Proteinen konnte
bisher noch keine Rolle in diesem Verlustprozess zugeord-
net werden.

Ahnenrekonstruktion von CRISPR-Arrays
Der besondere Einfiigungsprozess und Verlustprozess von
spacer-Einheiten motivierte uns dazu, mathematische Mo-
delle zu erstellen, um die besonderen Auswirkungen die-
ser Prozesse zu verstehen und die beobachtete Struktur
von spacer-Arrays besser interpretieren zu konnen [6].
Speziell interessiert uns, die historischen Verinderungen
nah verwandter CRISPR-Arrays zu rekonstruieren - d.h.
entlang des Stammbaums die Akquisitions- und Verluster-
eignisse zu rekonstruieren, die die derzeitigen CRISPR-
Arrays gebildet haben (Abbildung 3). Diese, beziehungs-
weise ihre Stammbiume, stammen oft aus Laborversu-
chen, d.h. sie sind in der Regel in einem Zeitraum von
Tagen, Wochen und Monaten entstanden. Aber es gibt
auch Datensiitze, bei denen die CRISPR-Arrays im Abstand
von mehreren Jahren sequenziert wurden.

Um die Evolution zu modellieren, nutzen wir stochas-
tische Prozesse, sogenannte ,stetige Markovprozesse“. Ein
stochastischer Prozess modelliert ein System (in diesem
Fall den spacer-Array), das sich in verschiedenen Zustin-
den befinden kann und mit gewissen Wahrscheinlichkei-
ten zwischen den Zustinden wechselt. Ein Markovprozess
ist dabei ein spezieller stochastischer Prozess, bei dem die
Wahrscheinlichkeiten fiir den nichsten Zustand des Sys-
tems/Arrays nur von einer begrenzten Vorgeschichte (in
unserem Fall dem aktuellen Zustand) abhingt. Dadurch
wird fiir Prognosen iiber zukiinftige Zustinde kein Wissen
uber die gesamte Vorgeschichte des Prozesses benotigt.
Bei einem ,stetigen“ Markovprozess dndern sich die Zu-
stinde nicht zu festen, sondern zu zufilligen Zeitpunkten,
d.h. die Uberginge zwischen den Zustinden kénnen sich
stindig ereignen. Die Hiufigkeit der Uberginge wird da-
bei durch sogenannte ,Raten“ beschrieben.

Zur Vereinfachung beginnen wir mit einem relativ
simplen Evolutionsmodell. In unserem Modell fiir CRISPR-
Arrays konnen spacer mit einer gewissen , Einfligungsrate“
uiberall (zwischen jedem bestehenden spacer) gewonnen
werden und existierende spacer konnen mit einer
anderen ,Verlustrate“ verloren werden. Allerdings be-
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SPACER-VERLUSTE WAHREND DER DNA-REPLIKATION

DNA-Strang mit "spacer-Schleife"
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riicksichtigt dieses Modell die Akquisition am leader
nicht. Entlang des Stammbaums kann mit diesem Modell
effizient zuriickgerechnet werden, an welchem Ast mit
welcher Wahrscheinlichkeit spacer gewonnen und ver-
loren werden. Mit einer sogenannten Maximum-Likeli-
hood-Methode konnen wir so die wahrscheinlichste
Konfiguration von Ereignissen rekonstruieren, die zu der
beobachteten Population gefiihrt haben.

Solche Methoden - Markovprozesse und Maximum-
Likelihood-Methoden - haben eine lange Tradition in der
Rekonstruktion von Stammbidumen und werden fiir DNA-
Sequenzen hiufig genutzt.

Verlangen wir von dem Modell, dass spacer nur am
leader eingefiigt werden konnen, dann stolen diese Me-
thoden jedoch an ihre Grenzen, da die Reihenfolge der
Ereignisse, die den Array indern, zeitlich voneinander ab-
hingt. Genauer: Wenn ein spacer zu einem Zeitpunkt
existiert, konnen danach nur spacer gewonnen werden,
die vor dem existierenden spacer im Array stehen. Ande-
rerseits konnen alle spacer hinter dem existierenden spa-
cer nur verloren werden. Wenn man in der Zeit zuriick-
rechnet, um die Ahnen-Arrays zu rekonstruieren, erzeugen
diese Abhingigkeiten eine nicht (effizient) auflosbare
Komplexitit von moglichen Abfolgen von Akquisitions-
und Verlustereignissen.

Es gibt jedoch eine Moglichkeit, die bisherige - mit
dem einfachen Modell erfolgte Rekonstruktion - zu ver-
bessern, indem wir die rekonstruierten Ereignisse und
Wahrscheinlichkeiten so modifizieren, dass die Teile der
Agkuisitionsreihenfolge, die wir aus den CRISPR-Arrays
selbst ablesen konnen, zu jedem Zeitpunkt berticksichtigt
werden. Nun sind wir mit einem Algorithmus [6] ausge-
rustet, der uns erlaubt, aus verwandten CRISPR-Arrays, die
Array-Ahnen oder - dquivalent dazu - die evolutioniren
Ereignisse, die zu den beobachteten Arrays gefiihrt haben,
zu rekonstruieren.

Mit ,,Ahnenforschung“ den Verlustprozess
verstehen
Die rekonstruierten Ahnen-Arrays erméglichen uns nun, die
Evolution genauer zu verstehen und unsere evolutioniren
Modelle zu verbessern sowie besondere Muster in den
beobachteten Daten zu erkennen [6]. Dabei konzentrieren
wir uns im Folgenden auf den Verlustprozess.
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replizierter Strang

Schematische

Darstellung eines
spacer-Verlusts
durch ,,Schleifen-
bildung* wéh-
rend der Replika-

tion der DNA.
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Beispiel fiir die
Rekonstruktion
von spacer-Ak-
quisitions- und
Verlustereignis-
sen entlang eines
Stammbaumes
fiir eine beobach-
tete Population
von CRISPR-Array
tragenden Bakte-
rien.
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Verlustraten und Blockverluste
Eine Facette ist die Moglichkeit, dass mehrere benachbarte
spacer und repeats in Blocken verlorengehen. Weil beide
relativ kurz sind, ist es moglich, dass repeats, die weiter als
ein spacer voneinander entfernt liegen, ,zusammenkle-
ben“. Zusammen bilden sie somit eine Schleife, die meh-
rere spacer (und repeats) enthilt. Um dies zu untersuchen,
haben wir einen Markovprozess entwickelt, der genau
diesen Umstand modelliert [6]. Sobald ein Verlust stattfin-
det, wird nicht nur ein spacer, sondern ein ganzer Block
verloren, dessen Linge nach einer (geometrischen) Wahr-
scheinlichkeitsverteilung verteilt ist. Dieses Modell hat
nun neben den Gewinn- und Verlustraten einen weiteren
Parameter: die durchschnittliche Linge von Verlusten.
Mithilfe eines statistischen (Likelihood-Quotienten-)Tests
konnen wir nun das Modell mit einzelnen Verlusten mit
dem Modell mit Blockverlusten vergleichen. Wir tun dies
anhand der Ahnenrekonstruktionen, die wir bestimmt ha-
ben. Genauer gesagt: Wir tun dies anhand der rekonstruier-
ten Verlustereignisse, deren Hiufigkeit und deren Linge.

In einer Studie iiber einen groflen Datensatz von
CRISPR-Arrays waren wir in der Lage, das Modell der ein-
zelnen Verluste in einer signifikanten Anzahl von Fillen
zu verwerfen [6]. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass
bei den meisten CRISPR-Arrays Blockverluste auftreten.
Dartiber hinaus ermoglicht uns das Modell, die Verlustrate
sowie deren durchschnittliche Linge zu schitzen. Diese
Parameter konnen dann mit der durchschnittlichen Muta-
tionsrate verglichen werden, um vorherzusagen, wie
schnell CRISPR-Arrays evolvieren.

Wir fanden heraus, dass die durchschnittliche Verlust-
rate pro spacer ca. 370-mal der Mutationsrate pro Nukleo-
tid entspricht. Das bedeutet, dass CRISPR-Arrays deutlich
schneller durch Verluste evolvieren als durch Mutationen.
Daraus resultiert auch gleich ein Anwendungsfall fiir die

ABB. 3

Gewinn von
spacer =

rekonstruierter gemeinsamer Vorfahr

Leader mmme—mm—  ——— - -

Ahnenrekonstruktion von CRISPR-Arrays, nimlich das Ver-
folgen der Verwandtschaft von untersuchten Bakterien
anhand deren CRISPR-Arrays mit einer hoheren Auflosung
als anhand von Mutationsmustern, z.B. in einem epide-
miologischen Kontext. Dariiber hinaus stellten wir fest,
dass die Verlustparameter unabhingig sind von den in der
Nihe der Arrays gefundenen cas-Genen. Das unterstiitzt
die bisherigen experimentellen Beobachtungen, dass cas-
Genen noch keine Rolle bei der Entstehung von Verlusten
zugeordnet werden konnte.

Verlustmechanismus und Selektion
Die Rekonstruktionen erlauben auch, genauer zu unter-
suchen, wo Verluste im Array auftreten [6]. Es ldsst sich
beobachten, dass Verluste weniger oft an den Rindern des
Arrays auftreten. Dies passt zum vermuteten repeat-basier-
ten Verlustmechanismus durch Schleifenbildung. Denn
repeats am Rande des Arrays konnen nur mit weniger an-
deren repeats eine Schleife bilden, da auf einer Seite we-
niger (oder keine) Partner vorhanden sind. Dies ist ein
symmetrischer Effekt, der also sowohl fiir den Anfang des
Arrays (beim leader) als auch fiir das Ende des Arrays gilt.

Uberraschender ist ein anderer Effekt, den wir beob-
achten. Es stellt sich heraus, dass keine komplette Symme-
trie in diesem Effekt zu beobachten ist. Am Beginn des
Arrays werden spacer Ofter verloren als erwartet oder alter-
nativ: Alte spacer am Ende des Arrays werden weniger oft
verloren. Das deutet darauf hin, dass junge neu gewon-
nene spacer Ofter verloren werden. Vorstellbar wire hier,
dass die ersten spacer im Array aufgrund der hoheren
Expressionsrate solch eine Bedeutung fiir die akute Ver-
teidigung haben, dass ein Verlust von im Moment unwich-
tigen spacer-Einheiten an dieser Stelle im Array besonders
vorteilhaft ist, damit der Array gegen die akut relevanten
Bedrohungen effizient und aktiv bleibt.

AHNENREKONSTRUKTION VON CRISPR-ARRAYS

beobachtete Population

Verlust von
spacer

leader MEm————— W E—

Gewinnvon || Verlust von
spacer wmm || spacer
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Anwendungen und Zukunft
Wir haben bereits einen moglichen Nutzungsfall fiir
CRISPR-Array-Evolution beschrieben. Durch die schnelle
Evolution der CRISPR-Arrays und die relative Einfachheit,
ebendiese Arrays zu sequenzieren, konnten CRISPR-Arrays
es ermoglichen, die Evolution von pathogenen Bakterien
genauer zu verfolgen. Dies konnte - je nach Aktivitit der
CRISPR-Arrays - auch in einem epidemiologischen Kon-
text (liber Wochen, Monate und Jahre) stattfinden.

Durch die spacer-Phagen-Beziehung besteht aufler-
dem die Moglichkeit, die Umgebung von Bakterien und
deren Interaktionen besser zu verstehen. Neben der Unter-
suchung der Phagenbiodiversitit in natiirlichen Okosys-
temen konnte dies insbesondere im Kontext von Bioreak-
toren auch einen wirtschaftlichen Wert haben. Denn
Bioreaktoren zur Herstellung von wichtigen Grundstoffen
fiir pharmakologische Produkte mit Bakterien konnen
zum Beispiel durch Virenbefall kollabieren. Anhand der
CRISPR-Arrays konnten diese geschlossenen Systeme ge-
nauer analysiert werden. Beispielsweise konnte durch
wiederholte Probeentnahme und Analyse der CRISPR-
Arrays untersucht werden, wann und wie stark Bakterio-
phagen Druck auf die Bakterienpopulation ausiiben. Nach
einem Kollaps konnte auRerdem durch Analyse der spacer
der iiberlebenden Bakterien festgestellt werden, welche
Phagen fiir den Kollaps verantwortlich waren. In den
uiberlebenden Bakterien wird man mit hoher Wahrschein-
lichkeit spacer gegen genau diese Phagen finden.

Nicht zuletzt ist das Verstehen von CRISPR-Cas als Ver-
teidigungsmechanismus von Bakterien und Archaeen so-
wie deren Phagen ein faszinierendes Forschungsprojekt,
das aufzeigt, wie oft hochkomplexe Immunprozesse
schon in den kleinsten Lebewesen stattfinden.

Zusammenfassung

Bakterien beherbergen ein erstaunliches Immunsystem, das
mit einem vererbbaren Geddchtnis, dem CRISPR-Array aus-
gertistet ist. Dieser Array gewinnt neue Sequenzen, soge-
nannte spacer, die mit Sequenzen invasiver Phagen korre-
spondieren. Deshalb erlaubt der Array Riickschliisse auf die
zeitliche Abfolge von Phageninfektionen. Da der Array als
Teil der DNA nicht unbegrenzt wachsen kann, miissen auch
wieder spacer verlorengehen. Wéhrend der Mechanismus
des spacer-Erwerbs recht gut verstanden ist, weils man we-
nig dariiber, wie spacer eliminiert werden. Die Untersu-
chung des Arrays erfordert jedoch neue mathematische
Modelle, die Hinweise darauf geben, wie diese Vorgdnge
stattfinden.

Summary

The evolution of the CRISPR array in bacteria
Bacteria harbour a remarkable immune system with an in-
heritable memory known as the CRISPR array as part of their
DNA. This array acquires new segments - so called “spacers”
- which correspond to segments of invasive phages. Thus,
the array allows to infer a chronological sequence of infec-
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tions by bacteriophages. However, being a part of bacterial
DNA, the array cannot grow indefinitely and therefore
spacers must get lost again. Whereas the mechanism of
spacer acquisition is fairly well understood, little is known
about how spacers are deleted. However, studying the array
requires new mathematical models that provide new clues
as to how these processes take place.

Schlagworte:
Evolution, CRISPR-Array, leader, repeats, spacer, Bakterien,
Phagen, bakterielles Immunsystem, mathematische Mo-
delle, Stammbaum

Literatur

Y. Ishino et al. (1987). Nucleotide sequence of the iap gene, respon-
sible for alkaline phosphatase isozyme conversion in Escherichia
coli, and identification of the gene product. ] Bacteriol. 169(12),
5429-33, https://doi.org/10.1128/jb.169.12.5429-5433

F.]. Mojica et al. (2005). Intervening sequences of regularly spaced
prokaryotic repeats derive from foreign genetic elements. | Mol
Evol 60(2), 174-82, https://doi.org/10.1007/s00239-004-0046-3
J. K. Nufiez et al. (2014). Cas1-Cas2 complex formation mediates
spacer acquisition during CRISPR-Cas adaptive immunity. Nat
Struct Mol Biol 21(6), 528-34, https://doi.org/10.1038/nsmb.2820
R. Barrangou et al. (2007). CRISPR provides acquired resistance
against viruses in prokaryotes. Science 315(5819), 1709-12,
https:/[doi.org/10.1126/science.1138140

S. C. Garrett (2021). Pruning and Tending Immune Memories:
Spacer Dynamics in the CRISPR Array. Front Microbiol 12, 664299,
https:/[doi.org/10.3389/fmicb.2021.664299

A. Fehrenbach et al. (2024). SpacerPlacer: Ancestral reconstruction
of CRISPR arrays reveals the evolutionary dynamics of spacer
deletions. Nucleic Acids Research, gkae772, https://doi.
org/10.1093/nar/gkae772

[

(6]

Verfasst von:

Axel Fehrenbach ist Doktorand im Cluster of
Excellence ,,Controlling Microbes to Fight Infec-
tions“ an der Universitdt Tiibingen. Im Zuge seiner
Promotion beschdftigt er sich mit der Evolution
des CRISPR-Arrays als Teil des bakteriellen Immun-
systems. Dafiir nutzt er mathematische Modelle
sowie computergestiitzte Simulationen und Analy-
% sen von groBen Datensdtzen.

Dr. Franz Baumdicker ist Gruppenleiter im Cluster
of Excellence ,,Controlling Microbes to Fight
Infections* an der Universitdt Tiibingen. Seine
Forschung beschdftigt sich mit der Diversitdt
innerhalb bakterieller Populationen. Um die Dyna-
miken der bakteriellen Evolution zu entschliisseln,
entwickelt er mathematische Modelle und machine
learning-Algorithmen fiir die Analyse groRBer
genetischer Datensdtze.

Korrespondenz

Axel Fehrenbach

Mathematical and Computational Population

Genetics

Sand 14

72076 Tiibingen

E-Mail: axel.fehrenbach@uni-tuebingen.de
franz.baumdicker@uni-tuebingen.de

www.biuz.de S/2024 (54)

Biol. Unserer Zeit

81


mailto:axel.fehrenbach@uni-tuebingen.de
mailto:axel.fehrenbach@uni-tuebingen.de
mailto:axel.fehrenbach@uni-tuebingen.de
mailto:axel.fehrenbach@uni-tuebingen.de
mailto:franz.baumdicker@uni-tuebingen.de
https://doi
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.664299
https://doi.org/10.1126/science.1138140
https://doi.org/10.1038/nsmb.2820
https://doi.org/10.1007/s00239-004-0046-3
https://doi.org/10.1128/jb.169.12.5429-5433

Verband ‘ Biologie, Biowissenschaften
& Biomedizin in Deutschland

Gute Griinde,dem VBIO
beizutreten:

o Werden Sie Teil des gro3ten Netzwerks
von Biowissenschaftlern in Deutschland.

e Unterstltzen Sie uns, die Interessen
der Biowissenschaften zu vertreten.

e Nutzen Sie Vorteile im Beruf.

e Bleiben Sie auf dem Laufenden -
mit dem VBIO-Newsletter und
dem Verbandsjournal
,Biologie in unserer Zeit".

e Treten Sieein fur die Zukunft
der Biologie.





