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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Geschlechtsdifferenzierung ist ein essentieller Prozess in der Ontogenese aller zwei-
geschlechtlicher Lebewesen. Die Entscheidung iiber die méannliche oder weibliche Ge-
schlechtsentwicklung erfolgt jedoch nicht durch einen konservierten Mechanismus, son-
dern durch ein breites Spektrum verschiedener Determinationsfaktoren, welche sich im
Laufe der Evolution entwickelt haben. In den meisten Féllen erfolgt die Geschlechtsbe-
stimmung durch einen genetischen Faktor. In manchen Tierarten haben sich aber auch
Systeme evolviert, bei denen Umwelteinfliilsse als Determinationsfaktoren wirken, bei-
spielsweise die Temperatur bei der Geschlechtsbestimmung in Reptilien (Bull 1980). Ge-
netische Determinanten reichen von allelischer Variation eines einzelnen Lokus bis hin zu
Geschlechtschromosomen (Graves 2008). Ein gut untersuchtes Beispiel fiir ein geschlechts-
chromosomengekoppeltes System ist das auf dem Y-Chromosom der Saugetiere lokalisierte
sry-Gen (Graves 1995). Andere auf Geschlechtschromosomen basierende Systeme finden
sich z.B. bei Vogeln und einigen Reptilien (Schartl 2004) sowie der Taufliege Drosophi-
la melanogaster und dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans (Erickson und Quintero
2007, Cline und Meyer 1996). Ein Beispiel fiir Geschlechtsbestimmung durch allelische
Diversitét findet sich z.B. in der Honigbiene Apis mellifera in Form der komplementéiren
Geschlechtsdetermination (,complementary sex determination“, CSD; Beye et al. 2003).
Wie bei allen Hymenopteren und insgesamt etwa 20 % aller Tierarten (Bull 1983) sind bei
der Honigbiene Ménnchen haploid, wahrend Weibchen diploid sind. Haplo-Diploidie resul-
tiert hiaufig aus Arrhenotokie, d.h. Weibchen entstehen aus befruchteten Eiern, Méannchen
entwickeln sich dagegen aus unbefruchteten Eiern (Petrunkewitsch 1901). Auch bei der
Arrhenotokie wird die Entscheidung iiber das Geschlecht nicht durch ein einheitliches
System getroffen, sondern es haben sich eine Reihe verschieder genetischer, zytoplasma-
tischer und verhaltensbasierender Mechanismen entwickelt (Heimpel und de Boer 2008).
Ein Beispiel eines genetischen Mechanismus ist die schon genannte komplementére Ge-
schlechtsdetermination (Whiting 1933, 1943, Cook 1993), welche unter anderem in der
Honigbiene Apis mellifera (1.1) und der Erdhummel Bombus terrestris (1.5) vorkommt.
Auch bei CSD zeigt sich eine Vielfalt an Geschlechtsdeterminationsmechanismen, die im
Laufe der Evolution entstanden sind. So wird selbst in den eng verwandten Gattungen
Apis und Bombus das Geschlecht durch unterschiedliche initiale Faktoren determiniert.
In Bombus terrestris ist der CSD-Faktor noch nicht bekannt, in Apis mellifera handelt es
sich um ein in der Apis-Linie neu aus einer Genduplikation entstandenes Gen, comple-

mentary sex determinier (csd; Beye et al. 2003, Hasselmann et al. 2008a; 1.3).
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EINLEITUNG

Wahrend sich im Laufe der Evolution vielfiltige Faktoren als initiales Signal der Ge-
schlechtsbestimmung entwickelt haben, gibt es Hinweise darauf, dass die darunter lie-
gende Kaskade zwischen den Arten konserviert ist. So konnte gezeigt werden, dass die
orthologen Gene fem und transformer (tra) und das von ihnen aktivierte Gen doublesex
(dsx) zwischen Hymenopteren und Dipteren konserviert sind und méglicherweise schon
iiber 300. Mio Jahre existieren (Gempe und Beye 2010).

1.1 Das Prinzip der komplementédren Geschlechtsdetermination

am Beispiel der Honigbiene Apis mellifera

Die komplementére Geschlechtsdetermination findet sich in mehr als 60 Hymenopteren-
arten aus mindestens vier verschiedenen Familien (Heimpel und de Boer 2008). Sie
beruht auf dem Prinzip eines allelischen Faktors, der im heterozygoten Zustand den
weiblichen Entwicklungsweg initiiert (Whiting 1933).

Drohn 1 Kénigin Drohn 2

it 1] (1]t

Arbeiterinnen Drohnen Arbeiterin  diploider
Drohn t

Abbildung 1: Prinzip der komplementéren Geschlechtsdetermination in A. mellifera: Aus
unbefruchteten Eiern, die nur ein Allel tragen, entwickeln sich haploide Drohnen. Aus be-
fruchteten Eiern, die zwei verschiedene Allele tragen (durch zwei verschieden farbige Punkte
dargestellt), entwickeln sich Arbeiterinnen oder Kéniginnen. Tragen Kénigin und Drohn das
gleiche Allel, entstehen aus befruchteten Eiern diploide Drohnen, welche jedoch im frithen
Larvenstadium von Arbeiterinnen aufgefressen werden.

2



EINLEITUNG

Im homo- oder hemizygoten Zustand ist der Faktor nicht aktiv und der voreingestellte,
ménnchenspezifische Entwicklungsweg wird eingeschlagen (Gempe et al. 2009). In der
Honigbiene A. mellifera handelt es sich bei diesem Faktor um einen einzelnen Lokus (Beye
et al. 2003). In Abbildung 1 ist das Prinzip der auf einem einzelnen Lokus basierenden,

komplementaren Geschlechtsdetermination dargestellt.

1.2 Die Geschlechtsdetermination und Paarungsbiologie in der

Honigbiene Apis mellifera

In der Honigbiene A. mellifera ist der initiale Faktor das multiallelische Gen comple-
mentary sex determiner (csd), welches im heterozygoten Zustand zur Aktivierung des
weiblichen Entwicklungswegs fiihrt (Beye 2004). Es reguliert das geschlechtsspezifische
Spleiflen von feminizer (fem), dem zweiten Gen der Geschlechtsdeterminationskaskade
(Hasselmann et al. 2008a). So entwickeln sich aus diploiden, fiir csd heterozygoten Ei-
ern Weibchen und aus haploiden Eiern, in denen nur ein csd-Allel vorliegt, Mannchen.
Tragt ein befruchtetes Ei zwei funktionell identische csd-Allele, so fithrt dies zur Entwick-
lung eines diploiden Mannchens. Da die Drohnen der Honigbiene keine meiotische Teilung
durchfiihren kénnen, wiirden diploide Drohnen triploide, infertile Nachkommen erzeugen
(Cook 1993). Bei Honigbienen werden diploide Drohnen jedoch kurz nach dem Schlupf
von Arbeiterinnen aufgefressen (Woyke 1963). Durch Inzucht kann es so zum Verlust eines
Teils der Brut kommen (Liickenbrut, Woyke 1962). In natiirlichen Vélkern kommt dies sel-
ten vor, da in A. mellifera-Populationen eine grofie Anzahl funktionell verschiedener Allele
segregieren (Adams et al. 1977, Hasselmann und Beye 2004), so dass die Wahrscheinlich-
keit eines Zusammentreffens zweier funktionell identischer Allele dadurch verringert wird.
Zur Paarung fliegen Honigbienenkéniginnen zu einem so genannten Drohnensammelplatz
(,drone congregation area“, DCA). Dort sammeln sich Drohnen aus bis zu 240 Volkern
(Baudry et al. 1998). Dies ermoglicht einen Austausch der in den verschieden Volkern
reprasentierten Allele. Am DCA paart sich eine Honigbienenk6nigin mit mehreren Droh-
nen (ca. 14, Palmer und Oldroyd 2000), so dass sich auch im Falle einer Paarung mit
einem das gleiche csd-Allel tragenden Drohn nur ein kleiner Teil der Brut zu diploiden
Mannchen entwickelt (Adams et al. 1977).
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1.3 Die Evolution von complementary sex determiner, dem
initialen Faktor der Geschlechtsdetermination in

A. mellifera

Das Gen complementary sex determiner
ist in der Apis-Linie neu aus einer Du-

Csd Apis dorsata
98 l_—Csd Apis melfifera

Csd Apis cerana

Csd

plikation des Gens feminizer entstanden
(Hasselmann et al. 2008a, Abb. 2). Im Ge-

. . 97 Fem Apis cerana
gensatz zu seinem konservierten Paralog . 5~|1:

Fem Apis dorsata

Fem Apis mellifera

fem ist die csd-Sequenz variabel und es
o1 ,
existieren eine grofle Anzahl funktionell —EFem Weiipona

Fem Bombus

Fem

verschiedener Allele in der Honigbienen- Fem Nasonia
population. Berechnungen gehen von 14 Abbildung 2: Genealogie der Apiscsd-
(Hasselmann et al. 2008b) bis 19 Allelen Sequenzen sowie fem-Sequenzen aus Apis,
(Adams et al. 1977) aus. Balancierende M. compressipes, B. terrestris und N. vitripen-
Selektion (negativ-frequenzabhéngige nis, aus Hasselmann et al. (2008a)

Selektion) bewirkt die Erhaltung dieser

Allelzahl iber einen langen Zeitraum. Homozygotie am csd-Lokus ist indirekt letal, da
diploide Drohnen nach dem Schlupf gefressen werden. Dies fiihrt dazu, dass hiufige
Allele einen selektiven Nachteil haben, da sie ofter homozygot auftreten (Zayed und
Packer 2005). Dementsprechend haben seltene Allele einen selektiven Vorteil. Dies fiihrt
dazu, dass hiufige Allele in ihrer Frequenz abnehmen, wahrend die Frequenz seltener
Allele ansteigt und sie deshalb weniger hiufig durch genetische Drift verloren gehen als
dies fiir Allele eines neutralen Lokus erwartet werden wiirde. Ihre Koaleszenzzeit ist
hierdurch deutlich lianger als die neutraler Allele (Takahata 1990). Da neu entstandene
Allele ebenfalls einen selektiven Vorteil haben, fiihrt die balancierende Selektion zu einer
hiufigen Fixierung von Polymorphismen, die fiir eine neue Allelspezifitdt kodieren. So
entstehen immer wieder neue Allele, die den Verlust durch genetische Drift ausgleichen.
Steht ein Gen unter Selektion, so hat dies auch Einfluss auf benachbarte Regionen.
Der so genannte Hitchhiking-Effekt bewirkt, dass bei der Fixierung eines vorteilhaf-
ten Polymorphismus auch gekoppelte, meist neutrale Polymorphismen fixiert werden
konnen (Fay und Wu 2000). In csd ist die Zahl der Polymorphismen im genomweiten
Vergleich um das 10-13fache erhoht (Hasselmann und Beye 2006). Besonders hoch ist
die Variation in den Exons 6 und 7, welche deshalb als das Ziel der balancierenden
Selektion und potentielle Spezifizierungsdoméne (PSD) angenommen werden (Has-

selmann et al. 2008b). In diesem Bereich befindet sich eine arginin-serinreiche (RS)
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Doméne sowie die hypervariable Region (HVR). Die HVR ist in csd im Verlauf der
Genduplikation entstanden (Abb. 3). Es handelt sich dabei um einen stark in seiner
Lange variierenden Bereich, der hauptsichlich aus einer unterschiedlichen Anzahl an
Wiederholungen eines N;_5Y-Motivs besteht. Hasselmann et al. (2008b) postulierten,
dass dieser Bereich entscheidend zur Allelspezifitdt beitragt. Von der Sequenzvariation
in der ebenfalls zur PSD gehérenden RS-Doméne wird angenommen, dass es sich da-

bei zum Teil um funktionell relevante Polymorphismen handelt (Hasselmann et al. 2008b).

PSD
RS-Domaédne HVR P-Domane
CSd w
R-Domdne RS-Domdne P-Domadne

Abbildung 3: Schematische Darstellung der paralogen Proteine Fem und Csd. Beide Pro-
teine weisen eine arginin-serinreiche (RS) und eine prolinreiche (P) Domséne auf. In Fem
findet sich zudem eine N-terminale argininreiche (R) Doméne und in Csd die hypervariable
Region (HVR). PSD steht fiir potentielle Spezifizierungsdoméne. Nach Hasselmann et al.
2008a und Hasselmann et al. 2008b.

Hasselmann et al. (2008a) postulieren, dass das Gen complementary sex determiner nur
in der Gattung der Honigbienen existiert. Von den zwolf Apis-Arten (Lo et al. 2010)
konnte es bisher in der westlichen Honigbiene A. mellifera sowie der 6stlichen Honigbiene
A. cerana und der Riesenhonigbiene A. dorsata nachgewiesen werden (Hasselmann et al.
2008a). Nicht gefunden wurde es in der stachellosen Biene Melipona compressipes und
der Erdhummel Bombus terrestris, welche Vertreter der am néchsten mit der Honigbiene
verwandten Gattungen sind. Zudem gruppieren sich die Apis-csd-Sequenzen in einer
Genealogie zu den Apis-fem-Sequenzen und separieren sich deutlich von fem aus anderen
Hymenopterenarten. Daraus wird abgeleitet, dass csd erst in der Apis-Linie entstanden
ist. Ob csd neben den drei oben genannten Apis-Arten auch in den anderen neun Arten
dieser Gattung existiert, ist nicht bekannt. Hasselmann et al. (2008a) postulieren, dass
csd nach der Trennung von Apis, Melipona und Bombus, jedoch vor Aufspaltung der
Apis-Arten entstanden ist (Abb. 4).
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Melipona

Bombus

p— A cerana

Entstehung —  A. melllifera
von csd
A. dorsata
A. florea
Euglossa
Nasonia
1 1 1 1 1 1 1 I I 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 Mio. Jahre

Abbildung 4: Genealogie der Hymenopterengattungen Apis, Bombus, Melipona, Euglossa
(Apidae) und Nasonia (Pteromalidae) nach Ramirez et al. (2010) und Hasselmann et al.
(2008a). Der postulierte Entstehungszeitraum des Gens csd in der Apis-Linie ist angegeben
(grauer Balken).

Die asiatische Zwerghonigbiene Apis florea hat eine basale Stellung in der Apis-Gattung
(Alexander 1991). Sofern sich die fem-Duplikation, durch welche csd entstand, vor der
Trennung von A. florea von den anderen Apis-Arten ereignete, ist die Existenz von csd
auch hier anzunehmen. Der Nachweis des Gens csd in der basalen Art A. florea wiirde es

ermoglichen, die Frage nach dem Entstehungszeitpunkt des Gens genauer zu beantworten.

1.4 Das csd-Paralog feminizer in der Honigbiene

Das Gen feminizer ist der zweite Faktor in der Geschlechtsdeterminationskaskade
der Honigbiene Apis mellifera. Es existieren zwei verschiedene, geschlechtsspezifische
Spleififormen des Gens. In Mannchen kommt es durch ein Stoppkodon im 3’-terminalen
Bereich des Exons 3 zu einem Translationsabbruch, so dass kein funktionelles Protein
gebildet werden kann (Hasselmann et al. 2008a). In diesem Fall wird der voreingestellte,
méannchenspezifische Entwicklungsweg eingeschlagen. Sind jedoch in einem diploiden Ei
zwei verschiedene Allele des csd-Gens und somit ein aktives Signal vorhanden, initiiert
dies das alternative Spleifien der fem-mRNA (Abb. 5). Es wird der 3-terminale Bereich

des Exons 3, welcher ein Stoppkodon enthilt, sowie die Exons 4 und 5 herausgespleifit.

6
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Hierdurch entsteht ein lingerer Leserahmen, der in ein aktives Protein translatiert

werden kann.

AUG UAA

?

(o}
AUG  UGA

Abbildung 5: Spleifmuster des Gens fem in der Honigbiene A. mellifera (nach Hasselmann
et al. 2008a). Die ménnchenspezifische Spleifiform (unten) enthélt sdmtliche Exons, bei
Weibchen (oben) werden der 3’-Bereich des Exons 3 sowie die Exons 4 und 5 herausgespleifit.

Fem vermittelt das weibchenspezifische Spleifien der mRNA des nédchsten Gens der
Kaskade, doublesex (Am-dsx). Hierdurch wirkt fem als Schaltergen fiir die Entscheidung
zwischen dem ménnlichen und dem weiblichen Entwicklungsweg (Gempe et al. 2009). Bei
fem findet sich im Gegensatz zu csd keine allelische Variation und seine Existenz wird
in allen Hymenopteren vermutet. Es konnte bereits in der stachellosen Biene M. com-
pressipes, sowie der Erdhummel B. terrestris nachgewiesen werden (Hasselmann et al.
2008a). Die Paraloge csd und fem befinden sich beide im geschlechtsdeterminierenden
Lokus (sex determination locus, SDL; Abb. 6). Der geschlechtsdeterminierende Lokus
ist definiert als die genomische Region, die in Arbeiterinnen immer heterozygot und in
diploiden Drohnen immer homozygot vorliegt. Es ist eine etwa 47 kb grofle Region, die
mindestens fiinf Gene enthalt (Hasselmann et al. 2008b, Gempe et al. 2009).

—D-@ - R ——

GB11211 GB13727 fem csd GB30480

5kb

Abbildung 6: Der geschlechtsdeterminierende Lokus der Honigbiene Apis mellifera enthalt
fiinf Gene (nach Hasselmann et al. 2008a). Er wird definiert als die in Weibchen immer
heterozygot vorliegende Region (Hasselmann und Beye 2006).

Das Gen fem und das in Apis neu entstandene csd-Gen liegen etwa 12 kb von ein-

ander getrennt. Dies bedeutet fiir fem die direkte Nachbarschaft zu einem Gen unter
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balancierender Selektion, welche sich durch den Hitchhiking-Effekt moéglicherwei-
se auch auf das konservierte fem auswirkt. Ob dies sowie die strukturelle Ahnlichkeit

zu csd moglicherweise die Evolution von fem in Apis beeinflusst, ist bislang nicht bekannt.

1.5 Die Geschlechtsdetermination und Paarungsbiologie der

Erdhummel Bombus terrestris

In der Erdhummel Bombus terrestris wird das Geschlecht ebenfalls durch komplementére
Geschlechtsdetermination bestimmt (Cook und Crozier 1995). Wie auch bei A. mellifera
treten bei B. terrestris vermehrt diploide Drohnen als Folge von Inzuchtkreuzungen auf
(Duchateau et al. 1994). Dies ist ein klares Indiz fiir die Existenz eines multiallelischen
Geschlechtsdeterminationsfaktors, welcher im heterozygoten Zustand die Entwicklung
von Weibchen initiiert. Gadau et al. (2001) konnten zeigen, dass in B. terrestris eben-
falls ein einzelner geschlechtsbestimmender Lokus existiert. Der SDL konnte auf eine
ca. 24 ¢cM grofle Region eingegrenzt werden. Im Gegensatz zu Honighienenkoéniginnen
paaren sich Hummelk6niginnen nur mit einem Drohn (Roseler 1973). Auch werden
diploide Drohnen in Erdhummelvélkern nicht getotet und entwickeln sich zu normalen,
wenn auch kleineren, adulten Tieren (Duchateau et al. 1994). Sie haben kleinere Testikel
und eine reduzierte Fitness, sind aber fertil und kénnen sich erfolgreich paaren, wobei
jedoch triploide Nachkommen entstehen (Duchateau und Marién 1995).

Bisher gibt es keine Hinweise auf die Identitdt des geschlechtsdeterminierenden Faktors
in der Hummel. Wie in Abschnitt 1.3 beschrieben, berechneten Hasselmann et al.
(2008a) die Entstehung von csd auf einen Zeitpunkt nach der Aufspaltung der Apis- und
Bombus-Linie. Dies spricht gegen die Existenz des csd-Gens in Bombus und lasst die
Frage nach dem CSD-Faktor bislang ungeklért.

1.6 Fragestellung und Ziele der Arbeit

In der Gattung der Honigbienen (Apis) ist durch eine Genduplikation ein neuer in-
itialer Faktor fiir die Geschlechtsbestimmung entstanden. Das Gen complementary sex
determiner (csd) aktiviert im heterozygoten Zustand den weiblichen Entwicklungsweg.
Die hierfiir notwendige allelische Diversitdt ist durch positive Selektion auf Grund
des Heterozygotenvorteils entstanden und wird durch balancierende Selektion in der

Population erhalten. Balancierende Selektion férdert zudem die Migration der Allele.
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Ein Ziel dieser Arbeit ist es, anhand von csd-Sequenzen, welche aus verschiedenen
weltweiten A. mellifera-Stichproben gewonnen wurden, zu untersuchen, in wie weit sich
diese Aspekte auf die genetische Diverstitdt am csd-Lokus in einzelnen Lokalitdten
auswirken. Eine bisher noch offene Frage ist, ob sich bei diesem unter balancierender Se-
lektion stehenden Gen genetische Differenzierung zwischen natiirlichen Subpopulationen
findet. Um diese Frage zu beantworten, wird die Nukleotidvariation von csd-Sequenzen
kenianischer A. mellifera-Arbeiterinnen analysiert, welche aus weitgehend vom Menschen
unbeeinflussten Volkern stammen.

Die hypervariable Region des csd-Gens unterscheidet sich in ihrer Struktur deutlich
von der restlichen Gensequenz. Eine Hypothese ist, dass sie zudem anders evolviert
als die benachbarten Regionen. Diese Frage soll hier geklart werden. Es wird davon
ausgegangen, dass sie entscheidend zur Allelspezifitdt beitragt. Durch den Vergleich
funktionell verschiedener Allelpaare sollen Riickschliisse darauf gezogen werden, wie
viele Unterschiede fiir eine neue Allelspezifitdt notwendig sind. Mit dieser Information
soll die Zahl der in der gesamten Honigbienenpopulation segregierenden Allele neu
bestimmt werden. Dies ermoglicht zudem eine genauere Berechnung der Koaleszenzzeit
der csd-Allele.

Es ist bislang nicht bekannt, ob csd in allen Apis-Arten existiert, doch wird vermutet,
dass es vor der Aufspaltung der Apis-Arten entstanden ist. Es konnte in A. mellifera,
A. cerana und A. dorsata nachgewiesen werden. In dieser Arbeit soll versucht werden, das
Gen in der phylogenetisch basal stehenden Art A. florea nachzuweisen. Hieraus ergeben
sich weitere Informationen iiber den Zeitpunkt der Genduplikation. Sofern csd in A.
florea existiert, konnen neue Erkenntnisse iiber die im csd-Gen verschiedener Apis-Arten

vorhandene Variation gewonnen werden.

Das Gen feminizer, der zweite Faktor der Geschlechtsdeterminationskaskade in Apis
ist im Gegensatz zu seinem Paralog csd hoch konserviert. Ein Ziel dieser Arbeit ist die
Detektion dieses Gens in der Prachtbiene Euglossa hemichlora und der parasitischen
Wespe Nasonia vitripennis. Dies ermoglicht es, den Vergleich von fem verschiedener
Arten auf zwei mit Apis entfernter verwandte Spezies auszuweiten.

Durch die Entstehung von csd befindet sich fem im Genom der Honigbiene in direkter
Nachbarschaft zu einem Gen unter balancierender Selektion. Zudem interagiert es
mit einem Gen, das eine starke strukturelle Ahnlichkeit zu fem aufweist. Eine offene
Frage ist, ob diese beiden Faktoren die Evolution von fem in Apis beeinflusst haben.
Um dies zu iiberpriifen, werden Sequenzdaten von fem verschiedener Hymenopteren

mit Daten anderer Gene im geschlechtsbestimmenden Lokus verglichen. Ob durch die
9
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Genduplikation und die Entstehung eines Gens mit einer neuen Funktion (csd) die
Evolution seines Vorldufergens (fem) beeinflusst wird, soll durch den Vergleich von
Nukleotidsubstitutionen in fem Sequenzen von Apis- und Nicht-Apis-Arten beantwortet

werden.

In der Hummel wird ebenfalls ein allelischer Faktor fiir die komplementire Geschlechts-
determination vermutet, der stellvertretend in der Erdhummel Bombus terrestris nachge-
wiesen werden soll. Eine Hypothese ist, dass es sich bei dem allelischen Faktor ebenfalls
um eine fem-Duplikation handelt. Das Genom der Erdhummel wird auf solche potentiel-
len Kandidatengene hin iiberpriift. Mittels Sequenzanalysen kann dann die Frage geklart

werden, ob es sich dabei um den gesuchten allelischen Faktor handeln kénnte.

10
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Enzyme

Liste der verwendeten Enzyme. Verwendung nach Herstellerangaben, soweit unter 2.2

nicht anders angegeben.

. DNase I, RNase free, Fermentas GmbH, St. Leon Rot, Deutschland

. DNA Polymerase I, Fermentas GmbH, St. Leon Rot, Deutschland

. GoTaq® DNA Polymerase, Promega Corporation, Madison, USA

e  Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase, Finnzymes OY, Espoo, Finnland
. Restriktionsenzyme, Fermentas GmbH, St. Leon Rot, Deutschland

. Ribonuclease H, Fermentas GmbH, St. Leon Rot, Deutschland

. T4-DNA-Ligase, Fermentas GmbH, St. Leon Rot, Deutschland

2.1.2 Kitsysteme

Liste der verwendeten Kitsysteme. Verwendung nach Herstellerangaben.

o  Dynabeads® Oligo (dT)ss, Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norwegen
. E.Z.N.A. Cycle Pure Kit, Omega Bio-Tek, Inc., Norcross, USA
. FirstChoice™ RLM-RACE Kit, Ambion, Austin, USA

. peqGOLD Gel Extraction Kit, PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen, Deutsch-
land

. pGEM®-T Vector, Promega Corporation, Madison, USA

e  GenElute™ Plasmid Miniprep Kit, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

. RevertAid® First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas GmbH, St. Leon Rot,
Deutschland

2.1.3 Chemikalien

Chemikalien wurden in der Qualitdt ,pro analysis“ verwendet und hauptséichlich von
den folgenden Firmen bezogen: Becton Dickinson, Heidelberg; Merck, Darmstadt; Roth,
Karlsruhe; Sigma-Aldrich, Steinheim; BioAmerica Inc., Miami, USA.
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2.1.4 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurde von Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutsch-
land synthetisiert. Samtliche Olignukleotidsequenzen sind in 5’-3’-Richtung dargestellt.
Enthélt ein Olignukleotid eine Restriktionsschnittstelle so ist diese durch kleine Buch-
staben angezeigt. Das entsprechende Restriktionsenzym ist dem Oligonukleotidnamen

angefiigt.

Tabelle 1: Liste der verwendeten Oligonukleotide. Die markierten Oligonukleotide wurden
freundlicherweise von folgenden Personen zur Verfiigung gestellt: * Christina Schulte, **
Martin Hasselmann, *** Tanja Gempe.

Name Oligonukleotidsequenz

Apis mellifera csd

genoRfw ** AGACRATATGAAAAATTACACAATGA

genoRfw Apal GATCgggcccAGACRATATGAAAAATTACACAATGA
Cons csd rev ** TCATCTCATWTTTCATTATTCAAT

Cons csd rev Sall GATCgtcgacTCATCTCATWTTTCATTATTCAAT

S-39 TATAATGAAAAAGAAAAATTTTTAGAAG

S-39 Apal GATCgggcccTATAATGAAAAAGAAAAATTTTTAGAAG
S-40 ACTATGTGCATCAATATAAATTC

S-40 Sall GATCgtcgacACTATGTGCATCAATATAAATTC

Apis mellifera fem

csd IT siRNA 714for ***  AGATTCAAGACATGAAGACAG
GenoRNAj] IIRT rev *** TATCTGGAGGAATAAATCGTGGTG

Apis mellifera GB13727

GB13727_fwh'** CGTTTGGTGCCATTTTGGATG
GB13727_Aug07_rev** CTATCATCAGGTAGCACTGATG
S-119 GATAAATGTCCACCAAATTTTACAG
S-121 CTATATTAACATATGATTGTG

Apis mellifera GB11211

S-57 CGTTACTTTTCGATCATAGTGACGATG
S-58 CCATTGTCGGCGTACACCTATTGG
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Apis florea csd

S-136
S-137

S-138

S-139

S-140

S-141

S-143
S-144
S-156

S-158
S-159
S-166
S-176 (Apal)
S-177 (Sall)

Euglossa hemichlora fem

Euglfw3
Euglrev4
S-2

S-3

S-4

S-9

S-12
S-15
S-16
S-23
S-179

Nasonia vitripennis fem

S-18
S-19

Bombus terrestris fem

#10 3race28I *

#11 3race28II *
#16 5RACEfeml *
#23 femBom rev2 *
#36 FemBom st2 *
#61 fem gen fw *
#62 fem_gen _rev *
S-184

S-185

S-186

GTATCATCCATTCTTCGCCATCAGC
CTTGTTGTATCATCCATTCTTCG
CATACATCRTCTCGTTATTCCAGC
GGACCAATATACCTAAATCTTGG
CCAAGATTTAGGTATATTGGTCCA
CGTCCACCTCTAAATCCTAG
CAGAAGAACGATTACGACGGAGACGCG
GTATGATCTTTGCTCTCGTTCTCTC
CTCCCGTTCTTCTTTTGATTATCACATT
GTCAAGGCTGAGTAATAGTATTAA
CATACATCGTCTCGTTATTCCAGGG
CGGTTTCTCTAAGCATATAGGTGA
GATCgtcgacCATTTGACCCGCTAGTTGTCCAATCTCG
GATCgggeccGTTGCAGTAGAGATAGAAATAGAGG

TCTACCTAAAAGAAGATTATCTAG
ATGATACAAAAAGAGCGGGAACGA
GGTAAACCCTTTTGACGAGCACGTTG
CCGGGTAAAACAACAACTGGTGAAC
GATGGTACAACACCCTTATTTAAAGG
CTTCAACGAGATATTGTCAATCCTG
GAGGAACATCGTACAGTTGTAGCAAT
CGATCTCTTTCCCTATCATTTCTG
TTTTCTATTCCTTTGTAAATTTCG
ATGAAACGAAATATATCAAGTCATTCG
GTGAGACTGGTTCGCGCGCAAGAACAG

ATGAGGAGAAGAAGTTCCTTAGATG
TTCAATACATCTGTCCAAATCGAGG

GCCAGGTATGAGGATACAAAATATG
GGAAGAAATCACAGTAGAGGTAGAAG
CAGCGGTAAACCTTTCTCAAGAGCACG
CTATCGGCACCATTCCCTTCCAACT
AACTACCCTAACTTCCTCGATTTCCA
GAAATACGTCGTGCTCTTGAGAAAG
CTGTCTCTGTTATCATATTTTGAATCC
GCGACAACTGATGATCTCCAACGAG
CTCGTTGGAGATCATCAGTTGTCGC
CATCGCATTATATCGAGCAGATTCCTG

13



MATERIAL UND METHODEN

S-187
S-190
S-191
S-201
S-202
S-203
S-204

Bombus terrestris tof

S-65
S-66
S-67
S-72
S-73
S-91
S-101
S-102
S-106

CAGGAATCTGCTCGATATAATGCGATG
CACGCAGATGCTCTTCCTCTGCAGTG
CGAAGCCCCAGTCCTCGACATAGATCG
CTACCATACTGCATCTATGAATGCATTTCTAATGCG
GGAATTGTATGGAAGAGTGTTACG
GGTCTGTCACAACTGCTAATACTGC
CCTTTAGTACTTCTTCACTGGATGACTG

GAGACAGAGATCATAGTAGAGG
ACATTGGCCTAAATTAGGATTTGG
GCACATATTACATTATAATCGG
CCAAAGATTGTCACAACAGCAACAAA
CACTGCCTTCATCACATTATATTGAACCC
CTGTATAAAACCAGTGTATATTCTG
CACGCTTACGTCGTAATCTTCTCTCG
GAGAGCACGGCGTATTTCATATTCTAAG
GCTAGTAATGTAAGCATTTATTCGTC

2.1.5 Verwendete Proben

Fir die Analysen standen Individuen verschiedener Honigbienen- und anderer Hymenop-

therenarten zur Verfiigung. Diese stammten weitgehend aus wildlebenden Voélkern, mit

Ausnahme der Apis mellifera-Drohnen, welche aus verschiedenen domestizierten Volkern

gesammelt wurden, sowie den Nasonia vitripennis-Individuen aus Zucht.

. Apis mellifera-Drohnen aus verschiedenen Volkern, zur Verfiigung gestellt von:

—  Katherine Aronstein, US Department of Agriculture, Texas, USA
—  Christina Grozinger, North Carolina State University, North Carolina, USA

—  Kim Fondrik, Arizona State University, Arizona, USA

—  Ryszard Maleszka, Australian National University, Canberra, Australia

—  Guy Bloch, Hebrew Universtiy of Jerusalem, Jerusalem, Israel

. Apis mellifera scutellata und monticola-Arbeiterinnen aus verschiedenen Volkern

in Kenia, von Caspar Schoning, Landerinstitut fiir Bienenkunde Hohen Neuendorf
e.V., Hohen Neuendorf, Deutschland

. Afrikanisierte Apis mellifera-Drohnen und -Arbeiterinnen aus Brasilien, von Klaus
Hartfelder, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Brasilien

. Apis florea-Arbeiterinnen aus Samut Songkhram, Thailand, von Jochen Pflugfelder,

Agroscope Liebefeld-Posieux ALP, Bern, Schweiz
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. Bombus terrestris-Drohnen aus verschiedenen Volkern, zur Verfiigung gestellt von:
—  Andrew F.G. Bourke, School of Biological Sciences, University of East Anglia,
Norwich, United Kingdom

—  Matthias Schindler, Institut fiir Nutzpflanzenwissenschaften und Ressourcen-
schutz (INRES), Universitdt Bonn, Deutschland

. Bombus terrestris-Volker von Syngenta Bioline, Bergen op Zoom, Niederlande

. Euglossa hemichlora gesammelt in Costa Rica, von Thomas Elz, Heinrich-Heine-

Universitét Diisseldorf, Deutschland

. Nasonia vitripennis aus Zucht von Joachim Ruther, FU Berlin / Uni Regensburg,
Deutschland

2.1.6 Verwendete Nukleotidsequenzen

Fir die Sequenzanalysen in dieser Arbeit fanden die folgenden in der NCBI-Datenbank

veroffentlichten Sequenzen Verwendung:

. Apis cerana csd, NCBI-Nummern: EU100900.1, EU100901.1, EU100904.1,
EU100908.1, EU100909.1, EU100910.1, EU100911.1, EU100914.1, EU100915.1,
EU100916.1

. Apis dorsata csd, NCBI-Nummern: EU100917.1, EU100918.1, EU100919.1,
EU100925.1, EU100926.1, EU100928.1, EU100931.1, EU100932.1, EU100934.1,
EU100935.1,

. Apis mellifera fem, NCBI-Nummern: AY569715.1

. Apis cerana fem, NCBI-Nummern: EU100936.1

. Apis dorsata fem, NCBI-Nummern: EU100939.1

. Bombus terrestris fem, NCBI-Nummer: EU288185.1

. Melipona compressipes fem, NCBI-Nummer: EU139305.1

2.1.7 Verwendete Programme

Liste der verwendeten Programme. Sind Adressen von Internetseiten angegeben, so han-

delt sich dabei um Onlineprogramme.

e Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2005)

»  BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall 1999)

e  Bn-Bs: Berechnung von Nukleotidsubstitutionen pro Position (Zhang et al. 1998)
e  DnaSP v5 (Librado und Rozas 2009)
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EBI: Alinierung zweier Sequenzen, http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/

FGENES: Detektion von Leserahmen,
http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenes&group=programs&subgroup=gfind

GeneMark: Detektion von Leserahmen, http://exon.gatech.edu/GeneMark /eukhmm.cgi
Guidance: Programm zur Uberpriifung von Alingments, http://guidance.tau.ac.il/
InterProScan: Vorhersage von Proteindoménen, http: //www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/
MEGA 5 (Kumar et al. 2008, Tamura et al. 2007)

Jalview version 2 (Waterhouse et al. 2009)

Mesquite 2.74 (Maddison und Maddison 2010)

MrBayes 3.1 (http://mrbayes.csit.fsu.edu/index.php)

NCBI: BLAST-Suche in Sequenzdatenbanken, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
PASW Statistics Version 18.0, Polar Engeneering and Consulting,.

Recombination Detection Program v.3.41 RDP3 (Martin et al. 2005)

SITES (Hey und Wakeley 1997)

ProSite: Vorhersage von Proteindoménen, http://expasy.org/prosite/,
http://www.genome.jp/tools/motif /
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2.2 Methoden

Die angewandten molekularbiologischen Standardmethoden wie die Ligation von DNA-
Fragmenten mit Hilfe der T4-Ligase, Restriktion von PCR-Amplifikaten mit Hilfe von
Restriktionsenzymen, Gelelektrophorese, photometrische Mengenbestimmung von Nu-
kleinsduren und Bakterien sowie die Herstellung von chemisch kompetenten E. coli-Zellen
werden in Sambrook et al. (1989) beschrieben und hier nicht weiter ausgefiihrt.

Kit-Systeme sind unter 2.1.2 aufgelistet und wurden nach Herstellerangaben verwendet.

2.2.1 Isolierung von genomischer DNA

Fir die DNA-Isolation wurde von adulten Bienen lediglich der Thorax verwendet. In

Ethanol konservierte Bienen wurden zuerst 1-2 Stunden in Wasser gewaschen.

Protokoll von Saghai-Maroof et al. (1984)

. Probe kurz in fliissigen Stickstoff tauchen, anschlieSend mit einem Pistill in einem

Reaktionsgefif zermorsern.
. 350 pl 2xCTAB zugeben und vollstdndig zermorsern
. Zugabe weiterer 350 ul 2xCTAB sowie 10 ul Proteinase K
. 1,5 bis 2 h bei 55 °C inkubieren

e  Zugabe von 650 pl Chloroform:Isoamylalkohol (24:1), mehrmals invertieren

(15-20 mal, nicht vortexen!)
. 15 min bei 13.000 rpm zentifugieren
. 180 nl der oberen Phase in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihren
. Zugaben von 1 pl RNase A, Inkubation bei 37 °C fiir 30 min

e Zugabe von 650 pl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1), mehrmals invertie-
ren

. 15 min bei 13.000 rpm zentrifugieren
. Obere Phase in ein neues Reaktionsgefi3 iiberfiihren
e  Zugabe von 650 pl Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) und 15 min bei 13.000 rpm

zentrifugieren
e Obere Phase in ein neues Reaktionsgefif iiberfithren (ca. 400 pl)
. Zugabe von 1000 pl kaltem 100 % Ethanol und 40 pl 3M Natriumacetat, 10-20 mal

invertieren
17
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Zur Fallung der DNA iiber Nacht bei -20 °C inkubieren

30 min bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugieren

Proben auf Eis stellen und Uberstand abnehmen

Mit 1000 pl kaltem 80 % Ethanol waschen

20 min bei 4 °C waschen

Proben auf Eis stellen und Uberstand vollstandig abnehmen

3-5 min in einer Vakuumzentrifuge zentrifugieren
Pellet in 50 pl H2O iiber Nach bei 4 °C resuspendieren

Losungen:

2xCTAB-Puffer 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0)
1,4 M NACI
0,02 M EDTA
2% CTAB

2-Mercaptoethanol jedes Mal frisch zum 2xCTAB-Puffer
zugeben (2 pl pro 1 ml 2xCTAB)

Proteinase K 1mg /pl

RNase A 10 mg / ul

2.2.2 Isolierung von RNA

TRIZOL™-Methode zur RNA-Isolierung

Fir die RNA-Isolation wurde von adulten Bienen lediglich der Thorax verwendet.

Larven wurden vollstandig eingesetzt. Bei der Isolation von RNA aus Eiern und kleinen

Larven (ca. L1- und L2-Stadium) wurden geringere Mengen der Losungen eingesetzt,

welche jeweils in Klammer angegeben sind. Die Proben wurden bei -70 °C aufbewahrt.

Direkt nach dem Auftauen der Proben etwa 500 pl (50 ul) TRIZOL™ zugeben und

mit Pistill zermdrsern

Zugabe von 100 pl (10 pl) Chloroform, Invertieren der Probe und Inkubation bei
Raumtemperatur fiir 2-3 min
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. Zentrifugation fiir 15 min bei 13000 rpm

. Obere Phase in ein neues Reaktionsgefif iiberfithren

. 300 ul (20 pl) Isopropanol zugeben, vorsichtiges Invertieren
. 10 min bei Raumtemperatur inkubieren

. Zentrifugation bei 4 °C fiir 10 min bei 13000 rpm

. Abnahme des Uberstandes

e Waschen mit 500 pl (100 pl) 70 % Ethanol

. Zentrifugation bei 4 °C fiir 10 min bei 13000 rpm

. Trocknen des Pellets bei Raumtemperatur

. Resuspension des Pellets in 20-30 nl DEPC-H,0

Losungen:

TRIZOL™-Reagenz 0,8 M Guanidinthiocyanat
0,4 M Ammoniumthiocyanat
0,1 M Natriumacetat (pH 5)
5 % Glycerol
38% Phenol (z.B. Aqua Roti Phenol)
DEPC-H,0

2.2.3 cDNA-Synthese

Aufreinigung der RNA

Vor der cDNA-Synthese ist es notwendig die Gesamt-RNA entweder einer DNase-
Behandlung zu unterziehen um die genomische DNA zu entfernen oder aber mit Hilfe
von Dynabeads® die mRNA zu isolieren.

Die Isolation der mRNA durch Dynabeads® wurde wie im Protokoll des Kitsystems
beschrieben durchgefiihrt. Die DNase-Behandlung wurde ausgefiihrt wie folgt.

DNAse-Behandlung von Gesamt-RNA

. Zu 17 nl RNA 2 pul DNase-Puffer und 1 pnl DNase gegeben

. 15 min bei 37 °C inkubieren
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. Zugabe von 1 pl DNase

. 15 min bei 37 °C inkubieren

. Zugabe von 1 nl 25 mM EDTA

. 10 min bei 65 °C inkubieren zur Hitzeinaktivierung der DNase
. Zugabe von 22 nl Isopropanol, vorsichtiges Invertieren

. 10 min bei Raumtemperatur inkubieren

. Zentrifugation bei 4 °C fiir 10 min bei 13000 rpm

. Abnahme des Uberstandes

e Waschen mit 100 pul 70 % Ethanol

. Zentrifugation bei 4 °C fiir 10 min bei 13000 rpm

. Trocknen des Pellets bei Raumtemperatur

. Resuspension des Pellets in 11 pl DEPC-H;O fiir die anschlieBende cDNA-Synthese
. Photometrische Messung der RNA

cDNA-Erststrangsynthese

Die cDNA-Erststrang-Synthese wurde mit dem RevertAid® First Strand cDNA Synthesis

Kit von Fermentas nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

cDNA-Zweitstrangsynthese

Bei Bedarf wurde zudem eine cDNA-Zweitstrangsynthese durchgefiihrt. Hierfiir wurde die
DNA-Polymerase I von Fermentas verwendet, womit folgender Reaktionsmix angesetzt
und fiir 2 h bei 16 °C inkubiert wurde.

. 20 pnl Reaktionsmix aus der cDNA-Einzelstrangsynthese
. 10 nl 10x DNA-Polymerase I-Reaktionspuffer

e 4 ul DNA-Polymerase I (40 Units)

. 0,32 pl Ribonuclease H

. mit HyO auf 100 pl auffiillen

Anschliefend wurde die cDNA mit dem E.Z.N.A Cycle Pure Kit aufgereinigt.
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2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde in den meisten Féllen mit einer selbst hergestellten
Tag-Polymerase und nach dem Protokoll von Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. Fiir
PCR-Produkte, die direkt sequenziert wurden, wurde die Phusion™ High Fidelity DNA
Polymerase verwendet. Ebenfalls wurde sie verwendet, wenn PCR-Produkte mit Hilfe
von Oligonukleotiden mit Restriktionsschnittstellen in einen Vektor ligiert wurden. Die
Ligation in einen Vektor ermoglicht ein besseres Sequenzierergebnis. Fiir PCR-Produkte,
die fiir die Sequenzierung in einen pGEM-T-Vektor ligiert wurden, wurde die GoTaq-
Polymerase verwendet um die notwendigen Poly-A-Uberhinge zu erzeugen. In beiden

Féllen wurde die PCR wie vom Hersteller empfohlen durchgefiihrt.

2.2.5 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

Die RACE-Methode dient dazu bei cDNA-Fragmenten, bei denen lediglich ein Teil der
Sequenz bekannt ist, die fehlenden 5’- und 3’-Bereiche zu amplifizieren. Hierfiir werden bei
der cDNA-Synthese Nukleotidfragmente spezifischer Sequenz als Adapter an das 5~ oder
3’-Ende der cDNA angefiigt. Ein an diesen Adapter spezifisch bindendes Oligonukleotid
ermoglicht es dann in Kombination mit einem im bekannten Sequenzbereich spezifisch
bindenden Oligonukleotid den unbekannten Bereich zu amplifizieren. Ublicherweise er-
folgt dies mit zwei nacheinander folgenden, verschachtelten PCRs, wobei bei der zweiten
PCR die Oligonukleotide strangaufwérts von den in der ersten PCR verwendeten Oligonu-
kleotiden liegen. Dieses Vorgehen erhoht die Spezifitdt der RACE-PCR. Die Synthese der
RACE-Banken erfolgte mit dem FirstChoice™ RLM-RACE Kit nach Herstellerangaben.

2.2.6 Sequenzierung von genomischen csd-Allelfragmenten

Sowohl aus Drohnen wie auch aus Arbeiterinnen wurde die genomische DNA wie in 2.2.1
beschrieben isoliert.

Sofern bei den Drohnen mehrere Tiere aus einem Volk zur Verfiigung standen, wurde
die DNA aus mindestens fiinf Individuen isoliert. Mit csd-spezifischen Oligonukleotiden
(siehe 2.1.4) wurde der Bereich von Exon 6-9, der auch die hypervariable Region enthalt,
amplifiziert. Auf Grund der Variation in den csd-Allelen war es notwendig zwei unter-
schiedliche Oligonukleotidpaare zu verwenden (genoRfw/Cons csd rev oder S-39/S-40).
Um die beiden Ko6niginnenallele zu detektieren wurde das PCR-Produkt der verschiede-
nen Individuen mit den Restriktonsenymen Xapl und Sspl restringiert und auf einem
Synergel™ aufgetrennt.

Im Falle der Arbeiterinnen war es notwendig das PCR-Produkt zuerst in einen Vektor zu
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ligieren, um die beiden Allele unterscheiden zu kénnen. Hierfiir wurden die PCR-Produkte,
die mit den Oligonukleotidpaaren genoRfw Apal / Cons csd rev Sall oder S-39 Apal /
S-40 Sall amplifiziert wurden, sowie der Vektor (rezirkularisierter pGEM®-T-Vektor) mit
den Enzymen Apal und Sall restringiert und mit einer T4-Ligase ligiert. Die Unterschei-
dung der beiden Allele fand hier durch eine Restriktion der Amplifikate der Kolonie-PCR
statt.

Zur Kontrolle wurden einige Allele mehrfach sequenziert um auszuschlielen, dass Unter-
schiede zwischen Sequenzen auf Fehler durch die Polymerase bei der Amplifikation zuriick

zufithren sind.

2.2.7 Schematische Darstellung der Sequenzierung verschiedener
mRNA-Sequenzen

2.2.7.1 Schematische Darstellung der Sequenzierung der csd-mRNA-

Sequenzen aus A. florea

Start 5-136 . _ Stopp
< $-140  S-141
5-137 5-138 5-139
S'UTR P . < 3'UTR
o
5-158
5-166 5156 5-159
< > <=
143, 5-177 4_57144 5-176
2 Pl
[S—
100bp

Abbildung 7: Schematische Darstellung der mRNA-Sequenz von Af-csd und der fiir ihre
Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide: 1. PCR mit den fiir die in Af-fem gefundene
Variation spezifischen Oligonukleotiden S-138 und S-139, 5-RACE mit S-137 und S-136,
3’-RACE mit S-140 und S-141. Anschlieende Amplifikation des gesamten Bereichs in drei
Teilstiicken: S-166 + S-156, S-143 + S-144 und S-159 + S-158. Fiir die Amplifikation aus
genomischer DNA wurden die Oligonukleotidpaare S-177 + S-176 sowie S-143 und S-156 ver-
wendet. Die hier dargestellte mRNA-Sequenz ist 1608 bp lang. Die Oligonukleotidsequenzen
finden sich in Tabelle 1.
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2.2.7.2 Schematische Darstellung der Sequenzierung der feminizer-mRNA-
Sequenzen aus B. lapidarius und B. hypnorum
Start Stopp
5'UTR 3'UTR
B. lapidarius [ ]
# 36 H62 5-186 #23
— +— e —
5-191 #11 5-187
—_— s —» —
16 5185 5203, (5202
#61 5-184  S-204 S-201  S-190
_’ _.‘ .......................... "—
B. hyphorum .5 ] .
5'UTR 3'UTR
Start Stopp
—
100 bp

Abbildung 8: Schematische Darstellung der ca. 1,4 kb langen mRNA-Sequenzen (so weit
bekannt) des Gens feminizer in Bombus lapidarius und B. hypnorum sowie der Bindungsstel-
len der fiir die Sequenzierung verwendeten Oligonukleotide. Auf Grund der cDNA-Qualitat
musste die gesamte Sequenz in mehreren Abschnitten sequenziert werden. Bei B. lapidarius
wurde dies in drei PCRs mit den Oligonukleotidkombinationen #36 + #62, S-191 + S-187,
S-186 + #23 durchgefiihrt. Bei B. hypnorum erfolgte eine zusétzliche Amplifikationen von
genomischer DNA mit den Olignonukleotidkombinationen S-184 + S-204, S-203 + S-202
und S-201 4 S-190. Mit S-201 + S-190 gelang keine spezifische Amplifikation. Der fehlende
Sequenzbereich ist entsprechend als Liicke dargestellt. Die gepunkteten Pfeile stehen fiir
im Intron bindende Oligonukleotide. Der 5’- und 3’-Bereich vom B. hypnorum-fem wurde
jeweils in zwei PCRs mit folgenden Kombination amplifiziert: #36 + #16, #61 4+ S-185
und #11 4 S-187, S-186 + #23. Start- und Stoppkodon sind als weifle Striche dargestellt.
Die Oligonukleotidsequenzen finden sich in Tabelle 1.
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2.2.7.3 Schematische Darstellung der Sequenzierung der feminizer-mRNA

aus E. hemichlorea

Stopp

57235 179572[ Ifw3 = > S-9 5-12 5-16
- uglfw o - - - -
> > Euglrevad > > S-15 -—
n —
(S’UTRW __________________________________ 3'UTR
[ —

(Start) 100bp

Abbildung 9: Schematische Darstellung der weiblichen Spleifiform der fem-mRNA-Sequenz
in Fuglossa hemichlora und der Position der fiir ihre Sequenzierung verwendeten Oligonu-
kleotide. Ausgehend von einem bereits sequenzierten Fragment (gestrichelte Linie), konnte
der 3’-terminale Bereich in einer ersten RACE-PCR mit den Oligonukleotiden S-4 und S-3
und anschlieend in einer weiteren RACE-PCR mit S-9 und S-12 amplifiziert werden. Mit
den in A. cerana spezifisch am Startkodon bindenden Oligonukleotid S-23 und dem fiir Eh-
fem spezifischen Oligonukleotid S-2 konnte ein Teil der 5’-terminalen Sequenz amplifiziert
werden. Am Startkodon sind ca. 34 Nukleotide unbekannt, was durch den gestrichelten Be-
reich zu Beginn der Sequenz angedeutet wird. Mit den Kombinationen S-179 + S-15 und
S-9 + S-16 wurde die gesamte bekannte Sequenz amplifiziert.

2.2.7.4 Schematische Darstellung der Sequenzierung der twin of feminizer-

mRNA aus B. terrestris

Start 5-95 5-96
5-72 S-73
’ S-101 S5-102 S-65 > > S-66 ’
5'UTR p ‘ N ‘ J'UTR
— I
5-106 S5-67
- -—
Stopp [
100 bp

Abbildung 10: Schematische Darstellung der in der EST-Bank unter der Nummer terrest-
ris.fna.Contigl 7498 gefundene Sequenz und der fiir ihre vollstdndige Sequenzierung verwen-
deten Oligonukleotide. Das gefundene Fragment konnte mit den Oligonukleotiden S-65 und
S-66 erneut amplifiziert werden. Die Sequenz wurde am 3’-Ende mit den Oligonukleotiden
S-72 und S-73 vervollstindigt. Zur Vervollstindigung des 5’-terminalen Bereichs wurde ei-
ne erste RACE-PCR mit den Oligonukleotiden S-96 und S-95 durchgefiihrt, von der hier
generierten Sequenz ausgehend eine weitere RACE-PCR mit S-102 und S-101. Mit den
Oligonukleotiden S-106 und S-67 konnte die gesamte tof-Sequenz amplifiziert werden. Die
Sequenz ist 1913 bp lang. Die Oligonukleotidsequenzen finden sich in Tabelle 1. Die Oligo-
nukleotide S-65 und S-67 wurden des Weiteren verwendet um ein Fragment aus genomischer
DNA zu amplifizieren (3.4.3).
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2.2.8 Computeranalysen

Im folgenden Abschnitt sind die verschiedenen Programme und Parameter beschrieben,

die zur Berechnung der Werte in dieser Arbeit verwendet wurde. Eine vollstédndige Liste

aller genutzten Programme findet sich unter 2.1.7.

Sequenzalignments wurden mit den Algorithmen CLUSTAL W (Thompson et al.
1994), MAFFT (Katoh et al. 2005) sowie PRANK (Loytynoja und Goldman 2008)
durchgefiihrt. Bei allen Alignments aus mindestens vier Sequenzen wurde zudem
mit Hilfe der Bewertung durch Guidance das optimalste Alignment ausgewéhlt
(http://guidance.tau.ac.il/, Penn et al. 2010a, Penn et al. 2010b). Notwendige Kor-
rekturen, wie das Positionieren einzelner Basen zu vollstandigen Tripletts, wurden
per Hand durchgefiihrt.

Die Berechnung der Identitidt zwischen zwei Sequenzen wurden mit
den Algorithmus ,needle“ (Needleman und Wunsch 1970 und Kruskal 1983)
durch paarweisen Vergleich auf Nukleotid- oder Aminoséureebene auf der Seite
http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/ durchgefiihrt.

Die Nukleotiddiversitét pro Position 7 wurde im Programm MEGA 5 (Tamura
et al. 2007) mit der Nei-Gojobori-Methode (nach Nei und Gojobori 1986 und Nei und
Kumar 2000) berechnet. Die folgenden Parameter wurden dafiir verwendet: complete
deletion, Jukes-Cantor-Modell fiir synonyme und nichtsynonyme Polymorphismen.
Die genetische Diversitét (d, / d;) wurde mit dem Programm MEGA berech-
net. Paarweise Analyse aller Sequenzen nach Nei-Gojobori (Nei und Gojobori 1986
und Tamura et al. 2007). Parameter: complete deletion, Jukes-Cantor-Modell fiir
synonyme und nichtsynonyme Polymorphismen.

Die Fst-Werte wurden mit Hilfe von Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2005) nach
Nei und Kumar (2000), Nei und Li (1979) und Tamura et al. (2007) berechnet. Die
zugehorigen Signifikanzwerte beziehen sich auf die Nullhypothese, die von keiner
Differenzierung zwischen den Populationen ausgeht.

Genealogien wurden mit dem Programm MEGA 5 (Tamura et al. 2007)erstellt.
Fir Genealogien, die auf Basis von Aminosdure- oder Nukleotidunterschieden er-
stellt wurden, wurde die Maximum-Likelihood Methode verwendet. Genealogien
die auf Basis von synonymen Nukleotidpolymorphismen erstellt wurden, wurden
mit der Neighbor-Joining-Methode erstellt. Der Boostrap-Test wurde mit 500 Wie-
derholungen durchgefiihrt (Felsenstein 1985). Die evolutionére Distanz wurde bei
Nukleotidssequenzen nach Jukes-Cantor-Modell (Jukes und Cantor 1969) und bei
Aminoséuressequenzen nach dem JJT matrixbasierenden Modell (Jones et al. 1992)

berechnet, Liicken wurden von der Analyse ausgenommen.
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. Statistische Tests, die Erstellung von Regressionsgeraden sowie des Box-Whisker-

Blots wurden mit dem Programm PASW durchgefiihrt.

2.2.9 Berechnung von Koaleszenzzeit und effektiver

Langzeitpopulationsgrisfie

Die Zahl der pro synonymer Position akkumulierenden Polymorphismen (ds) wurden
durch den Vergleich der Gene fem, csd, Elongation factor-alpha 1, Actin, Calmodulin-
Kinase II und RNA-Polymerase II auf 0,0900 zwischen A. mellifera und A. cerana und auf
0,0927 fiir A. mellifera und A. dorsata berechnet. Hieraus kann nach der Formel dg = 2gy,
unter der Annahme einer Generationszeit (g) von einem Jahr, die Mutationsrate (1) auf
2,47 x 1072 - 1,97 x 10~° berechnet werden. Die Entstehungsrate neuer Allele u ergibt sich
aus der Divergenzzeit der Allele und der Zahl nichtsynonymer Substitutionen zwischen
den Sequenzen und betrigt 2 x 107 bis 2 x 10~7. Nach der Formel

F = \/;Tiln(u\/ 127 N)

kann die effektive historische Populationsgréfie bestimmt werden (Yokoyama und Nei
1979). F entspricht hierbei auch 1/n, wobei n die Zahl der in der Population segregieren-
den Allele ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Das multiallelische Gen complementary sex determiner

3.1.1 Analyse der Sequenzvariation des multiallelischen Gens

complementary sex determiner

Das Gen complementary sex determiner (csd), welches als allelischer Faktor die Ge-
schlechtsbestimmung in der Honigbiene initiiert, zeigt einen im genomweiten Vergleich
um das 10-13fach erh6hten Wert an Nukleotidpolymorphismen (Hasselmann und Beye
2006). Die meiste Variation findet sich im Bereich der Exons 6 und 7, die fiir die
arginin-serinreiche (RS) Doméne und die hypervariable Region (HVR) kodieren. Dies
weist darauf hin, dass das Ziel der balancierenden Selektion dieser Bereich des Gens ist,
weshalb er als potentielle Spezifizierungsdoméne (PSD) angesehen wird (Hasselmann
et al. 2008b, Abb. 11).

ATG PSD TAA
f_L_\
5 H :
1 2 3 a s 6 7 8 9

1kb

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Struktur des Gens csd aus Apis
mellifera. Die Exons sind als Késtchen dargestellt, wobei schwarz fiir die kodierenden Be-
reiche und weif} fiir die 5’- und 3’-UTR steht. Die Introns sind als Linie dargestellt. Der
gestrichelte Balken markiert den fiir die hier beschriebenen Analysen amplifizierten und se-
quenzierten Bereich. PSD = potentielle Spezifizierungsdoméne. Nach Hasselmann und Beye
(2006) und Hasselmann et al. (2008b).

Bei den bisherigen Studien wurde der Fokus auf die Analyse der Variation in den
verschiedenen Regionen des csd-Gens (Hasselmann und Beye 2006) sowie auf Vergleiche
der csd-Sequenzen verschiedener Apis-Arten gelegt (Hasselmann et al. 2008b). In der

vorliegenden Arbeit soll nun die Sequenzvariation zwischen den Allelen innerhalb der
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Apis mellifera-Population analysiert werden. Hierzu stehen Drohnen und Arbeiterinnen
zur Verfugung, die aus verschiedenen A. mellifera-Volkern weltweit gesammelt wurden.
Von der genomischen DNA dieser Individuen wurden die Exons 6-9 amplifiziert, wobei
der Anfang von Exon 6 (ca. 100 bp) fehlt (Abb. 11, 2.2.6).

Bei den Stichproben aus den USA, Australien, Israel und Brasilien handelt es sich um
Drohnen, die aus verschiedenen Volkern einer geographischen Region gesammelt wurden.
Da diese Volker stark vom Menschen beeinflusst und keine natiirlichen Subpopulationen
sind, werden die Proben anhand der Regionen, in denen sie gesammelt wurden, zusam-
mengefasst und im folgenden als Lokalitdten bezeichnet. Im Gegensatz dazu wurden
die kenianischen A. mellifera-Arbeiterinnen aus sechs natiirlichen Subpopulationen
gesammelt, welche drei Berg- und drei Savannenregionen in Kenia besiedeln. Somit
werden sie auch in dieser Arbeit als Subpopulationen bezeichnet.

Zur Identifikation beider Allele einer Arbeiterin wurden die amplifizierten Fragmente in
einen Vektor ligiert und anschlielend durch eine RFLP-Analyse unterschieden (2.2.6).
Je ein Klon wurde fiir jedes der beiden Restriktionsmuster, durch die sich die beiden
Allele einer Arbeiterin unterscheiden, ausgewéhlt und fiir die Sequenzierung verwendet.
Da Drohnen haploid sind, konnte bei ihnen das csd-Fragment direkt sequenziert werden.
Sie tragen jeweils eines der beiden Allele der Konigin. Bei den Proben aus den USA,
Australien und Brasilien standen mehrere Drohnen aus jedem Volk zur Verfiigung, so
dass meist beide Koniginnenallele nachgewiesen werden konnten. Die Unterscheidung
erfolgte ebenfalls durch eine RFLP-Analyse der csd-Amplifikate mehrerer Individuen.
Insgesamt wurden 193 csd-Fragmente sequenziert. 167 dieser Sequenzen unterschieden
sich an mindestens einer Aminosdureposition. Fiir die Sequenzanalysen wurden doppelte,
d.h. auf Aminosaureebene identische Sequenzen bei den jeweiligen untersuchten Gruppen
aussortiert (Tab. 2).

Es ist bisher nicht bekannt, welche Aminosdureunterschiede funktionell relevant sind und
fir eine neue Allelspezifitat kodieren (siehe auch 3.1.2.2). Im Folgenden wird deshalb von

Sequenzen gesprochen, sofern nicht explizit verschiedene Allelspezifitdten gemeint sind.
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Tabelle 2: Liste der verwendeten Apis mellifera-Stichproben. Angegeben ist der Sammelort,
die Zahl der verwendeten Individuen, die Anzahl der amplifizierten und sequenzierten csd-
Fragmente (Exon 6-9) sowie die Sequenzen, die sich an mindestens einer Aminosaureposition
unterscheiden.

Unterart Herkunft Zahl der Sequenzen Zahl der
Individuen pro verschiedene

Lokalitét Sequenzen

A. m. ligustica Texas, USA 12 0 12 12
A. m. ligustica North Carolina, USA 20 & 20 19
A. m. afrikanisiert Arizona, USA 12 0 11 9
A. m. ligustica Australien 17d 17 16
A. m. ligustica Israel 5d 5 5
A. m. afrikanisiert Brasilien 17d+2 9 19 18
A. m. monticola Kenia 60 Q 54 49
A. m. scutellata Kenia 60 Q 55 51

3.1.1.1 Analyse der Nukleotiddiversitit in den csd-Sequenzen der Honig-

bienenpopulation

Die Paarungsbiologie der Honigbiene (Palmer und Oldroyd 2000) impliziert, dass sich
csd-Allele in einer Population verbreiten konnen. Neu in eine Population migrierende
Allele haben zudem auf Grund ihrer Seltenheit einen selektiven Vorteil und werden durch
die balancierende Selektion erhalten. Die durchschnittliche Koaleszenzzeit, welche bisher
auf mindestens 6 Mio. Jahre berechnet wurde (Hasselmann et al. 2008b, siehe auch 3.1.4),
lasst annehmen, dass sich die Allele iiber die Zeit in der gesamten Population verteilt
haben. Bei der Stichprobe aus Kenia wird deshalb erwartet, dass sich ein vergleichbares
Mafl an genetischer Diversitdt bei den csd-Sequenzen aller Subpopulationen zeigt.
Die Honigbiene hat ihre natiirliche Verbreitung in Afrika, Europa und Zentralasien
(Whitfield et al. 2006). Von hier aus wurde sie ab dem 17. Jahrhundert nach Amerika
und spéter nach Australien gebracht. Auf Grund der langen Koaleszenzzeit der csd-Allele
ist davon auszugehen, dass sich in Amerika und Australien nur Allele aus der alten
Welt finden und keine neuen entstanden sind. Bedingt durch den Heterozygotenvorteil

und die lange Erhaltung der Allele durch die balancierende Selektion ist zu vermu-
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ten, dass der durch den Export von Honigbienenvélkern nach Amerika und Australien

verursachte genetische Flaschenhals keine Auswirkungen auf die genetische Diversitit hat.
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Abbildung 12: Genealogie der im Rahmen dieser Arbeit sequenzierten 193 csd-Fragmente
aus den weltweiten Stichproben. Die Genealogie wurde anhand der Aminosiduresequenzen
und unter Verwendung der Maximum-Likelihood-Methode und des JJT matrixbasierenden

Modells erstellt.

Eine Moglichkeit, die Verteilung der Allele in der Population zu untersuchen ist die
Erstellung einer Genealogie. In Abbildung 12 ist eine Genealogie sdmtlicher im Rah-
men dieser Arbeit sequenzierten csd-Fragmente dargestellt. Sie wurde auf Basis der
Aminosduresequenzen erstellt, da sich hier die héchsten Bootstrapwerte ergeben. Die
Bootstrapwerte liegen dennoch in der Mehrzahl der Fille unter der Signifikanzgrenze.
Lediglich Sequenzen mit sehr wenigen Nukleotidunterschieden lassen sich zuverlassig
anordnen (Bootstrapwerte > 85 %). Da Genealogien kleiner Sequenzdatensétze dhnlich
niedrige Bootstrapwerte aufweisen (Abb. 36 und 37 im Anhang) kann ausgeschlossen
werden, dass die grofle Zahl der Sequenzen die Ursache fiir die niedrigen Boostrapwerte
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ist. Vermutlich sind sie durch die grofle Variation bedingt, d.h. dass anzestrale Muster
durch neu akkumulierende Polymorphismen iiberdeckt werden, so dass Verwandtschaften
nur zwischen sehr eng verwandten Sequenzen erkannt werden kénnen. In diesen Gruppen
bestétigt sich die Annahme, dass sich die gleichen Allele auf verschiedenen Kontinenten
finden.

Zur Analyse der genetischen Diverstitdt wurde fir die Sequenzen der verschiedenen
Lokalitdten und Subpopulationen die Nukleotiddiversitit pro Position fiir nichtsyn-
onyme und synonyme Polymorphismen (7,- und 7,-Werte) im Bereich der Exons 6-9
berechnet (Tab. 3). Die Berechnung wurde firr jeden Sammelort separat durchgefiihrt.
Die kenianischen Proben stammen von sechs verschiedenen Subpopulationen, die drei
Bergregionen (Mount Kenya Forest, Nyambene Hills Forest und Mau Forest) sowie drei
Savannenregionen (Mount Kenya Savannah, Nyambene Hills Savannah und Mau Forest
Savannah) besiedeln. Fiir den Vergleich mit den weltweiten Stichproben wurden die
Proben der aus den Bergregionen stammenden A. m. monticola und der in der Savanne
verbreiteten A. m. scutellata entsprechend in die Gruppen ,Kenia Berg“ und ,Kenia
Savanne“ zusammengefasst. Fiir die Untersuchung moglicher Unterschiede der Diversitét
in den kenianischen Subpopulationen wurden 7, und 75 zudem fiir jede dieser Gruppen
separat berechnet.

Die Variation in den csd-Sequenzen fiihrt dazu, dass in einem Alignment Liicken eingefiigt
werden. Positionen, die in einem Teil der Sequenzen Liicken aufweisen, wurden fiir die
Analyse nicht verwendet. Die exakte Zahl der fiir diese und folgende Berechnungen
verwendeten Nukleotidpositionen ist in Tabelle 3 fiir die jeweiligen Gruppen angegeben.
Die HVR, die aus einer variablen Anzahl von Wiederholungen eines N; 5Y-Motivs
besteht, kann nicht vertrauenswiirdig aliniert werden. Es ist nicht méglich, ihre Variation
mit den bekannten Algorithmen zu analysieren, welche einzelne Positionen miteinander
vergleichen. Sie kann deshalb nicht in die folgenden Analysen mit einbezogen werden.
Wie erwartet variieren die 7,- und w,-Werte der weltweiten Lokalitdten wie auch der
kenianischen Subpopulationen kaum (Tab. 3). Es finden sich in keinem Fall signifikante
Unterschiede (Zweiseitiger Z-Test, P > 0,05) zwischen den einzelnen 7,- bzw. 7,-Werten.
Auch die Grofle der Stichprobe hat keinen Einfluss auf die gefundene Nukleotiddiversitét.
Selbst bei der nur aus fiinf Sequenzen bestehenden Stichprobe aus Israel finden sich keine
niedrigeren m-Werte. Grund hierfiir ist vermutlich, dass durch das hohe Mafl an Sequenz-
variation am csd-Lokus auch wenige, zufillig gewéhlte, funktionell verschiedene Allele
mit grofler Wahrscheinlichkeit ein dhnliches Mafl an genetischer Diversitdt aufweisen, wie

dies bei einer grofien Zahl an Allelen der Fall ist.
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Tabelle 3: 7,- und 7,-Werte, berechnet fiir die von den einzelnen Lokalititen und Subpo-
pulationen stammenden csd-Sequenzen. Hierfiir wurden die synonymen und nichtsynonymen
Substitutionen pro Positionen im Bereich der Exons 6-9 (ohne HVR) des csd-Gens analy-
siert (2.2.8)). Der Standardfehler ist in Klammern angegeben. Die Berechnung erfolgte zum
einen fiir die weltweiten Stichproben, zum anderen separat fiir die kenianischen Proben.

Herkunft Nukleotid- analysierte Tn T
positionen Sequenzen
Weltweite Stichproben
Texas 362 12 0,051 (£0,008) 0,060 (£0,013)
North Carolina 353 19 0,045 (+:0,008) 0,057 (0,011)
Arizona 359 9 0,043 (£0,008) 0,060 (+0,014)
Australien 353 16 0,049 (£0,008) 0,053 (£0,014)
Tsrael 365 5 0,046 (£0,009) 0,055 (=£0,016)
Brasilien 356 18 0,042 (£0,007) 0,055 (0,012)
Kenia Berg 338 49 0,058 (£0,008) 0,066 (£0,012)
Kenia Savanne 341 51 0,049 (£0,008) 0,053 (+0,013)
Kenianische Stichproben
Mount Kenya Forest 356 16 0,051 (£0,008) 0,059 (£0,014)
Mount Kenya Savannah 362 15 0,050 (£0,008) 0,049 (£0,013)
Nyambene Hills Forest 350 17 0,053 (£0,008) 0,064 (£0,012)
Nyambene Hills Savannah 359 17 0,053 (+0,008) 0,058 (+0,013)
Mau Forest 353 15 0,067 (£+0,008) 0,071 (+0,014)
Mau Forest Savannah 350 14 0,035 (+0,006) 0,053 (+0,013)
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3.1.1.2 Analyse der genetischen Differenzierung der csd-Sequenzen zwischen

den verschiedenen A. mellifera-Subpopulationen

Die kenianischen Honigbienen stammen aus drei Berg- und drei Savannenregionen. Die
Bergregionen werden von der Unterart A. m. monticola und die Savanne von A. m. scu-
tellata besiedelt (Meixner et al. 2000). Hiervon leitet sich die Frage ab, ob zwischen den
Subpopulationen eine genetische Differenzierung existiert. Es ist anzunehmen, dass sich
fiir csd keine Differenzierung zwischen den verschiedenen Subpopulationen zeigt, da sich
diese, wie schon in Abschnitt 3.1.1.1 erwahnt, durch den selektiven Vorteil neu in eine
Population migrierender Allele in der gesamten Population verbreiten. Muirhead (2001)
beschrieb fir die Allele des ebenfalls unter balancierenden Selektion stehenden S-Lokus
der Pflanzen, dass sich diese in einer ausreichend groflen Population panmiktisch verhal-
ten. Dies ist auch fiir csd anzunehmen und wird durch die in Abschnitt 3.1.1.1 berechneten
m-Werte unterstiitzt. Um auf eine mogliche genetische Differenzierung zu testen, wurde
fir die verschiedenen Subpopulationen der Fixierungsindex Kgr berechnet (Tab. 4, 2.2.8),
der ein Maf fiir die durchschnittliche genetische Differenzierung darstellt (Charlesworth
und Charlesworth 2010). Er wird anhand der Nukleotiddiversitat () in den Sequenzen
der gesamten Population (T) und der Subpopulation (S) berechnet.
Ker = T 7S
T

Die dazugehorigen Signifikanzwerte finden sich in Tabelle 5. Die zugrundeliegende
Nullhypothese bezieht sich auf die Annahme, dass es keine genetische Differenzierung
zwischen den Subpopulationen gibt. Die in Tabelle 4 mit einem Sternchen markierten
Werte weichen signifikant von null ab, d.h. die csd-Sequenzen der beiden verglichenen
Subpopulationen zeigen eine Differenzierung voneinander (P < 0,05, nicht-parametrischer
Permutationstest).

Entgegen der Erwartung zeigt sich fiir die csd-Sequenzen der aus Mau Forest Savannah
stammenden A. m. scutellata-Subpopulationen eine genetische Differenzierung zu den
anderen Subpopulationen. Zudem findet sich ein signifikanter Unterschied zwischen
Mount Kenya Forest und Mau Forest (P < 0,05). Der Fixierungsindex wurde nicht fiir
die weltweiten Lokalitdten berechnet, da zwischen den verschiedenen Kontinenten kein

natiirlicher Genfluss moglich ist.
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3.1.2 Struktur und Evolution der hypervariablen Region von csd

Die hypervariable Region von csd besteht aus einer zwischen den verschiedenen Allelen
sehr unterschiedlichen Zahl von Wiederholungen eines N;_5Y-Motivs. Sie variiert stark in
ihrer Lange und Nukleotidkomposition (Abb. 13). Hasselmann et al. (2008b) postulierten,

dass sie entscheidend zur Allelspezifitat beitragt.

HVR
I I
N87-I-1 SLSNNYNYN~~~nvavamvavmvvamvvmv v v v mvn s O
B 65-1 SLSNNYNYNNY~~va~~vavavmvva v v mvnm v amnn o [
N58-II-4 SLSNNYNYKYNNS~~~~vaamaaammmmmnaaaannnn KK
1-2 SLSNNYNY SNYNNNY~~vam~vamvnvmv v v mv v mvn v O
N41-II-7 SLSNNTIHNNNNYNNNYN~~~ansnnmaaaaan s~ KK
N65-I-6 SLSNKTITHNNNYNNNYNNNC~~~vavavnamva v an e K
B 71-2 SLSNNYNYNNNNYKYNYNNYN~~va~vavnamvamna s K
N58-I-8 SLSNNYNYNNNNYNYKYNYNNNY~~avn v o mna~a KO
1-3 SLSNNYNYNNNNYNKYNYNNYNTNY~~va v e aa o K
N97-I-3 SLSNKTIHNNNNY KYNYNNYNNNYNNY~~~ o ana o K
N27-II-2 SLSNNYKYSNYNNYNNYNNNYNNNYNNNY~~an s~~~ KK
16 SLSNKTIHNNNNY KYNYNNNYNNNNYNNNNY ~~a o KK
S1-3 SLSNKTITHNNNNYNNNYNNYNNNYKYNNYNNY~~~ o KK
N76-II-10 SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNNYNNNYNYNNNC~-~~KK
N37-I-3 SLSNNYKY SNYNNYNNNYNNYNNNYNNYNNNYNNNY KK

Abbildung 13: Exemplarische Darstellung einiger ausgewéihlter HVR-Aminosduresequen-
zen verschiedener Allele des csd-Gens aus A. mellifera.

3.1.2.1 Die Linge der hypervariablen Region korreliert nicht mit dem Alter
der csd-Allele

Die Lénge der hypervariablen Region variiert bei den bislang analysierten csd-Sequenzen
zwischen fiinf und 32 Aminosiduren. Eine Hypothese ist, dass die Linge der HVR mit dem
Alter eines Allels assoziiert ist, d.h. dass beispielsweise alte Allele eine langere HVR haben
als junge. Um dies zu iiberpriifen wurden die Sequenzen abhingig von der Lénge ihrer
hypervariablen Region (5-13 AS, 14-23 AS, 24-32 AS) in drei Gruppen unterteilt. Fiir jede
dieser Gruppen wurde im sequenzierten Bereich der Exons 6-9 (ohne HVR) die Nukleotid-
diversitat pro Position fiir die synonymen Polymorphismen (7,-Werte) berechnet (2.2.8),

welche als neutral gelten und daher ein Maf fiir das Alter einer Sequenz sind. In Tabelle 6
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sind diese sowie zum Vergleich die Werte fiir die nichtsynonymen Polymorphismen (7y,)
dargestellt.

Tabelle 6: Nukleotiddiversitat pro Position fiir synonyme (75) und nichtsynonyme ()
Polymorphismen im kodierenden Bereich der Exons 6-9 der sequenzierten csd-Sequenzen
(2.2.8). Die Sequenzen wurden fiir die Analyse abhéingig von der Lange ihrer HVR in drei
Gruppen unterteilt.

Zahl der
HVR-Lénge (AS) analysierten s Tn
Sequenzen
5-13 36 0,069 (+0,012) 0,070 (£0,009)
14-23 104 0,069 (+0,012) 0,072 (£0,009)
24-32 25 0,056 (+0,011) 0,070 (£0,008)

Die Werte fiir die verschiedenen Gruppen in Tabelle 6 weichen nicht signifikant vonein-
ander ab (P > 0,05; zweiseitiger Z-Test). Es ist somit nicht davon auszugehen, dass die
Lange der HVR mit dem Alter der Sequenzen Kkorreliert.

Abbildung 14 zeigt eine grafische Darstellung der Verteilung der paarweisen m,-Werte

zwischen den Sequenzen innerhalb der drei Gruppen.

0,25+
0,20+ 8
° 8
: o
-]
0,15+ g i
paarweise 8
ns-Werte -1
0,10+ T
0,05+
0,00 —4 J» -4
5-13 AS 14-23 AS 24-32 AS

Abbildung 14: Grafische Darstellung der Verteilung der paarweisen m¢-Werte. Die Sequen-
zen wurden fiir die Analyse abhingig von der Lange ihrer HVR in drei Gruppen unterteilt.
Die Berechnung der 75-Werte erfolgte mit MEGA, paarweise Vergleich der Sequenzen nach
Nei-Gojobori (Nei und Gojobori 1986). Die Box-Whisker-Plots wurden mit Hilfe von PASW
erstellt. Alle drei Mittelwerte weichen signifikant voneinander ab (P < 0,001; ANOVA nach
Kruskal-Wallis).
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Die Mittelwerte der drei Gruppen weichen signifikant voneinander ab (jeweils P < 0,001;
einfaktorielle ANOVA nach Kruskal-Wallis). Die hohe Signifikanz liegt wahrscheinlich in
der groflen Anzahl an Datenpunkten begrindet, die sich aus dem paarweisen Vergleich
aller Sequenzen innerhalb einer Gruppe ergeben und stellen somit vermutlich ein Artefakt
da. Die Sequenzen mit einer HVR mittlerer Lange weisen den hochsten 7,-Wert auf. Bei
einer Korrelation zwischen dem Alter der Sequenzen und der Lénge der HVR wiirde

jedoch eine Linearitat erwartet.

3.1.2.2 Die hypervariable Region evolviert unabhingig von den angrenzen-

den Genregionen

Die repetitive und in ihrer Lénge stark variierende Struktur der hypervariablen Region
(Abb. 15) zeigt Ahnlichkeit mit Mikrosatelliten. Fiir diese wird beschrieben, dass sie
nicht nur durch die Mutation einzelner Basen evolvieren, sondern zudem haufig einzelne
oder mehrere Kodons dupliziert oder deletiert werden (Kruglyak et al. 1998).

HVR
I
B 71-2 TCTTTATCGAACAATTACAATTATAATAATAATAATTATARATACAATTATAATAATTATAAT AARAAATTA
A7 TCTTTATCGAATAATTACAATTATAGCAAT TATAATAATTATAATAATAATAATTATAATAAT AATTATAATAATTATAATAATTAT ~vVr v, AARRARTTA
N16-II-4 TCTTTATCGAACAATACAATACATAATAATAATAATTATAAATATAATTATAATAATAATTATAATAATTATAATAATTATAATAAT v~~~ AAAAAATTA
16 TCTTTATCGAACAAGACAATACATAATAATAATAATTATAAATATAATTATAATAATAATTATAATAAT AATAATTATAATAATAATAATTATAAAAAATTA
D1 TCTTTATCGAACAATACAATACATAATAATAATAATTATAATAATTATAATAAT AARAAATTA
D6 TCCTTATCGAACAATTACAAATATAGCAAT TATAATAATTATAATAATAATTATAATAATAAT TATAAT AATAATTATAATAATAATTAT~~~AAAAAATTA

Abbildung 15: Alignment der Nukleotidsequenzen der hypervariablen Region am Beispiel
von sechs csd-Sequenzen aus A. mellifera.

Diese strukturelle Ahnlichkeit hat die Hypothese aufgebracht, dass die HVR auf vergleich-
bare Weise evolviert wie dies fiir Mikrosatelliten beschreiben ist. Um dies zu untersuchen
wurde die hypervariable Region von Sequenzen verglichen, die im sequenzierten Bereich
auBerhalb der HVR keine Nukleotidpolymorphismen aufweisen (7r = 0). Hierbei wurden
Sequenzen gefunden, die trotz eines 7-Werts von null deutliche Unterschiede in der HVR
aufweisen (Abb. 16).

Anhand der in Abbildung 16 dargestellten HVR-Sequenzen, welche m-Werte von null auf-
weisen, zeigt sich, dass durch Duplikationen, Insertionen oder Deletionen von Sequenz-
motiven innerhalb kurzer Zeit Verdnderungen in der HVR geschehen kénnen. Da nicht

bekannt ist, welche Unterschiede notwendig sind, damit ein Allel mit einer neuen Spezi-
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fitdt entsteht, ist nicht klar, ob es sich beispielsweise bei den Allelen H3-1 und H4-1 schon

um funktionell verschiedene Allele handelt oder nicht.

L5 SLSDKTIHNNNNYKYNYNNNNNNYS

B71-3 SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNNNNY S

9-1 SLSNKTIHNNNNYNNNNYNNYNNNYNNY

17-2 SLSNKTIHNNNNYNNNNYNNYNNNNYNNY

H3-1 SLSNKTIHNNNNYKNYNNY

H4-1 SLSNKTIHNNNNYKNYNNYKNYNNY KNYNNY
N73-1I-4 SLSNKTIHNNNNYNNNYNNNYNNY

N106-1-1 SLSNKTIHNNNNYNNNYNNNYNNYNNY

34-2 SLSNNYKYSNYNNYNNNYNNYDNNYNNNY

6-2 SLSNNYKYSNYNNYNNNYNNYNNYNNNYNNNY
B22-1 SLSNNYKYSNYNNYNNNYNNYNNYNNYNNNYNNNY
N37-1-3 SLSNNYKYSNYNNYNNNYNNYNNNYNNYNNNYNNNY
B153-4 SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNNYNNNNY
34-3 SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNHNY NNNNYNNNNY
H4-2 SLSNNYKNYNNYNNYNNNNYNYN

H5-3 SLSNNYKYSNYNNYNNYN

B68-4 SLSNKTIHNNNNYNNNYNNYNNY

S1-3 SLSNKTIHNNNNYNNNYNNYNNNYKYNNYNNY

Abbildung 16: Darstellung der HVR-Sequenzen (Aminoséuren) von Allelen, die ledig-
lich in der HVR, jedoch nicht im sequenzierten Bereich der Exons 6-9 Sequenzunterschiede
aufweisen. Durch farbige Striche sind duplizierte und inserierte bzw. in der jeweils anderen
Sequenz deletierte Bereiche markiert. Mit Pfeilen sind Basensubstitutionen oder -insertionen
gekennzeichnet.

Es finden sich jedoch auch Sequenzen mit identischer HVR und Unterschieden in den
benachbarten Regionen. Beispielsweise weisen die beiden Allele 17-7 und H7-3, welche
eine identische HVR-Sequenz haben, einen d,-Wert von 0,036 und einen d,-Wert von
0,028 auf. Zwischen N34-II-4 und N87-II-3 ist der d,-Wert 0,036 und d; 0,069, die
HVR-Sequenz jedoch ebenfalls identisch.

Es zeigt sich somit, dass die HVR unabhéngig vom umliegenden Sequenzbereich evolviert.

Da duplizierte Bereiche auch ebenso wieder deletiert werden koénnen, ist es moglich,
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dass Unterschiede in der HVR der zuvor genannten Sequenzen lediglich nicht mehr
zu erkennen sind. Dies wiirde bedeuten, dass die HVR nicht nur unabhéngig, sondern

moglicherweise auch deutlich schneller als die umliegenden Bereiche evolviert.

3.1.3 Berechnung der in der A. mellifera-Population représentierten Zahl

an csd-Allelen

Bisher ist die Frage nach der Zahl der in der gesamten A. mellifera-Population segregie-
renden csd-Allele nicht eindeutig geklart. Laidlaw et al. (1956) schatzen die Zahl auf 9-11
Allele, Adams et al. (1977) ging von 19 Allelen aus und 2008 wurde von Hasselmann et
al. die Existenz von 14 Allelen nachgewiesen. Diese Berechnungen wurden bisher jeweils
nur an einzelnen Regionen durchgefiihrt. Mit dem im Rahmen dieser Arbeit erstellten
csd-Sequenzdatensatz ist es zum ersten Mal moglich, diese Frage anhand einer grofieren
Zahl von Stichproben aus verschiedenen Regionen der Welt zu beantworten. Es zeigt sich,
dass sich an den verschiedenen Lokalitdten und Subpopulationen deutlich unterschiedli-
che Spektren an Allelen finden. Dies deutet darauf hin, dass in den einzelnen Regionen
nur ein Teil der weltweit vorhandenen représentiert sind und somit von der Analyse einer
Lokalitét keine Riickschliisse auf die in der gesamten Honigbienenpopulation vorhandenen
Allele gezogen werden kénnen.

Um die Zahl der csd-Allele exakt bestimmen zu konnen, ist es notwendig, den Unter-
schied zwischen Allelen, d.h. funktionell verschiedenen Sequenzen, und den funktionell
identischen Replikaten zu kennen. Bisher ist nicht bekannt, welche Polymorphismen zur
Allelspezifitdt beitragen und welche funktionell neutral sind und sich auf Grund des
Hitchhiking-Effekts durch die auf csd wirkende balancierende Selektion akkumuliert ha-
ben.

Bei einem Grofiteil der fiir diese Arbeit verwendeten Arbeiterinnen war es moglich, beide
csd-Allele zu sequenzieren. Zudem standen (mit Ausnahme der israelischen Stichprobe)
immer mehrere Drohnen aus den verschiedenen Volkern zu Verfiigung. Soweit es gelang
beide von der Konigin vererbten und in den Drohnen ihres Volks représentierten Allele zu
identifizieren, stehen auch diese Allelpaare zur Verfiigung. Insgesamt konnten so 78 Allel-
paare sequenziert werden, die Informationen dariiber liefern konnen, welche Unterschiede
notwendig sind, um eine neue Allelspezifitdt zu determinieren. Besonderer Fokus wird
hierbei auf die hypervariable Region gelegt, von der angenommen wird, dass sie entschei-
dend zur Allelspezifitdt beitrdgt (Hasselmann et al. (2008b)). Die Aminosduresequenzen

der hypervariablen Regionen dieser Paare sind im Anhang im Abschnitt 6.1 aufgelistet.
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Alle 78 Allelpaare weisen in ihrer HVR deutliche Sequenzunterschiede sowie mindestens
eine Aminosidure Langenunterschied auf. Ein Anhaltspunkt fir ein Kriterium, nach wel-
chem funktionell verschiedene Sequenzen unterschieden werden kénnen, ist ein Allelpaar,
das bei nur einer Aminosédure Langendifferenz sechs Unterschiede in der Sequenzkompo-
sition aufweist (2-2 und 2-5, 6.1). Es gibt auch Hinweise darauf, dass die hypervariablen
Regionen zweier Allele gleich lang sein kénnen (C. Seelmann, pers. Mitteilung). In diesem
Fall finden sich in der HVR elf Aminosaureunterschiede. Bisher nicht bekannt ist, ob es
sich hierbei um das mogliche Minimum an Unterschieden handelt. Geht man davon aus,
dass die HVR-Sequenzen von Allelen sich in der Lénge oder aber an mindestens sechs
bis elf Aminosédurepositionen unterscheiden miissen, und wendet dieses Kriterium auf den
gesamten hier analysierten Datensatz an, so finden sich 50-90 Allele, die zueinander die
entsprechenden Unterschiede aufweisen. Auch wenn es sich dabei nur um eine ungeféhre
Annahme handelt, zeigt es, dass die Zahl der Allele deutlich héher zu sein scheint, als
bisher in der Literatur angenommen.

Ein weiteres Kriterium sind die nichtsynonymen Polymorphismen in der potentiellen Spe-
zifizierungsdoméne (PSD). Hierfiir wurde 7, und 7, in der PSD (Exons 6 und 7) fiir jedes
Allelpaar berechnet (ohne HVR, 6.1). Dabei zeigte sich, dass junge Allelpaare, d.h. Allel-
paare mit niedrigem m,-Wert, eine im Vergleich zu alteren Allelen deutlich erhohte Rate
an nichtsynonymen zu synonymen Substitutionen haben (Abb. 17). Dies deutet darauf
hin, dass es in neu entstandenen Allelen im Vergleich zu alten eine hohere evolutiondre
Rate gibt. Die Tatsache, dass diese nichtsynonymen Substitutionen in der PSD schnell
fixiert wurden, ist ein Hinweis darauf, dass sie funktionell relevant sind und zusatzlich zu
den Unterschieden in der HVR zur Allelspezifitdt beitragen.

Der niedrigste m,-Wert zwischen den potentiellen Spezifizierungsdoménen (PSD) findet
sich mit 0,025 (= 4 Aminosaureunterschieden) bei dem Allelpaar NO1-II (6.1). Betrach-
tet man dies als niedrigsten moglichen 7,-Wert zwischen zwei Allelen und wendet dieses
Kriterium auf den gesamten Datensatz an, so finden sich im gesamten Sequenzdatensatz
59 Allele, die zueinander mindestens einen 7,-Wert von 0,025 aufweisen und zwischen
deren hypervariablen Regionen sich mindestens sechs Aminorsdureunterschiede finden.
Diese Zahl ist ebenfalls deutlich hoher als die in der Literatur postulierten Allelzahlen.
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150 | * * M/ s =-6,4x 15+ 1,6
R?=0,31; P<0,001

Abbildung 17: Verhiltnis von 7, zu 7, in Abhéingigkeit zu den 7,-Werten der 78 Allel-
paare. Es zeigt sich eine lineare Regression ( 7,/7ms = -6,4 x 75 + 1,6) mit einem Regres-
sionskoeffizient von R? = 0,31. Die Regressionsgerade zeigt einen hoch signifikanten Trend
(P < 0,001). Junge Allele (niedriger m,-Wert) weisen ein hoheres 7, /7s-Verhéltnis auf als
Allelpaare mit héherem 74,-Wert.

3.1.4 Neue Berechnung der Koaleszenzzeit der csd-Allele

Allele eines Gens, das unter balancierender Selektion steht, haben im Vergleich zu neu-
tralen Loci eine deutlich lingere Koaleszenzzeit (Takahata 1990). Fiir csd-Allele wurde
die durchschnittliche Koaleszenzzeit innerhalb dreier Apis-Arten von Hasselmann et al.
(2008b) auf ungefahr 6 Mio. Jahre berechnet. Diese Kalkulation basierte auf der durch-
schnittlichen synonymen Divergenz zwischen A. mellifera und A. dorsata unter Verwen-
dung der molekularen Uhr. Diese wurde unter anderem anhand der Divergenzzeitpunkte
zwischen A. mellifera und A. cerana vor 6 - 8 und A. dorsata vor 10 Mio. Jahren berechnet.
In der 2010 erschienen Publikation von Ramirez et al. wurden die Divergenzzeitpunkte
erneut bestimmt. In der Studie wurde postuliert, dass die Aufspaltung zwischen A. melli-
fera und A. cerana schon vor 18,2 Mio. Jahre stattfand und sich A. dorsata vor 23,5 Mio.
Jahre von der Linie der beiden anderen Apis-Arten trennte. Zudem stehen mittlerwei-
le zusétzliche Sequenzinformationen weiterer Referenzgene aus den drei Apis-Arten zur
Verfiigung (2.2.9), welche eine exaktere Bestimmung der pro Position akkumulierenden
synonymen Polymorphismen (d;) zwischen A. mellifera und A. cerana bzw A. dorsata
ermoglichen (Am-Ac: d, = 0,09, Am-Ad: d; = 0,0927). Auf Basis dieser verdnderten Pa-
rameter wurde die genomische Mutationsrate (1) erneut bestimmt (2.2.9). Sie betrigt
unter Verwendung der A. mellifera- und A. cerana-Daten 2,47 x 10 ° und unter Ver-
wendung der A. mellifera- und A. dorsata-Daten 1,97 x 107° (2.2.9). Zwischen den Ad-
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und Am-csd-Sequenzen (2.1.6, 3.1.1.1) wurde ein d,-Wert von 0,071 berechnet, woraus
sich mit den verdnderten Parametern eine durchschnittliche Koaleszenzzeit von 14,2 -
17,8 Mio. Jahren ergibt. Zwar liegen diese Werte deutlich iiber der in Hasselmann et al.
(2008b) postulierten durchschnittlichen Koaleszenzzeit von 6 Mio. Jahren, im Verhéltnis
zum Divergenzzeitpunkt ist der Wert jedoch gleich geblieben. Fiir die csd-Allele von Apis
mellifera ergibt sich bei einem 7,-Wert von 0,064 eine durchschnittliche Koaleszenzzeit
von 13 - 16,2 Mio. Jahren. Der hochste m,-Wert liegt fiir Am-csd bei 0,24, woraus sich ein
Hochstalter von 48 - 61 Mio. Jahren fiir die Allele errechnet.

Die Zahl der in einer Population segregierenden Allele steht in Abhénigigkeit zur effekti-
ven historischen Populationsgrofie (N.) und der Entstehungsrate neuer Allele, welche sich
aus der Mutationsrate (1;) und der Anzahl an nichtsynonymen Positionen in der PSD des
csd-Gens ergibt. Die Entstehungsrate (u) wurde mit 2 x 107 bis 2 x 10~ Allele pro Gen
und pro Jahr bestimmt (2.2.9). Hieraus errechnet sich bei einer Zahl von 50 - 90 Alle-
len eine effektive historische Populationsgrofie (Ne) zwischen 12.368 und 41.929 (Tab. 7,
2.2.9).

Tabelle 7: Parameter fiir die Berechnung der durchschnittlichen Koaleszenzzeit (Tj) der
csd-Allele (2.2.9).

| Entstehungsrate u | Allelzahl n | Populationsgréie N, |

2x10°° 50 12.368
90 36.762
2x10°7 50 13.971
90 41.929
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3.2 Das Gen complementary sex determiner existiert auch in

der asiatischen Zwerghonigbiene Apis florea

Fiir die asiatische Zwerghonigbiene Apis florea kann die Existenz des Gens complementary
sex determiner, welches in den Apis-Arten A. mellifera, A. cerana und A. dorsata bekannt
ist, ebenfalls postuliert werden. Grundlage hierfiir ist die Berechnung, dass csd zwar nach
der Aufspaltung der Gattungen der stachellosen Bienen, Hummeln und Honigbienen, je-
doch vor der Aufspaltung der verschiedenen Apis-Arten entstanden ist (Hasselmann et al.
2008a). Die Existenz von csd konnte in A. florea bisher jedoch nicht nachgewiesen werden.
In vorangegangenen Arbeiten wurde feminizer von A. florea sequenziert (M. Hasselmann,
unveroffentl. Daten; 6.3.1), wobei sich zusétzliche, zu fem variierende Sequenzstiicke fan-
den. Ausgehend von diesen konnte zunéchst ein weiteres von fem abweichendes Sequenz-
fragment amplifiziert und die cDNA-Sequenz anschlieSend mittels 5’- und 3’-RACE-PCR
vervollstandigt werden (2.2.7.1). Die Sequenz ist im Anhang unter 6.2.1 dargestellt. Das
sequenzierte Gen zeigt deutliche Homologien zu csd in den anderen Apis-Arten, so dass
davon ausgegangen wird, dass es sich hierbei um csd der asiatischen Zwerghonigbiene
A. florea handelt.

Im Anhang ist unter 6.2.2 ein Alignment der csd-Sequenzen aus den vier untersuchten
Apis-Arten A. florea, A. mellifera, A. cerana und A. dorsata dargestellt. In Abbildung 18
ist eine Genealogie der csd-Sequenzen der vier Apis-Arten und von fem von Apis und
weiteren Hymenopteren gezeigt. Dort gruppiert sich Af-csd zu den csd-Sequenzen der
anderen Apis-Arten.

Ein Abgleich mit der Genomsequenz (GenBank-Nummer AAEKZ00000000.1 auf NCBI)
von A. florea ermoglichte die Analyse der Genstruktur von Af-csd sowie auch Af-fem. Die
Genomsequenzen liegen bisher als teilweise assemblierte Konsensussequenzen (Contigs)
vor und wurden noch nicht annotiert. Es wurde ein Contig gefunden, auf dem beide Gene
lokalisiert sind. Wéhrend Am-fem 12 kb strangaufwérts von Am-csd liegt (Hasselmann
et al. 2008a), betragt die Distanz zwischen den beiden Genen in A. florea lediglich
ca. 3,5 kb. Die Exon-Intron-Struktur stimmt bei c¢sd und fem von A. florea und A.
mellifera iiberein (Abb. 19, auch Abb. 5 und 11). Lange und Sequenz der intronischen
Bereiche unterscheiden sich dagegen stark. Weitere fem- oder csd-ahnliche Sequenzen
fanden sich in der Genomsequenz von A. florea nicht. Auch bei einem Abgleich der csd-
und fem-Sequenzen mit A. florea-Transkriptomdaten in der NCBI-Datenbank fanden

sich keine weiteren csd- oder fem-dhnlichen Sequenzen.
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66 A. dorsata csd

99 A. ceranacsd

84

A. mellifera csd

A. florea csd

A. florea fem

51 A. ceranafem

35 A. mellifera fem

Tk A clorsata fem

100 B. terrestris fem

M. compressipes fem

100

E. hemichlora fem

Abbildung 18: Genealogie auf Basis der Nukleotidsubstitutionen der csd- und fem-
Sequenzen aus A. mellifera, A. cerana, A. dorsata und A. florea sowie fem aus B. terrestris,
M. compressipes und E. hemichlora nach der Maximum-Likelihood-Methode. Die Astlingen
stellen die Anzahl an Nukleotidsubstitutionen pro Position dar, die auf Basis des Tamura-
Nei-Modells berechnet wurden. Die Bootstrap-Werte (500 Wiederholungen) sind an den
inneren Asten angegeben. Die Lénge der Aste entspricht den Nukleotidsubstitutionen pro
Position.

ATG TAA
s = H H—H | -
(1 2 3 45 67 89 10
ATG TAA
Afcsd s [%h—l H Illh ¥
1 2 3 45 67 8 9

1kb

Abbildung 19: Struktur des Af-csd-Gens und der in der weiblichen Spleifiform von Af-fem
vorhandenen Exons in 5’-3’-Richtung. Exons sind als Késtchen, Introns als Linie dargestellt.
Die Position und Gréfie der ménnchenspezifischen Exons in fem sind bisher nicht bekannt.
Zudem fehlt in fem Sequenzinformation iiber die 5-terminale untranslatierte Region (5-
UTR), ein vermutetes Exon ist angedeutet. fem ist ca. 7 kb gro8}, csd 8,7 kb. fem liegt im
Genom der Zwerghonigbiene A. florea ca. 3,5 kb strangaufwérts von csd.
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Af-csd besteht wie Am-csd aus neun Exons, das Startkodon befindet sich in Exon 2, das
Stoppkodon in Exon 9. Von Af-fem wurde die 5-UTR nicht sequenziert, weshalb die
Zahl der Exons nicht vollstdndig bestimmt werden kann. Ein Vergleich mit der Struktur
von Am-fem, die im bekannten Genbereich iibereinstimmt, l4sst vermuten, dass noch ein
weiteres Exon am 5’-Ende existiert. Somit wiirde das weibliche Af-fem aus zehn Exons
bestehen, von denen Exon 2 das Start- und Exon 10 das Stoppkodon enthalt.

Bei den Apis-Arten A. mellifera, A. cerana und A. dorsata findet sich in csd ein hohes
MafBl an Sequenzvariation (Hasselmann et al. 2008b). Um zu testen, ob sich im csd-Gen
von A. florea ein dhnliches Maf3 an Variation findet, wurden aus der genomischen DNA
von zwanzig Arbeiterinnen die Exons 6-9 amplifiziert und sequenziert (2.2.7.1 und 2.2.6).
Diese Arbeiterinnen wurden aus einem A. florea-Volk in Thailand gesammelt. Dies be-
deutet, dass alle Individuen von der gleichen Konigin abstammen und somit eines der
beiden von ihr vererbten Allele tragen (Koniginnenallele) sowie ein vom Vater stammen-
des Drohnenallel, das eine andere Spezifitét hat. Auch bei A. florea paart sich die Kénigin
mit mehreren Drohnen (Palmer und Oldroyd 2001), so dass davon auszugehen ist, dass in
einem Volk mehrere Drohnenallele repréasentiert sind. Insgesamt konnten elf in ihrer HVR
variierende Sequenzen identifiziert werden (Abb. 20). Dabei zeigte sich, dass sich die fiir
csd charakteristische HVR in A. florea im Vergleich zu den anderen Apis-Arten deutlich
unterscheidet. Wahrend dort die HVR aus Wiederholungen eines N;_5Y-Motivs besteht,
dem in A. cerana und A. dorsata (KHYN);_,KH-Motive folgen (Hasselmann et al. 2008b),
besteht die HVR in A. florea fast ausschlieflich aus Asparagin (N), unterbrochen durch
ein bis zwei Serine (S) sowie einem Tyrosin (Y) am Beginn einiger Sequenzen (Abb. 20).
Lediglich in einer der elf Sequenzen findet sich zusétzlich ein einzelnes Histidin (H, Se-
quenz 21-4) und in einer weiteren ein Isoleucin (I, Sequenz 1-9). Die Lange der HVR der
gefundenen Sequenzen variiert um bis zu 18 Aminosduren. Vergleichend dazu wurden in
A. mellifera bisher bis zu 27 Aminosiuren Langenunterschied zwischen den hypervariablen
Regionen der verschiedenen Sequenzen gefunden.

Von sechs Arbeiterinnen konnten beide csd-Allele sequenziert werden. Zudem konnten
die beiden Koniginnenallele des Volks identifiziert werden (K1 und K2, Abb. 21). Ein
erster Test, ob in Af-csd eine dhnliche Nukleotiddiversitat vorhanden ist wie in Am-csd,
soll anhand dieser sieben Allele durchgefiihrt werden. In Tabelle 8 sind die 7,- und ,-
Werte der Exons 6-9 dargestellt, die fiir die jeweiligen Allelpaare berechnet wurden. In

Abbildung 21 sind die HVR-Sequenzen dieser Paare gezeigt.
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Abbildung 20: Hypervariable Region von csd-Allelen aus verschiedenen A. florea-

Individuen.
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fiziert werden und stellen ebenfalls ein Allel-
paar da.

Die Diversitédt zwischen den funktionell verschiedenen Allelpaaren ist in A. florea deutlich

geringer als in A. mellifera. Alle m,- und 7,-Werte von Af-csd befinden sich unterhalb

des niedrigsten fiir ein A. mellifera-Allelpaar gefundenen Werts (7, und 74 jeweils 0,021).

Auch im Durchschnitt liegen sie deutlich unter den Werten von A. mellifera: m,: 0,010
(Af-csd) zu 0,048 (Am-csd), 75 0,001 (Af-csd) zu 0,057 (Am-csd). Die hypervariablen

Regionen der Allelpaare zeigen in jedem Fall Langenunterschiede. Zudem ist die Position
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der einzelnen Serine (S) innerhalb des Poly-N-Bereichs der HVR zwischen den beiden
Allelen in allen sieben Fallen unterschiedlich.

Ein direkter Vergleich der Diversitdt zwischen den csd-Sequenzen der A. florea- und
A. mellifera-Population ist auf Grund der unterschiedlichen Stichproben nicht méglich.
Wihrend die A. florea-Proben aus einem Volk stammen, wurden die A. mellifera-Proben
aus vielen verschiedenen Volkern gesammelt. Zum Vergleich der Diversitdt in den
beiden Arten ist es notwendig, vergleichbare Stichproben zu erheben, die dann mit
einem Rangsummentest iiberpriift werden kénnen. Fiir diese Stichproben wurden immer
vier Sequenzen von zwei Arbeiterinnen des gleichen Volks verwendet und die w-Werte
berechnet. Bei den A. florea-Proben wurden 7, und 7, jeweils fiir zwei Allelpaare aus
Tabelle 8 berechnet. Die hierbei berechneten Werte sind in Tabelle 9 dargestellt. Fiir
A. mellifera stehen aus Kenia die Sequenzen von jeweils zwei aus dem gleichen Volk
stammenden Arbeiterinnen zur Verfiigung. Es wurden die Sequenzen der zwei Arbeiter-
innen eines Volkes verglichen, bei denen alle vier Allele sequenziert werden konnten
(Tab. 10). So koénnen die 7,- und m,-Werte, die jeweils zwischen zwei Arbeiterinnen
eines Volkes berechnet wurden, zwischen A. florea und A. mellifera verglichen werden.
Der Unterschied zwischen der Diversitit in beiden Arten ist signifikant (P < 0,001,
zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test). Auch in diesem Vergleich zeigte sich, dass die
Diversitat zwischen den csd-Allelen von A. florea deutlich niedriger ist als zwischen den
csd-Allelen von A. mellifera.

Tabelle 9: 7,- und 7,-Werte zwischen den csd-Allelen (Bereich Exon 6-9) jeweils zweier
A. florea-Arbeiterinnen.

A2 A4 AT A8 A1l
7T'n, 7TS 7Tn 7T8 7T'n 7Ts 7T'n 7T8 7T'n, 7TS
A4 [0011 0,004
A7 |0,009 0,000 0,006 0,004
A8 |0,010 0,000 0,007 0,004 0,001 0,000
A11|0,014 0,004 0011 0009 0,006 0,004 0,007 0,004
A 170,011 0,000 0,008 0,004 0,003 0,000 0,004 0,000 0,008 0,004
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Tabelle 10: 7,- und 7,-Werte zwischen den csd-Allelen (Bereich Exon 6-9) von je zwei
aus dem gleichen Volk stammenden A. mellifera-Arbeiterinnen. Samtliche hier verwendeten
Proben stammen aus Kenia.

Volk 7, g Volk Tn Mg

NO1 0,048 0,059 N48 0,057 0,056
N04 0,036 0,061 N58 0,046 0,042
NO06 0,046 0,057 N62 0,053 0,061
N14 0,037 0,038 N76 0,063 0,078
N16 0,028 0,053 N87 0,046 0,049
N20 0,028 0,053 N90 0,056 0,047
N25 0,034 0,055 N95 0,025 0,037
N27 0,045 0,061 N98 0,029 0,056
N34 0,077 0,072 N106 0,043 0,061

N41 0,049 0,057

Dass sich im csd-Gen von A. florea im Vergleich zu Am-csd so wenige Polymorphismen
akkumuliert haben, deutet darauf hin, dass die Af-csd-Allele noch sehr jung sind. Das Al-
ter eines Allels kann anhand der Mutationsrate und der synonymen Polymorphismen (7,)
berechnet werden. Fiir A. florea ist die Mutationsrate noch nicht bekannt, doch in der
Annahme, dass diese dhnlich ist wie in den anderen Apis-Arten (1,97 x 1072-2,47 x 109,
3.1.4), errechnet sich fiir die Af-csd-Allele ein durchschnittliches Alter von 404.858 bis
507.641 Jahren (Hochstalter 2,2-2,8 Mio. Jahre). Das Alter der Af-csd-Allele ist somit
deutlich niedriger als das der Am-csd-Allele (13 - 16 Mio. Jahre, 3.1.4).

Die niedrige genetische Diversitat und das junge Alter entsprechen nicht der Erwartung,
unter der Annahme, dass Af-csd wie die csd-Gene der anderen drei Apis-Arten unter
balancierender Selektion steht. Um dies zu testen, soll die Variation innerhalb des Af-
csd-Gens getestet werden. Hasselmann et al. (2008b) zeigten, dass in den csd-Genen von
A. mellifera, A. cerana und A. dorsata das Maf3 der Sequenzvariation innerhalb des Gens
schwankt. Die hochste Variation findet sich in den Exons 6 und 7, was bedeutet, dass
diese Region das Ziel der balancierenden Selektion ist. Wirkt sie auch auf Af-csd, so ware
zu erwarten, dass sich hier ebenfalls Unterschiede in der Variation innerhalb des Gens
finden. Um diese detektieren zu kénnen, wurden zusatzlich zum Bereich der Exons 6-9 die
Exons 2-3 aus acht Arbeiterinnen sequenziert. Durch den Vergleich der 7m-Werte der zwei
Bereiche (Tab. 11) konnen Unterschiede in der Nukleotiddiversitdt innerhalb des Gens
detektiert werden und somit Hinweise auf eine potentielle Zielregion der balancierenden

Selektion gewonnen werden.
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Tabelle 11: 7,- und 7,-Werte fiir die Bereiche von Exon 2-3 und Exon 6-9 des csd-Gens
von A. florea. Die Analyse der synonymen und nichtsynonymen Substitutionen pro Position
erfolgte mit MEGA nach dem Nei-Gojobori-Methode nach der Jukes-Cantor-Modell (2.2.8).

7Tn 7T3
Exon 2-3 | 0,000 (+0,001) 0,009 (+0,006)
Exon 6-9 | 0,007 (+0,002) 0,002 (+0,002)

Es findet sich kein Unterschied in den 7,-Werten des vorderen und des hinteren Gen-
bereichs (P > 0,1; zweiseitiger Z-Test). Der m,-Wert in den Exons 6-9 ist dagegen
signifikant hober als in den Exons 2-3 (P < 0,001). Wie beim csd-Gen der anderen
Apis-Arten (Hasselmann et al. 2008a) zeigen sich bei Af-csd ebenfalls Diversitétsunter-
schiede innerhalb des Gens. Dies ist ein Hinweis darauf, dass csd auch in A. florea unter
balancierender Selektion steht.

Um weitere Einblicke zu gewinnen, wodurch die Unterschiede zwischen Af-csd und
den anderen csd-Genen zu erkldren sind, wurde eine Genealogie der csd-Sequenzen
erstellt (Abb. 22). Die Anordnung der Sequenzen und der Vergleich der Astlangen kann
Hinweise auf mogliche Unterschiede bei den selektiven Bedingungen in den verschiedenen
Arten geben. In Abbildung 22 ist eine Genealogie aus jeweils zehn csd-Sequenzen sowie
einer fem-Sequenz der vier Apis-Arten gezeigt. Ein Vergleich der Lénge der inneren
Aste ergab fir Af-csd deutlich reduzierte Werte im Vergleich zu den anderen drei
csd-Sequenzgruppen (P < 0,001, zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test). Dies deutet darauf
hin, dass die Af-csd-Allele deutlich schneller entstehen und eine kiirzere Koaleszenzzeit
haben als fiir ein Gen unter balancierender Selektion angenommen wird (Takahata
1990) und wie es sich bei den anderen Apis-csd-Sequenzen auch findet (Hasselmann
et al. 2008b). Eine alternative Erklirung hierfir wére genetischer Flaschenhals in
der A. florea-Population (Richman et al. 1996), der ebenfalls zu einer Reduktion der

Sequenzvariation und des Alters der Allele fithren kann.
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Abbildung 22: Genealogie verschiedener csd-Nukleotidsequenzen aus A. mellifera, A. dor-
sata, A. cerana und A. florea sowie einer fem-Sequenz der jeweiligen Arten (2.1.6). Die Ge-
nealogie ist erstellt auf Basis der Nukleotidunterschiede nach der Neighbor-Joining-Methode
und dem Jukes-Cantor-Modell (2.2.8). Die Bootstrapwerte beziehen sich auf 500 Wieder-
holungen und sind an den inneren Asten angegeben. Die Lénge der Aste entspricht den
Nukleotidsubstitutionen pro Position.
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Hinweise auf einen genetischen Flaschenhals kénnen durch das Modell von Takahata
et al. (1992) gewonnen werden. Hierbei wird fiir die csd-Allele jeweils die hochste Zahl
an synonymen und nichtsynonymen Unterschieden im paarweisen Vergleich mit der
durchschnittlichen Anzahl an entsprechenden Polymorphismen verglichen (Tab. 12).
Dieser Analyse liegt die Theorie zu Grunde, dass csd-Allele alle die gleiche Fitness haben
und deshalb alle mit der gleichen Wahrscheinlichkeit erhalten bleiben oder verloren
gehen. Deshalb wird erwartet, dass sie in &hnlichem In diesem Fall wiirde das Verhéaltnis
der hochsten Zahl an Unterschieden zum Durchschnittswert in etwa 2(1-1/i) entsprechen

(Takahata et al. 1992), wobei i die Zahl der analysierten Sequenzen ist.

Tabelle 12: Die durchschnittliche und grofite Zahl an paarweisen synonymen (S) und nicht-
synonymen (N) Unterschieden fiir je zehn csd-Sequenzen der jeweiligen Art. Die Ratio ist
der entsprechende héchste Wert im Verhéltnis zum Mittelwert. Die erwartete Ratio wird
nach dem Koaleszenzmodel nach 2(1-1/i) berechnet (Takahata et al. 1992), wobei i die Zahl
der analysierten Sequenzen ist, d.h. fiir diese Analyse ist i = 10.

S N
A. mellifera Mittelwert 48 £ 1,06 14,6 + 2,39
hochster Wert 7,8 + 3,17 24,5 4+ 5,85

Ratio 1,6 1,7

erwartete Ratio 1,8 1,8
A. cerana Mittelwert 34+ 115 6,6+ 1,32
hochster Wert 6,4 + 2,74 11,3 + 3,16

Ratio 1,9 1,7

erwartete Ratio 1,8 1,8
A. dorsata  Mittelwert 4,0+ 1,13 18,2 + 2,46
hochster Wert 9,1 + 3,16 31,5 + 6,64

Ratio 2,3 1,7

erwartete Ratio 1,8 1,8
A. florea Mittelwert 0,2+ 0,18 2,0+ 0,76
hochster Wert 1,0 +£ 1,07 6,1 + 2,53

Ratio 5,0 3,1

erwartete Ratio 1,8 1,8

Es zeigt sich, dass dies, wie schon von Hasselmann et al. (2008b) beschrieben, fiir Am-csd,
Ad-csd und Ac-csd der Fall ist. Fiir Af-csd ist das tatséchliche Verhéltnis mit 5,0 bei
den synonymen und 3,1 bei den nichtsynonymen Polymorphismen deutlich grofer als die
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erwartete Ratio von 1,8. Dies kénnte ein Hinweis auf einen genetischen Flaschenhals und
eine anschliefende Entstehung neuer Allele seine, wodurch die Af-csd-Allele ein anderes
genealogisches Verwandtschaftsverhiltnis aufweisen wiirden als neutrale Allele.
Unterschiede in der evolutiondren Geschichte der csd-Gene konnen anhand der synony-
men und nichtsynonymen Substitutionen (b, / b,) entlang der Aste einer Genealogie
analysiert werden. Die Genealogie in Abbildung 23 wurde auf Basis der Nukleotidsubsti-
tutionen aus Abbildung 18 erstellt. Neben den relativen Werten wurden zudem fiir jeden
Ast die absoluten Substitutionswerte (a, / as) berechnet. Das Verhéltnis von synonymen
zu nichtsynonymen Substitutionen an den einzelnen Asten der Genealogie gibt Hinweise
darauf, welche Art von Selektion zum jeweiligen Zeitpunkt auf ein Gen gewirkt hat.

__51/46 A dorsatacsd
7/11 14/ 13
24/2 2/3 55/57 A ceranacsd
15/ 16
7/1 91/63
13/0 A mellifera csd
270 26/18
4/67 A. florea csd
. 12/19
12/ 47 A. florea fem
3/13
5/13
Ve 2/35 A. cerana fem
5/13 0/10
/4 6/52_ A melliferafem
1/0 2/15
0/0 |__6/47 A dorsatafem
2/13
547140 B. terrestris fem
31/59 15/39
116/ 95 9/16 60 /171 M. compressipes fem
32/ 26 17/ 48
70/ 182 E. hemichlorafem
20/51

Abbildung 23: Genealogie auf Basis der Nukleotidsubstitutionen, abgeleitet von Abbil-
dung 18. Fiir jeden Ast wurden die nichtsynonymen und synonymen Substitutionen pro
Position (b, / bs) berechnet (Programm Bn-Bs). Die Werte sind oberhalb des jeweiligen
Astes angegeben. Unterhalb jedes Astes ist die absolute Zahl an Substitutionen (fett ge-
druckt) angegeben (a, / as). Der Punkt stellt den Zeitpunkt der Genduplikation dar.
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Hasselmann et al. (2008a) zeigten, dass csd in A. mellifera, A. cerana und A. dorsata
wahrend seiner Neofunktionalisierung unter positiver Selektion stand. Diese zeigt sich
durch eine erhohte Rate von nichtsynonymen zu synonymen Substitutionen, da positive
Selektion zur Fixierung von nichtsynonymen Aminosdureunterschieden beitragt. Nach
der Entstehung von csd (Abb. 23, durch Punkt markiert) findet sich ein a,/as-Verhaltnis
von 4/0. Dieser Wert ist zu niedrig um statistisch ausgewertet werden zu kénnen. Nimmt
man den gemeinsamen Ast von Am-csd, Ac-csd und Ad-csd hinzu, zeigt sich jedoch,
dass das hier gefundene Verhéltnis (7/1 bzw. 4/0 + 7/1 = 11/1) keine erhohte Rate
an nichtsynonymen Substitutionen zeigt (P < 0,1; zweiseitiger Fisher’s-Exact-Test).
Vermutlich entsteht diese Diskrepanz zu den in Hasselmann et al. (2008a) publizierten
Werten durch die Hinzunahme von csd aus der basal stehenden Art A. florea. In einer
Genealogie ohne A. florea konnte die auf csd wirkende, positive Selektion von Hasselmann
et al. (2008a) eindeutig nachgewiesen werden.

Bei den Werten fiir die einzelnen csd-Sequenzen finden sich in Abbildung 23 keine
signifikanten Unterschiede: Ad-csd = 27/17, Ac-csd = 28/20, Am-csd = 37/19 und
Af-csd = 16/19 (P > 0,05, zweiseitiger Fisher’s-Exact-Test). Dies deutet auf eine dhnli-
che evolutiondre Geschichte fiir alle csd-Gene hin und spricht somit dafiir, dass Af-csd
ebenfalls nach der Neofunktionalisierung unter positiver Selektion stand. Unterstiitzt
wird dies durch den Vergleich zu fem. Auch hier stellt sich das Problem, dass die Werte,
die sich an den Asten direkt nach der Duplikation finden, zu niedrig sind, um statistisch
ausgewertet werden zu konnen (4/0 : 1/3). Nimmt man den gemeinsamen Ast von csd
bzw. fem von A. mellifera, A. cerana und A. dorsata hinzu (4/0 + 7/1 : 1/3 + 1/4),
zeigt sich ein signifikanter Unterschied (P < 0,01; zweiseitiger Fisher’s-Exact-Test).
Dies ist ein deutlicher Hinweis auf eine unterschiedliche evolutiondre Geschichte von
csd und fem, welches unter negativer Selektion steht (3.3.2.1 und Hasselmann et al.
2010). Die Ergebnisse dieser Analyse unterstiitzen die Hypothese, dass Af-csd nach der

Neofunktionalisierung unter positiver Selektion stand.
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In den Csd-Aminosaduresequenzen der Apis-Arten A. mellifera, A. cerana und A. dorsata
haben sich sechs Substitutionen fixiert, welche Teil eines vorhergesagten Coiled-
Coil-Motivs sind (Abb. 24, Hasselmann et al. 2008a). Das Coiled-Coil-Motiv weist
Proteinbindeeigenschaften auf und ist vermutlich fiir die Interaktion zwischen funktionell
verschiedenen Csd-Proteinen notwendig (Otte und Beye, unveroffentl. Daten). In Af-Csd
finden sich dagegen nur fiinf der sechs fixierten Substitutionen. Wie fem tragt es an einer
Position ein Valin (V), das die Ausbildung eines Coiled-Coil-Motivs verhindert. Es wird
jedoch fir Af-Csd im N-terminalen Bereich (ca. Position 40-70) ein Coiled-Coil-Motiv
vorhergesagt (M. Otte, personl. Mitteilung, Lupas et al. 1991). Dieser Bereich konnte ein
so genanntes 7-11-7-Coiled-Coil ausbilden (Hicks et al. 1997), welches Af-Csd ebenfalls

die Fahigkeit zur Proteinbindung verleihen wiirde.

A. mellifera
Csd A. cerana
A. dorsata

A. florea

A. mellifera

Fem A. cerana
A. dorsata
A. florea

Abbildung 24: Aminosiuresequenz des Coiled-Coil-Motivs in Csd und vergleichend der
entsprechende Bereich in Fem der Apis-Arten A. mellifera, A. cerana, A. dorsata und A.
florea (nach Hasselmann et al. 2008a). A. florca-Csd tragt fiinf der sechs fiir die Formation
des Coiled-Coils relevanten Aminosduren (hellblau hinterlegt). Die durchsichtigen Boxen
markieren Aminosiuren, die in Fem oder Csd konserviert sind, aber nicht fiir die Bildung

Coiled-Coill

RPHNRE YRKKDRR Y[EK]L——-HNE LEERT
PRNKE Y KKKDRQ YEKLRTDNE QEKT
RPRNRE YKKKDRQ Y[EKL—--YNE LOEKT
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3.3 Die Nukleotidsequenzevolution des (Gens feminizer in

verschiedenen Hymenopteren

3.3.1 Vergleich der Sequenzen des Gens feminizer in verschiedenen

Hymenopteren

Das Gen feminizer (fem) ist das Schaltergen der Geschlechtsdeterminationskaskade in
A. mellifera. In Weibchen vermittelt es das alternative Spleiflen von doublesex und
aktiviert so die weibchenspezifische Geschlechtsdifferenzierung (Gempe et al. 2009). In
Maénnchen findet sich in der mRNA von fem ein geschlechtsspezifisches Exon, das ein
Stoppkodon enthélt. Dies fithrt zu einem verfrithten Translationsabbruch (Hasselmann
et al. 2008a). So liegt in Ménnchen kein aktives Fem-Protein vor und der voreingestellte
méinnchenspezifische Entwicklungsweg wird initiiert. Wahrend das Gen complementary
sex determiner in der Apis-Linie neu entstanden ist (Hasselmann et al. 2008a), ist sein
Vorlaufergen feminizer konserviert und ein Ortholog des in Drosophila melanogaster
gefundenen transformer-Gens. Die Homologie zwischen fem und tra lasst sich iiber
einen Zeitraum von 300 Mio. Jahren nachweisen (Gempe et al. 2009). Bisher konnte
fem neben der Honigbiene auch in der stachellosen Biene Melipona compressipes und
der Erdhummel Bombus terrestris nachgewiesen werden (Hasselmann et al. 2008a,
Hasselmann et al. 2010).

Um weitere Einblicke in die Sequenzevolution von fem in anderen Hymenopteren-Arten
zu gewinnen, wurde die mRNA-Sequenz des Gens im Rahmen dieser Arbeit in zwei
weiteren Hummelarten (Bombus lapidarius und B. hypnorum) sowie in der Prachtbiene
FEuglossa hemichlora und der parasitischen Wespe Nasonia vitripennis sequenziert.
Zudem konnte die Sequenz des Gens aus der Genomsequenz von B. impatiens abgeleitet

werden.

3.3.1.1 Sequenzierung der fem-mRNA aus verschiedenen Hymenopteren

Das Gen feminizer wurde bislang nur in einer Hummelart, der Erdhummel Bombus
terrestris, sequenziert (Hasselmann et al. 2010). Von dieser Sequenz ausgehend wurden
Oligonukleotide entworfen, mit welchen es aus cDNA der beiden Arten Bombus lapida-
rius (Steinhummel) und Bombus hypnorum (Baumhummel) sequenziert werden konnte
(2.2.7.2).
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Fir B. hypnorum gelang die Sequenzierung des fem-Gens auf Grund der schlechten
cDNA-Qualitat nicht vollstandig (2.2.7.2). Auf genomischer Ebene konnte die Sequenz
weitgehend vervollsténdigt werden, es fehlt aber noch ein vermutlich 48 bp langer Bereich
des Exons 9. Der fehlende Sequenzbereich wird entsprechend auch bei den anderen
Sequenzen nicht in die weiteren Analysen mit einbezogen. Fiir B. lapidarius gelang es,

den vollstdndigen Leserahmen zu sequenzieren.

Die fem-Sequenz der nordamerikanischen Hummel B. impatiens konnte anhand der
in der NCBI-Datenbank veroffentlichten Genomsequenz (NCBI-GenBank-Nummer AE-
QM00000000.1) identifiziert werden. Ausgehend von einem Alignment der cDNA-Sequenz
von Bt-fem mit der Bi-Genomsequenz war es moglich, die Exonsequenzen des Gens von
B. impatiens abzuleiten (6.3.4).

Zudem konnten mittels der Genomsequenzen von B. terrestris (AELG00000000.1) und
B. impatiens die Exon- und Intronstruktur des fem-Gens fiir beide Arten nachvollzogen
werden. Sie stimmt in beiden Arten iiberein und ist in Abbildung 25 schematisch darge-
stellt. In Bombus besteht das Gen fem aus 13 Exons, wovon die Exons 4, 5, 6 und der
5’-Bereich von Exon 7 médnnchenspezifisch sind. Exon 1 und der 5’-Bereich von Exon 2
enthalten die 5’-UTR, der 3’-Bereich des Exons 13 die 3’-UTR. Bei der Genomsequenz der
beiden Hummelarten handelt es sich um nur teilweise assemblierte Konsensussequenzen
(Contigs). Die Sequenz des fem-Gens war bei beiden Arten auf zwei verschiedenen Contigs
lokalisiert, die jeweils einen Bereich des Introns 4 enthalten. Somit ist die Lange dieses

Introns nicht bekannt, was in der Abbildung durch Schragstriche angedeutet ist.

ATG TAA
| I T ||“h
5 3’
%H ] —H |
12 3 4 5 67 8 9 11 13
10 12

Abbildung 25: Struktur des Gens fem aus der Erdhummel B. terrestris und der nordame-
rikanischen Hummel B. impatiens. Die Exons sind als Késtchen dargestellt, die Introns als
Linie. Die geschlechtsunspezifischen Exons sind in schwarz dargestellt, die mdnnchenspezifi-
schen in weif}. Die 5’- und 3’-UTRs sind ebenfalls in weifl dargestellt. Die Lange des Introns
4 ist nicht genau bekannt. Die Gesamtlinge des Gens ist aus diesem Grund ebenfalls nicht
bekannt, der hier dargestellte Bereich umfasst ca. 12,3 kb.

Die Sequenzierung von fem in E. hemichlora erfolgte ausgehend von einem Sequenz-

fragment (K. Gruber Gonzales, pers. Mitteilung) wie unter 2.2.7.3 dargestellt. Die Ver-
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vollstdndigung des 5’-terminalen Bereichs gelang trotz mehrfacher RACE-Experimente
nicht. Mit einem in A. cerana-fem am Startkodon bindenden Oligonukleotid konnte der
vordere Bereich des Leserahmens sequenziert werden. Ein Vergleich von Eh-fem mit den
anderen fem-Sequenzen zeigt, dass vermutlich die ersten 34 Nukleotide des Leserahmens
nicht sequenziert wurden (6.3.8). Zudem ist die 5’UTR noch nicht bekannt.

Neben verschiedenen corbiculaten Apidae konnte das fem-Gen auch in der parasitischen
Wespe Nasonia vitripennis (Pteromalidae) sequenziert werden. Ausgehend von einer als
,csd-like“ beschriebenen, unvollsténdigen Sequenz in der NCBI-Datenbank gelang mit den
Oligonukleotiden S-18 und S-19 (Tab. 1) die Amplifikation des vollstdndigen Leserahmens.
Es konnte sowohl die weibliche als auch die ménnliche Spleifiform sequenziert werden,
welche im Anhang unter Abschnitt 6.3.7 dargestellt ist.

In Abbildung 26 ist die Exon-Intron-Struktur des Gens dargestellt. Sie wurde von der
in der NCBI-Datenbank verdffentlichten Genomsequenz abgeleitet (The Nasonia Genome
Working Group 2010). Da nur der Leserahmen sequenziert wurde, sind nur die kodierenden
Exons sowie das mannchenspezifische Exon dargestellt, die untranslatierten Bereiche sind

nicht bekannt. Der hier dargestellte genomische Bereich ist 6,5 kb lang.

ATG TAA
1 2 3 4 56 7 89

1kb

Abbildung 26: Struktur des Gens fem aus Nasonia vitripennis. Die Exons sind dargestellt
soweit bekannt, die UTR-Sequenzen sind bislang unbekannt. In schwarz sind die geschlechts-
unspezifischen, kodierenden Exons dargestellt, in weifl das ménnchenspezifische Exon. Der
dargestellte Bereich ist 6,5 kb lang.

3.3.1.2 Analyse der fem-Sequenzen verschiedener Hymenopteren

Das Gen fem ist in der Apis-Gattung hoch konserviert und zeigt eine grofle Sequenzho-
mologie zu fem in B. terrestris und M. compressipes (Hasselmann et al. 2008a). Dies lasst
die Annahme zu, dass seine Sequenz innerhalb der Apidae konserviert ist. Anhand der im
Rahmen dieser Arbeit sequenzierten fem-mRNA-Sequenzen soll dies genauer untersucht

werden. Mit den Aminosduresequenzen von Fem der Arten A. mellifera, A. cerana,
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A. dorsata, A. florea, B. terrestris, B. impatiens, B. lapidarius, B. hypnorum, M. com-
pressipes und E. hemichlora wurde ein Alignment erstellt (6.3.8 im Anhang). Hierbei
zeigt sich, dass die hohe Sequenzhomologie ein zuverldssiges Alignment ermoglicht.

Der hohe Grad der Konservierung von fem innerhalb der Apidae lisst auch die Vermutung
zu, dass sich die verschiedenen fem-Sequenzen in einer Genealogie entsprechend der
Verwandtschaft der Arten anordnen. Die Genealogie in Abb. 27 wurde auf Basis der syn-
onymen Nukleotidunterschiede erstellt, welche ein Maf fiir die Verwandtschaft zwischen
Sequenzen sind. Wie angenommen, geben auch die synonymen Substitutionen zwischen
den fem-Sequenzen die Verwandtschaft zwischen den Arten wieder. Deutlicher stellt sich

dies noch in Abbildung 27 dar, wo durch Nv-fem eine Auflengruppe hinzugekommen ist.

75 p=B. hypnorum fem

6?_|- (. impatiens fem
100

B. lapidarius fem

91

— B terrestris fem

M. compressipes fem

54 A. mellifera fem

77 A. dorsata fem

100

A. ceranafem

A. florea fem

E. hemichlora fem

—
0.0%

Abbildung 27: Genealogie der fem-Nukleotidsequenzen der corbiculaten Apidae A. melli-
fera, A. cerana, A. dorsata und A. florca, B. terrestris, B. impatiens B. lapidarius, B. hyp-
norum, M. compressipes und E. hemichlora. Die phylogenetische Analyse erfolgte nach der
Neighbor-Joining-Methode und dem Jukes-Cantor-Modell anhand der synonymen Substitu-
tion; die Astlidnge gibt die synonymen Substitutionen pro Position an. Die Bootstrapwerte
beziehen sich auf 500 Wiederholungen.

Die parasitische Wespe Nasonia vitripennis gehort in die Familie der Pteromalidae. Diese
hat sich schon vor ca. 180 Mio. Jahren von der Linie der Apidae getrennt. In Folge dieses
langen evolutiondren Zeitraums wird erwartet, dass Nv-fem deutlich divergent zu den
Apidae-fem ist. Verhulst et al. (2010a) postulierten, dass bei fem primér die funktionellen
Doménen konserviert werden. Entsprechend wiirde zwischen Nv-fem und den Apidae-fem
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die grofite Sequenzhomologie im fiir die RS- und P-Doméne kodierenden 3’-terminalen
Bereich erwartet.

Dies bestatigt sich auch im Alignment der Fem-Sequenzen. Auf Grund der Sequenzunter-
schiede ist ein Alignment zwischen der Nasonia-Sequenz und den Apidae-Sequenzen nur
auf Aminosiureebene und nur im Bereich der RS- und P-Doméne zuverlassig moglich.
Die Sequenzdivergenz wird zusétzlich auch in einer auf Aminosiureebene und fiir den
C-terminalen Bereich erstellten Genealogie deutlich. Nv-Fem separiert sich, wie auf

Grund der evolutiondren Zeitraume erwartet, deutlich von den Apidae-Fem-Sequenzen.

92 . hypnorum Fem

6240 B. impatiens Fem

2 B. lapidarius Fem

79

B. terrestris Fem

76 M. compressipes Fem

A. florea Fem

100 A. dorsata Fem
SIIE_—A, mellifera Fem
52 ke A cerana Fem

E. hemichlora Fem

N. vitripennis Fem

—
0.05

Abbildung 28: Genealogie der fem-Aminosduresequenzen verschiedener corbiculaten Api-
dae und von Nasonia vitripennis (Pteromalidae). Es wurde ein ca. 140 AS langes Alignment
des C-Terminus verwendet. Die Genealogie wurde nach der Maximum-Likelihood-Methode
und dem JJT matrixbasierenden Modell erstellt. Die Astlange gibt die Aminosauresubsti-
tutionen pro Position an, die Bootstrapwerte beziehen sich auf 500 Wiederholungen.

3.3.1.3 Sequenzanalyse des miinnchenspezifischen Exons von fem

In A. mellifera-fem existiert im 3’-Bereich des Exons 3 ein Stoppkodon, welches zu einem
frithen Translationsstopp fiithrt. In Weibchen wird dieser Bereich des Exons 3 sowie
die Exons 4 und 5 herausgespleifit, wodurch ein langerer Leserahmen entsteht und ein

funktionelles Protein translatiert werden kann (Hasselmann et al. 2008a). Alternatives
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Spleiflen wird auch fiir das fem-Ortholog transformer (tra) in Drosophila melanogaster
beschrieben (Boggs et al. 1987, Sosnowski et al. 1989). Auch hier wird die mRNA in
Weibchen alternativ gespleifit, wodurch ein frithes Stoppkodon entfernt wird und ein
langer Leserahmen entsteht. Dies ldsst dies Vermutung zu, dass das geschlechtsspezifische
Spleifien bei fem konserviert ist. Schulte (2008) wies eine ménnchenspezifische Spleifiform
mit einem verfrithten Stoppkodon in B. terrestris nach (6.3.5). Wie in Abschnitt 3.3.1.1
beschrieben, konnten im Rahmen dieser Arbeit auch bei N. vitripennis entsprechende
geschlechtsspezifische Spleififormen sequenziert werden. Somit konnte nicht nur gezeigt
werden, dass fem zwischen den Hymenopterenfamilien Apidae und Pteromalidae in
seiner Sequenz und seiner Doménenstruktur konserviert ist (3.3.1.2), sondern auch, dass
die Existenz des minnchenspezifischen Exons in beiden Familien erhalten wurde. Auf
Grund der Homologie in den in beiden Geschlechtern vorkommenden Sequenzbereichen
lasst sich die Hypothese aufstellen, dass auch die minnchenspezifischen Exons in ihrer
Sequenz konserviert sind. Um dies zu untersuchen, wurde die Sequenzidentitdt dieses
Bereichs zwischen den drei Arten untersucht. Hierbei zeigt sich jedoch, dass es keine
Sequenziibereinstimmung gibt. Auch variiert die Lange dieses Bereichs zwischen den
einzelnen Arten um einige hundert Basenpaare. Wahrend er in A. mellifera 1309 bp lang
ist, sind es in B. terrestris nur 875 bp und in N. vitripennis lediglich 286 bp.

Im Gegensatz zu den in ihrer Nukleotidsequenz zwischen den Arten konservierten ge-
schlechtsunspezifischen Exons, wurde die Sequenz der mannchenspezifischen Exons nicht
erhalten. Die ménnchenspezifischen Exons sind durch die Stoppkodons nicht kodierend.
Somit unterliegen sie moglicherweise einem deutlich geringeren selektiven Druck und
konnen schneller evolvieren als die umliegenden Genbereiche, so dass Ahnlichkeiten

zwischen den Arten hier verschwunden sind.
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3.3.2 Die Evolution von feminizer unter Einfluss seines Schwestergens

complementary sex determiner

Einige der im Rahmen dieser Arbeit generierten Daten wurden bereits publiziert:

ORIGIN OF A FUNCTION BY TANDEM GENE DUPLICATION LIMITS THE EVOLU-
TIONARY CAPABILITY OF ITS SISTER COPY

Martin Hasselmann, Sarah Lechner, Christina Schulte, and Martin Beye
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2010, Vol. 107 No. 30, S. 13378-13383

Die Funktion des Gens feminizer als Faktor der Geschlechtsdeterminationskaskade in
Hymenopteren hat sich seit iiber 300 Mio. Jahren erhalten (Gempe et al. 2009). Die fem-
pra-mRNA wird geschlechtsspezifisch gespleifit, woraufhin das Fem-Protein das nachste
Gen der Kaskade, doublesex aktivieren kann (Hasselmann et al. (2008a)). In der Honig-
biene haben sich die selektiven Zwéange, unter denen fem steht, durch die Neuentstehung
von csd deutlich verdndert. Es bedeutet die direkte Nachbarschaft zu einem Gen unter
balancierender Selektion sowie einen weiteren Interaktionspartner in der Geschlechtsdiffe-
renzierungskaskade. Wie stark sich der Hitchhiking-Effekt durch die auf das benachbarte
csd wirkenden balancierenden Selektion die Evolution von fem auswirkt und welchen funk-
tionellen Einfluss csd auf fem hat, wurde in der Publikation von Hasselmann et al. (2010)

untersucht und wird im folgenden dargestellt und erldutert.

3.3.2.1 Csd hat einen funktionellen Einfluss auf die Sequenzevolution seines

Paralogs fem

In Apis ist mit Csd ein weiterer Interaktionspartner fir Fem hinzugekommen, weshalb
Fem in Apis im Vergleich zu den Nicht-Apis-Arten vermutlich unter einem starkeren Se-
lektionsdruck steht. Makino et al. (2006) postulieren eine langsamere Evolutionsrate von
Proteinen mit vielen Interaktionspartnern im Vergleich zu solchen mit weniger Partnern.
Die Analyse der nichtsynonymen und synonymen Substitutionen entlang der Genealo-
gie von csd in A. mellifera, A. cerana, A. dorsata sowie fem in diesen Apis-Arten und
B. terrestris, M. compressipes und E. hemichlora zeigte, dass fem in Apis sowohl vor als

auch nach der Entstehung von csd unter negativer Selektion stand. Jedoch ist in Apis-fem
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nach der Duplikation eine niedrigere n/s-Ratio zu finden, was auf eine Intensivierung des
Selektionsdrucks hindeutet (Hasselmann et al. (2010)).

Ein
Verstédrkung des

die

Selektionsdrucks

weiterer Hinweis auf
findet sich beim Vergleich von fem
mit den beiden benachbarten Genen
GB13727 und GB11211 (Abb. 29A).
Hierfir wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit genomische Se-
quenzen der drei Gene aus mehreren
Individuen sequenziert (Tab. 2.1.4).
Fir jedes dieser Gene wurde die
Zahl der akkumulierten synonymen
und nichtsynonymen Polymorphis-
men berechnet (Abb. 29B). Die
Gene GB13727 und GB11211 zei-
gen im Gegensatz zu fem in Apis
Verhéltnis
und synonymen
Substitutionen im Vergleich zu den
Nicht-Apis-Arten. Dies bedeutet,
dass es nicht alleine der Hitchhiking-
Effekt durch die auf csd wirkende,

balancierende Selektion sein kann,

kein reduziertes von

nichtsynonymen

der in fem zu einer Reduktion der
nichtsynonymen Substitutionen im
Verhéltnis zu den synonymen fiihrt
(Abb. 29B). Eine starkere negative
Selektion konnte auch hier die Ur-
sache fiir die reduzierte n/s-Ratio in
fem sein. Es wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zudem Fragmen-
te von fem, GB13727 und GB11211
aus cDNA von Nicht-Apis-Arten

0.0 0.0 0.0 0.4cM  genetic
B R MKFHi-52 GF3FMHi markers
| | | |

— R —— i

GB11211 GB13727 fem csd GB30480

S5 kb
B 0.64
‘ 0.53 0.75
17795 5/18 9/39
Apis
GB11211  GB13727 fern
0.043* 0.073 0.0004**
11/ 143 1/30 120/ 144
non-Apis
‘ | 0.69 | | <0.0001*" |
<0.0001**

Abbildung 29: Anordnung der Gene GB13737,
GB11211, fem und csd in der Honigbiene A. melli-
fera und ihre Evolution auf Ebene der Nukleotidpoly-
morphismen in Apis und anderen corbiculaten Apidae.
(A) Schematische Darstellung des SDL. GB13727 liegt
3,5 kb und GB11211 10,3 kb strangaufwarts von fem
(Startkodon). Keines der beiden Gene ist in die Ge-
schlechtsdeterminierung involviert. (B) Zahl der ak-
kumulierten nichtsynonymen (n) und synonymen (s)
Verdnderungen in der Evolution der Gene GB13727,
GB11211 und fem in Apis und Nicht-Apis-Arten. Die
errechneten n/s-Verhéltnisse sind iiber den Kéastchen
gezeigt und die Gennamen sind unterhalb angegeben.
Die n/s-Verhéltnisse wurden durch den zweiseitigen
Fisher’s-Exact-Test verglichen und die Wahrschein-
lichkeiten sind als kursive Zahlen iiber den Linien an-
gegeben, die den jeweiligen Vergleich darstellen. (** P
< 0,01; * P < 0,05). Aus Hasselmann et al. (2010).

(M. compressipes, B. terrestris und E. hemichlora) amplifiziert und sequenziert. Ein

Vergleich mit den entsprechenden Sequenzen aus Apis zeigt in Ubereinstimmung mit

den oben beschriebenen Ergebnissen, dass fem in den Nicht-Apis-Arten unter einem
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schwécheren Selektionsdruck steht als in Apis, so dass sich mehr nichtsynonyme Muta-

tionen im Verhaltnis zu synonymen Substitutionen akkumuliert haben.

3.3.2.2 Die Evolution von fem wird durch die Nachbarschaft zu csd beein-
Husst

Die Selektion, die auf ein Gen wirkt, beeinflusst indirekt die benachbarten Regionen.
Rekombination kann diesen Effekt abschwéchen. Die Rekombination ist in A. mellifera
jedoch innerhalb des SDL unterdriickt, weshalb fem stérker an csd gekoppelt ist
(Hasselmann und Beye 2006). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Fragmente
von Am-fem, Am-csd und Bt-fem amplifiziert und sequenziert. Die Untersuchung der

Nukleotiddiversitit in diesen Sequenzen ist in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Exon- und Intronpolymorphismenanalyse der Gene fem und csd. ND = nicht
determiniert. Nukleotiddiversitat der fem- und csd-Gene aus denselben Apis-Haplotypen (+
Standardfehler) wurde fiir die genomische Region der Exons 8-11 in fern und Exons 6-9 in
csd berechnet. Aus Hasselmann et al. 2010

A. mellifera fem

B. terrestris fem

A. mellifera csd

Exon
Anzahl der Sequenzen
Anzahl der Positionen
(ohne Liicken)
Anzahl der Polymorphismen
Anzahl der syn. Substitutionen
Anzahl der nichtsyn. Substitutionen
T'total
T syn
T nichtsyn
7Tn'icht.ey'n/ Tsyn
Intron
Anzahl der Positionen
(ohne Liicken)
Anzahl der Polymorphismen
T
genomweite
Durchschnittsdiversitat

30

439
15
7
7
0,0034 + 0,0010
0,0084 + 0,0036
0,0014 + 0,0050
0,16

539
48
0,0151 + 0,0026

0,0055 + 0,0012

23

492
6
3
3
0,0036 + 0,0016
0,0059 + 0,0036
0,0029 + 0,0016
0,49

262
)
0,0023 + 0,0017

ND

28

330
93
22
56
0,0536 + 0,0066
0,0646 + 0,0142
0,0508 + 0,0087
0,79

162
39
0,0380 + 0,0072

Das Gen csd zeigt eine 16-fach erhohte Nukleotiddiversitdt im Vergleich zum genom-
weiten Durchschnitt. Die 7,,,-Werte von Apis-fem zeigen dagegen keinen Unterschied

zum genomweiten Durchschnitt (Z = 0,76; P > 0,08) und sind im Vergleich zu csd
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signifikant reduziert (Z = 3,8; P < 0,001, zweiseitiger Z-Test). Es finden sich jedoch
signifikant erhohte m-Werte in den fem-Introns im Vergleich zum genomweiten Durch-
schnitt (Z = 3,2; P < 0,0001). Vermutlich ist die Zahl der synonymen Positionen in den
Exons zu gering, um Unterschiede in der Zahl der Nukleotidpolymorphismen messen
zu konnen. In den intronischen Bereichen, in denen eine etwa viermal hohere Zahl an
neutralen Polymorphismen analysiert werden kann, zeigen sich deutlich die Spuren des
Hitchhiking-Effekts.
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3.4 Die fem-Duplikation twin of feminizer in der Erdhummel

Bombus terrestris

Die Geschlechtsdetermination bei der Erdhummel Bombus terrestris erfolgt wie in
der Honigbiene nach dem Mechanismus der komplementaren Geschlechtsbestimmung
(Cook und Crozier 1995). Wahrend das Ortholog des Gens feminizer in der Erdhummel
sowohl in der weiblichen wie auch der méinnchlichen Spleiffform nachgewiesen wurde
(Schulte 2008), ist der multiallelische Faktor, der im heterozygoten Zustand die weibliche
Entwicklung initiiert, bisher unbekannt. Es handelt sich hierbei wie bei csd in A. mellifera
um einen einzelnen Lokus (Duchateau et al. 1994, Gadau et al. 2001). In Vorarbeiten
ergab sich bei Southern-Blot-Hybridisierungen mit fem-spezifischen Sonden eine zweite,
schwache Bande. Im Folgenden soll untersucht werden, ob in Bombus ebenfalls eine
fem-Duplikation existiert und ob es sich bei dieser, wie im Fall von Am-fem-Duplikation

csd um den gesuchten, komplementaren Geschlechtsdeterminationsfaktor handeln kénnte.

3.4.1 Das Gen twin of feminizer ist eine Duplikation von feminizer

In Vorarbeiten (C. Schulte) wurde ein 867 bp langes Sequenzfragment gefunden, das
50 % Nukleotidhomologie zu Bt-fem aufweist. Die mRNA-Sequenz des Gens konnte
nie vollstindig sequenziert und das Fragment nur in einer einzelnen cDNA-Probe
nachgewiesen werden, so dass davon ausgegangen werden muss, dass es sich hierbei
nicht um ein funktionelles Gen handelt. Ausgehend von dieser Sequenz, wurde in einer
Bombus-terrestris-EST-Datenbank (Expressed Sequence Tags, Gene Robinson, Brielle
Fischman) ein weiteres Fragment gefunden, das 85 % Nukleotidsequenzhomologie zu Bt-
fem aufweist. Mit den Oligonukleotiden S-65 und S-66 gelang es, das unter der Nummer
terrestris.fna.Contig17498 gefundene Fragment aus cDNA-Proben zu amplifizieren und es

anschliefend durch eine 5’- sowie eine 3'-RACE-PCR vollstdndig zu sequenzieren (2.2.7.4).

Die mRNA des Gens ist 1915 bp lang und kodiert fiir ein 440 AS langes Protein.
Seine Nukleotidsequenz stimmt innerhalb des Leserahmens mit der von Bt-fem zu
84 % iiberein, die Aminosduresequenz zu 74 % (6.4.3). Das Gen, bei dem es sich
offensichtlich um eine fem-Duplikation handelt, wird deshalb im Weiteren als twin
of feminizer (tof) bezeichnet. Ein Vergleich der Struktur beider Gene auf Nukleotid-
und Proteinebene ist in Abbildung 30 dargestellt. Wie fiir Fem konnte auch fiir Tof

eine N-terminale, argininreiche Doméne sowie C-terminal eine arginin-serinreiche und
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eine prolinreiche Doméne vorhergesagt werden (ProSite, InterProScan, 2.1.7). Die
arginin-serinreiche Domaéne ist ein charakteristisches Merkmal fiir ein SR-Typ-Protein.
Diese Proteine spielen eine wichtige Rolle bei der Erkennung von Spleifistellen und
der Spleifiregulation von pra&-mRNA (Blencowe et al. 1999). Moglicherweise nimmt Tof

mit diesen Eigenschaften wie Fem eine Rolle in der Geschlechtsdeterminationskaskade ein.

(A) alternatives Exon

-

IStart IStopp
Btfem [umR 3-UTR |

mannchenspezifisches Exon

(B)
Tof
81% 71% 81%
BtFemF | R RS —

Abbildung 30: (A) Schematische Darstellung der mRNA-Struktur des Gens tof im Ver-
gleich zur Struktur von Bt-fem. Die Position des alternativen Exons in tof und des ménn-
chenspezifischen fem-Exons (Seite 69) sind markiert. (B) Schematische Darstellung der Pro-
teinstruktur von Tof und Bt-Fem. R = argininreiche Doméne, RS = arginin-serinreiche
Doméne, P = prolinreiche Doméne. Die Ubereinstimmung der Aminoséurepositionen der
Doménen ist angegeben.

Mit 1317 bp bei tof und 1203 bp bei Bt-fem weisen die Leserahmen der beiden Gene eine
ahnliche Lange auf (6.4.3 im Anhang), die UTR des tof-Gens ist jedoch sowohl 5’ als
auch 3’ deutlich langer als die von Bt-fem (305 bp im Gegensatz zu 76 bp in der 5’-UTR,
326 bp gegen 119 bp in der 3'-UTR) und es finden sich keine Sequenziibereinstimmungen
zwischen den UTRs der beiden Gene.

In der Gendatenbank von NCBI steht unter der Nummer AELG00000000.1 die Genomse-
quenz der Erdhummel B. terrestris zur Verfiigung. Bisher handelt es sich hierbei um nicht
annotierte, nur teilweise assemblierte Konsensussequenzen (Contigs). Mit dem BLAST-
Algorithmus konnte die Sequenz des tof-Gens auf einem Contig detektiert werden. Auch

fiir die nordamerikanische Hummelart Bombus impatiens stehen in der Datenbank assem-
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blierte Konsensussequenzen zur Verfiigung (Genbanknummer AEQMO00000000.1). Hier-
durch ergab sich die Moglichkeit herauszufinden, ob das Gen tof auch in einer anderen
Hummelart existiert. Mit Hilfe des Blast-Algorithmus konnte tof auch in B. impatiens
gefunden werden. Ausgehend von der Bt-tof-mRNA-Sequenz konnte die Exon-Intron-
Struktur des Gens in beiden Arten ermittelt werden. Sie ist in Abbildung 31 dargestellt.
tof besteht aus zehn Exons, von denen Exon 1 die 5’- und Exon 10 die 3’-UTR enthélt.
Die 3’-UTRs der beiden Gene weichen in ihrer Sequenz voneinander ab, so dass diese fiir
B. impatiens nicht vollsténdig ermittelt werden konnte. Die Sequenz von Bt-tof liegt auf
zwei verschiedenen, sich nicht tiberschneidenden Contigs, so dass die Lange des finften
Introns in B. terrestris nicht genau bekannt ist. Die Nukleotidsequenzen der beiden Gene
sind innerhalb des Leserahmens zu 93,3 % identisch, die Aminosiuresequenzen zu 87,8 %
(6.4.4). Anhand der Konsensussequenz konnte nicht gekléart werden, ob tof im Genom der
Hummel in der Nahe seines Paralogs fem liegt. Es konnte jedoch ausgeschlossen werden,
dass es direkt strangabwérts von fem liegt, wie dies beim fem-Paralog csd in Apis der Fall
ist.

ATG TAA

tof B.terrestris 5’ I:h_.
1 2
tof B. impatiens o I:F_.

ATG TAA
1kb

34 5 6 7 89 10

Abbildung 31: Struktur des Gens tof aus B. terrestris und B. impatiens. Die kodieren-
den Exons sind als schwarze, die UTRs und das alternative Exon (Exon 3, s.u.) als weifle
Kastchen dargestellt, die Introns als Linie. tof hat zehn Exons. Die Linge von Intron 5
ist fiir B. terrestris nicht bekannt, da es sich auf zwei verschiedenen, nicht iiberschneiden-
den Contigs befindet. Bei B. impatiens ist die Lange von Exon 10 nicht bekannt, da die
3’-UTR-Sequenzen in den beiden Arten deutlich voneinander abweichen. Dieser unbekannte
Bereich ist bei B. impatiens mit gestrichelten Linien dargestellt. Die Lange der genomischen
Sequenz des Gens ist fiir beide Arten nicht exakt bekannt, der hier dargestellte Bereich ist
ca. 7,5 kb lang.

An der Position, an der sich in Bt-fem das méinnchenspezifische Exon befindet, existiert
auch in tof ein zusétzliches Exon (Abb. 30). Es handelt sich hierbei um das 42 bp
lange Exon 3 (Abb. 31) und enthilt wie das ménnchenspezifische Exon in Bt-fem

Stoppkodons. Es wiirde somit auch zu einem verfrithten Translationsabbruch fiihren.
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Ob dieses zusétzliche Exon in tof ebenfalls geschlechtsspezifisch ist, konnte bislang
noch nicht nachgewiesen werden. Beide Varianten wurden bei adulten Tieren sowohl
in Ménnchen als auch in Weibchen gefunden. Moglicherweise wird tof, wie dies auch
bei Am-fem der Fall ist (Gempe et al. 2009), nur im Embryonal- und Larvenstadium
spezifisch gespleifit. Ein Nachweis geschlechtsspezifischer Spleififormen wére somit nur in
diesen frithen Stadien und nicht in adulten Tieren moglich. Im Gegensatz zu Honigbienen
ist es bei Hummeln nicht moglich, das Geschlecht eines Eis auf Grund seines Legeorts zu
bestimmen. Molekulare Marker, die eine Geschlechtsbestimmung ermoglichen, konnten
bislang nicht etabliert werden.

Eine Moglichkeit, die Funktion des Gens tof zu testen, sind RNAi-Experimente.
Die Injektion von dsRNA fiihrt durch DNA-Interferenz zum spezifischen Abbau der
mRNA des Zielgens (Fire et al. 1998, Hannon 2002). Idealerweise entsteht hierbei ein
,Knockdown“-Phénotyp, der eindeutige Riickschliisse auf die Funktion des Gens zulésst.
Sofern tof Teil der Geschlechtsdeterminationskaskade ist, wiirde durch Ausschalten
seiner aktiven Form die Ausbildung von fiir das andere Geschlecht typischen Merkmalen
erwartet werden, wie dies fiir Am-fem beschrieben wurde (Gempe et al. 2009). Die
RNAi-Injektion ist fiir die Honigbiene etabliert (Beye et al. 2002), konnte aber fiir die
Erdhummel im Rahmen dieser Arbeit nicht realisiert werden. Schon bei Vorversuchen
ergaben sich Probleme bei der Entnahme der Eier aus dem Nest. Hummelk6niginnen
legen ihre Eier in geschlosse Brutndpfchen aus Wachs ab (Heinrich 1979), bei deren
Entnahme aus dem Nest und Offnung es leicht zu einer Beschadigung der Eier kommen
kann. Eine weitere Problematik ergab sich bei der Aufzucht der Larven, welche in
Anlehnung an das fiir Honigbienenlarven verwendete Protokoll durchgefiihrt wurde
(Osman Kaftanoglu, pers. Mitteilung). Zum einen gelang die Optimierung des Futters
fiir die Erdhummellarven bislang nicht, was in einer hohen Sterblichkeitsrate der Larven
resultierte. Zum anderen ergab sich ein Problem daraus, dass sich mehrere Eier in einem
Brutnipfchen befinden, die iiber mehrere Stunden gelegt worden sein kénnen, so dass eine
standardisierte Altersbestimmung der Eier nicht moglich ist und der Schlupfzeitpunkt,

welcher fiir die Aufzucht sehr relevant ist, nicht bestimmt werden konnte.
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3.4.2 Das Gen twin of feminizer ist in der Bombus-Linie entstanden

Die Existenz des Gens in B. terrestris wie auch B. impatiens wirft die Frage auf, ob tof in
allen Bombus-Arten existiert und ob es auch in anderen, verwandten Gattungen zu finden
ist. Zur Untersuchung der ersten Frage wurde eine Genealogie der tof-Sequenzen und der
bekannten Apidae-fem-Sequenzen erstellt, welche Informationen iiber den Zeitpunkt der
Entstehung von tof liefern kann (Abb. 32).

87 B. impatiens fem
66_|-E B. hypnorum fem
100

B. lapidarius fem

72 B. terrestris fem

B. terrestris tof

83

a9

B. impatiens tof

M. compressipes fem

E. hemichlora fem

T A. florea fem

00 A. ceranafem

74 A. mellifera fem

A. dorsata fem

]
0.05

Abbildung 32: Genealogie der tof-Nukleotidsequenzen aus B. terrestris und B. impatiens
sowie fem-Sequenzen aus den Apidae-Gattungen Bombus, Apis, Melipona und Euglossa.
Die Genealogie wurde auf Basis der synonymen Substitutionen nach der Neighbor-Joining-
Methode und dem Jukes-Cantor-Modell erstellt. Die Astléinge gibt die synonymen Substi-
tutionen pro Position an.

Es zeigt sich, dass sich die tof-Sequenzen an einem separaten Ast anordnen. Die
Bootstrapwerte an der Verzweigung zwischen den Bombus-fem und tof-Sequenzen
betrdgen nur 72, was vermutlich darauf zuriick zu fiihren ist, dass die Genealogie auf
Basis der synonymen Substitution (d,) erstellt wurde. Eine Genealogie, die mit den
gesamten Nukleotidsequenzen erstellt wurde und somit auf einer grofleren Anzahl an
Nukleotidpositionen basiert, ergibt eine gleiche Anordnung und bestétigt die Separierung
von tof und den Bombus-fem-Sequenzen (Bootstrap = 99 %). Dies ist ein klarer Hinweis

darauf, dass die Duplikation vor der Aufspaltung der Bombus-Arten stattfand und
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spricht dafiir, dass tof in allen Hummelarten existiert.

Unterstiizt wird die Anordnung in der Genealogie auch durch die Analyse der synony-
men Divergenzwerte (d;), die zwischen tof und den fem-Sequenzen berechnet wurden
(Tab. 14). Zwischen den beiden tof-Sequenzen ist ds im einseitigen Z-Test signifikant
niedriger als zwischen tof und den Bombus-fem-Sequenzen (P < 0,05 fiir Bt-tof, P < 0,05
fir Bi-tof). Die engere Verwandtschaft der tof-Gene zueinander als zu Bombus-fem
bestéatigt die Separierung der tof-Sequenzen in der Genealogie und unterstiitzt die Hypo-

these, dass der Zeitpunkt der Genduplikation vor der Aufspaltung der Bombus-Arten liegt.

Tabelle 14: Genetische Divergenz berechnet fiir die synonymen Substitutionen (ds) zwi-
schen B. terrestris-tof bzw. B. impatiens-tof und den verschiedenen Bombus-fem-Sequenzen.
Berechnet mit MEGA nach Nei-Gojobori (2.2.8). Die Standardfehler sind in Klammern an-
gegeben.

B. terrestris-tof B. impatiens-tof
B. terrestris-tof 0,084 (£0,020)

B. terrestris-fem | 0,195 (+0,028) 0,168 (+0,027)
B. impatiens-fem | 0,198 (+0,028) 0,176 (+0,027)
B. hypnorum-fem | 0,208 (+0,029) 0,174 (+0,028)
B. lapidarius-fem | 0,208 (+0,030) 0,183 (+0,029)

Aus der Hypothese, dass tof vor der Aufspaltung der Apis-Arten entstand, ergibt sich
als weitere Hypothese, dass es auch in anderen Apidae existieren konnte. In Apis fanden
sich weder im Rahmen dieser noch fritherer Arbeiten (z.B. Beye et al. 2003, Hasselmann
et al. 2008a) Hinweise auf eine weitere fem-Duplikation. Bei den in der NCBI-Datenbank
verfiigbaren Transkriptomdaten von Melipona quadrifasciata und Euglossa cordata findet
sich kein Hinweis auf die Existenz des Gens tof oder einer anderen fem-Duplikation.

Einen weiteren Hinweis iiber die Exklusivitdt von tof in der Bombus-Linie kann durch die
Berechnung des Alters der tof-Sequenzen gewonnen werden. Zwar ist die Mutationsrate
fiir Bombus nicht bekannt, doch lasst die Verwendung der Mutationsrate von Apis (2,47 x
10° syn. Sub./Position/Jahr, Abschnitt 3.1.4) eine Annéherung bei der Bestimmung des
Entstehungszeitpunkts von tof zu. Unter Verwendung der synonymen Substitutionsrate
als neutrales Maf} errechnet sich bei einem ds-Wert von 0,01 zwischen den tof-Sequenzen
ein Zeitraum vor etwa 40 Mio. Jahren fiir die Genduplikation. Ramirez et al. (2010)
datierten die Trennung der Bombus-Linie von den anderen Apidae auf einen Zeitpunkt
vor ungefihr 80 Mio. Jahren. Diese grofie Differenz unterstiitzt die Hypothese, dass tof
vor der Aufspaltung der Bombus-Arten entstand, jedoch nach der Trennung von Bombus

von den anderen Apidae-Arten.
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Um die evolutiondre Geschichte des Gens tof genauer zu untersuchen, d.h. welche Form
der Selektion auf das Gen gewirkt hat, wurden die nichtsynonymen und synonymen Sub-
stitutionen pro entsprechender Position entlang der einzelnen Aste (b,/b, x 1000) der
Genealogie aus Abbildung 32 berechnet (Abb. 33). Auflerdem wurde die absolute Zahl an
entsprechenden Substitutionen berechnet (a,/as).

5/10—8. impatiens fem
1/6 4/3
0/5 0/2 6/13 B hypnorum fem
4/4
0/1
30/85 13 /20 B. lapidarius fem
22 /26 1076
8/ 15 ;
B. terrestris fem
192//825 ® 6/5
34/43 B. terrestris tof
74/ 46 25/13
55/ 14 | 29/30p impatiens tof
21/9
56/177 M. compressipes fem
42/ 54
73/184 E. hemichlorafem
55/ 56
31/32 10/40 A. florea fem
23/10 7/12
105/ 119
TYEY) 3/17 A. cerana fem
2/5
2/14
2/4 —G/SOA mellifera fem
0/6 4/15
0/2 6/34 A dorsatafem
5/10

Abbildung 33: Genealogie auf Basis der Nukleotidsubstitutionen, abgeleitet von Abbil-
dung 32. Fiir jeden Ast wurde die Rate der nichtsynonymen und synonymen Substitutionen
pro Position an den einzelnen Asten (b, /bs;, Werte x 1000) berechnet (Programm Bn-Bs,
2.2.8), die Werte sind oberhalb des jeweiligen Astes angegeben. Unterhalb des jeweiligen
Astes ist die absolute Zahl an Substitutionen (a,/as, fett gedruckt) angegeben. Der Punkt
markiert das Ereignis der fem-Duplikation und Entstehung von tof.

Die Bombus-fem-Sequenzen zeigen deutliche Spuren von negativer Selektion in Form
einer hochsignifikant reduzierten Anzahl an nichtsynonymen Substitutionen im Vergleich
zu synonymen Substitutionen (P < 0,0001, Fisher’s Exact-Test). Bei tof ist die Zahl an
nichtsynonymen Substitutionen im Vergleich zu fem der gleichen Art um das dreifache
erhoht (P < 0,0001). In B. terrestris findet sich fiir tof eine Zahl von 80 nichtsynonymen
zu 27 synonymen Substitutionen entlang der Aste (ab der Duplikation, 55/14 + 25/13),
wihrend sich bei fem ein Verhiltnis von 28 zu 31 findet. Ahnlich sieht dies in B. impatiens
mit 76 zu 23 bei tof und 26 zu 32 bei fem aus. Dies ist ein Hinweis auf positive Selektion
und eine schnelle Evolution des Gens, was wiederum auf eine Neofunktionalisierung

der fem-Duplikation tof hin deutet. Auffillig ist auflerdem, dass sich auch nach der
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Artenaufspaltung eine hohe Zahl an nichtsynoymen im Vergleich zu synonymen Substi-
tutionen findet (25 zu 13 bei B. terrestris, 21 zu 9 bei B. impatiens). Dies zeigt, dass
tof weiterhin schnell evolviert. Eine moégliche Erklarung hierfir wére, dass tof unter
balancierender Selektion steht, welche zu einer Akkumulation von Polymorphismen
fithren wiirde und so die hohe Zahl an nichtsynonymen Substitution zwischen den beiden
Arten erkldren koénnte. Dies wiirde bedeuten, dass es sich bei tof tatsichlich um den

gesuchten komplementéren Geschlechtsdeterminationsfaktor handeln konnte.

3.4.3 Das Gen tof ist ein potentieller allelischer Faktor fiir die
komplementire Geschlechtsdetermination

Um die Hypothese zu untersuchen, dass es sich bei tof um den gesuchten multiallelischen
und initialen Faktor der komplementédren Geschlechtsdetermination in der Erdhummel
handelt, wurde die Nukleotiddiversitédt von tof untersucht. Mit den Oligonukleotiden S-65
und S-67 wurde aus der genomischen DNA von zwolf B. terrestris-Drohnen ein ca. 420 bp
langes Fragment des tof-Gens amplifiziert und sequenziert (Abb. 10 und Tab. 1). Im
Vergleich der Sequenzen fallt auf, dass sie auf Aminosidureebene keinen Polymorphismus
aufweisen. Dies ist ein Indiz, dass es sich bei tof nicht um einen allelischen Faktor
handelt. Zur genaueren Analyse der Variation in tof wurde fiir die generierten Sequenzen
die Nukleotiddiversitdt pro Position (7, 2.2.8) berechnet. Zum Vergleich wurde die
Berechnung auch fiir den korrespondierenden Bereich der genomischen Bt-fem-Sequenzen
durchgefiihrt.

Fir die nichtsynonymen Substitutionen pro Position (7,) ergab sich fiir tof ein Wert
von 0 und fiir fem von 0,003. Der Unterschied zwischen den beiden Werten ist nicht
signifikant (P > 0,05, zweiseitiger Z-Test). Auch fiir die synonymen Substitutionen zeigt
sich bei einem 7,-Wert von 0,001 bei tof und 0,008 bei fem kein signifikanter Unterschied
(P > 0,05). Diese Werte unterstiitzen die Hypothese, dass tof nicht der gesuchte, mul-
tiallelische, komplementéire Geschlechtsdeterminationsfaktor ist. Bestatigt werden kann
dies zusétzlich durch den Vergleich der hier analysierten Sequenzen mit der aus einem
Eierpool anderer Herkunft amplifizierten cDNA-Sequenz, der genomischen Sequenz aus
der NCBI-Datenbank und der Ausgangssequenz aus der EST-Datenbank. Zu keiner die-

ser Sequenzen fanden sich Unterschiede, die auf eine allelische Diversitat in tof hindeuten.
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4 Diskussion

4.1 Das multiallelische Gen complementary sex determiner in

Apis mellifera

Das Gen complementary sex determiner ist das initiale Gen der Geschlechtsdetermi-
nationskaskade in der Honigbiene A. mellifera und aktiviert im heterozygoten Zustand
den weiblichen Entwicklungsweg. Homozygotie am csd-Lokus ist jedoch letal, was zu
einem starken Heterozyogtenvorteil fithrt. Das csd-Gen ist hoch variabel und in den
Honigbienenpopulationen segregieren eine grofle Anzahl verschiedener Allele.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden csd-Sequenzen von A. mellifera-Arbeiterinnen und
-Drohnen untersucht, die in verschiedenen Regionen der Welt gesammelt wurden (3.1.1).
Hierbei wurde der Fokus auf die Analyse der Sequenzvariation in der potentiellen
Spezifizierungsdoméne (PSD) und der in ihr enthaltenen hypervariablen Region (HVR)

gelegt.

4.1.1 Das unter balancierender Selektion stehende Gen csd zeigt kaum

genetische Differenzierung zwischen verschiedenen Subpopulationen

Balancierende Selektion erhélt die csd-Allele iiber einen langen Zeitraum, da seltene Al-
lele einen selektiven Vorteil haben und dadurch weniger héufig durch genetische Drift
verloren gehen als bei neutralen Loci (Takahata 1990). Von Schierup et al. (2000b) wurde
zudem postuliert, dass seltene Allele eines Lokus unter balancierender Selektion schneller
migrieren, da sie in Subpopulationen, in denen sie noch nicht vorhanden sind, einen se-
lektiven Vorteil auf Grund ihrer neuen Spezifitdt haben. Diese beiden Aspekte fiihren zu
der Annahme, dass sich zwischen verschiedenen natiirlichen A. mellifera-Subpopulationen
keine genetische Differenzierung am csd-Lokus findet.

Um dies zu untersuchen, wurden csd-Sequenzen von A. mellifera-Arbeiterinnen aus Ke-
nia untersucht. Diese Proben wurden in drei Berg- sowie drei Savannenregionen gesam-
melt und stammen von Volkern, die kaum menschlichem Einfluss ausgesetzt sind. Die
Bergregionen werden von A. mellifera monticola besiedelt und die Savannenregionen von
A. m. scutellata (Meixner et al. 2000). Bei neutralen Loci (Mikrosatelliten) zeigt sich eine

geringe, jedoch signifikante genetische Differenzierung (Kgr) zwischen den Subpopulatio-
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nen (K. Gruber Gonzales, unveroffentl. Daten). Es wird angenommen, dass dies durch
die geografischen Gegebenheiten begriindet ist, die zu einer Reduktion des Genflusses
zwischen den verschiedenen Subpopulationen fiihren. Am csd-Lokus findet sich dagegen
entsprechend der Erwartung zwischen fiinf der sechs untersuchten Subpopulationen keine
genetische Differenzierung (Tab. 4). Lediglich die Sequenzen aus Mau Forest Savannah
zeigen im Vergleich zu den anderen Subpopulationen eine signifikante genetische Diffe-
renzierung (P < 0,05). Dies konnte jedoch in der Grofie der Stichprobe begriindet liegen
(14 Sequenzen, Tab. 3) und ein Artefakt darstellen. Die kaum vorhandene genetische Dif-
ferenzierung steht in Ubereinstimmung mit Analysen am S-Lokus. Glémin et al. (2005)
zeigten am S-Lokus von Brassica insularis eine um die Halfte niedrigere genetische Struk-
tur im Vergleich zu neutralen Loci, Stoeckel et al. (2008) fanden bei Prunus avium eine
um das dreifache reduzierte genetische Differenzierung am S-Lokus. Verantwortlich dafiir
ist die balancierende Selektion, die die genetische Struktur zwischen Populationen redu-
ziert (Charlesworth et al. 1997, Schierup et al. 2000b, Muirhead 2001), da Individuen mit
einem seltenen Allel einen selektiven Vorteil haben und es so zu einer hoheren ,effektiven
Migrationsrate“ kommt (Barton und Bengtsson 1986, Schierup et al. 2000a). Muirhead
(2001) postulierte fiir den S-Lokus, dass sich ein Lokus unter balancierender Selektion ab
einer bestimmten Migrationsrate wie in einer panmiktischen Population verhalt. Dieses
Level ist ab einer Migrationsrate (m) von 10 3 migrierenden Gameten in der gesamten
Population pro Generation erreicht und scheint im Fall der csd-Allele zuzutreffen. Ist die
Migrationsrate naher an der Mutationsrate, wie dies fiir neutrale Loci der Fall ist, ist eine
genetische Differenzierung zu erwarten. Das notwendige Migrationslevel wird vermutlich
durch die Paarung an Drohnensammelplitzen erreicht. Dort treffen sich Drohnen und
Arbeiterinnen aus bis zu 240 Volkern aus einem Umkreis von bis zu 5 km (Baudry et al.
1998). Dies ermoglicht vermutlich den Austausch der Allele zwischen verschiedenen Sub-
populationen.

Ein weiterer Faktor, der eine genetische Differenzierung am csd-Lokus verhindert, ist ver-
mutlich die Koaleszenzzeit der Allele, die im Rahmen dieser Arbeit auf 13 - 16,2 Mio.
Jahre berechnet wurde (3.1.4). Das Alter der Allele fiihrt dazu, dass sich die Allele in
verschiedenen Subpopulationen iiber lange Zeit erhalten und in Folge keine genetische
Differenzierung zu detektieren ist. Die Genealogie in Abbildung 12 zeigt, dass sich die
gleichen Allele in verschiedenen Subpopulationen finden, wahrend vermutlich auf Grund

des hohen Alters der Allele und der Migration keine regionalen Gruppen zu erkennen sind.
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4.1.2 Die hypervariable Region des csd-Gens evolviert schnell und durch

Sequenzduplikation

Die hypervariable Region zeigt das hochste Mafl an Variation innerhalb des csd-Gens.
Im hier analysierten Datensatz aus 193 Sequenzen fand sich bei 172 Sequenzen ein Un-
terschied von mindestens einer Aminosdure in der HVR. Analysen der csd-Sequenzen in
dieser Arbeit sowie in vorangegangenen Publikationen (z.B. Hasselmann et al. 2008b, Has-
selmann und Beye 2006) wurden ohne diesen Sequenzbereich durchgefiihrt. Auf Grund
ihrer Struktur aus einer variierenden Zahl von Motiv-Wiederholungen unterschiedlicher
Lénge, ist dieser Bereich nicht auf zuverlassige Weise alinierbar, d.h. Verwandtschaften
zwischen den einzelnen Positionen konnen dadurch nicht erkannt werden. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde eine Kodierung der HVR in Betracht gezogen, um die hier enthal-
tene Information ebenfalls in die Erstellung einer Genealogie mit einzubeziehen. Hierfiir
die Lange der HVR oder die Zahl der Motiv-Wiederholungen zu verwenden, musste ver-
worfen werden. Wie in Abschnitt 3.1.2.1 dargestellt, korreliert die Lénge der HVR nicht
mit dem Alter der Allele. Unterstiitzt wird diese Erkenntnis dadurch, dass die HVR of-
fenbar durch Duplikationen und Insertionen von Kodons verlingert, aber ebenso durch
Deletionen verkiirzt werden kann, wie dies auch fiir Mikrosatelliten beschrieben wird,
die eine vergleichbare, repetitive Struktur aufweisen (Ellegren 2004). Ein Indiz hierfiir ist
auch in der Tatsache zu sehen, dass vermehrt HVR-Sequenzen mittlerer Linge zu finden
sind (Tab. 6). Bedingt durch dieses Mutationsmuster aus Duplikationen und Deletionen
wiirde beispielsweise das in Abbildung 16 dargestellte Paar H3-1 und H4-1 nicht als eng
verwandt erkannt werden, obwohl sich in den Exons 6-9 zwischen beiden Sequenzen keine
Nukleotidpolymorphismen finden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Mutationsrate in
der HVR hoher ist und sie dadurch deutlich schneller evolviert als die benachbarten Re-
gionen.

Ein weiteres Problem fiir eine Kodierung stellt die Identifizierung der repetitiven Motive
innerhalb der HVR dar. Sowohl in dieser Arbeit (3.1.2) als auch bei Hasselmann et al.
(2008b) wurde die Struktur der HVR als Wiederholungen eines N;_5Y-Motivs beschrei-
ben. Wie Mikrosatelliten scheint auch die HVR gleichzeitig durch Duplikation und De-
letion von Sequenzmotiven wie auch durch Basensubstitutionen zu mutieren (Kruglyak
et al. 1998). Die in der HVR vorkommenden Kodons fiir Asparagin (AAT) und Tyro-
sin (TAT) unterscheiden sich lediglich an einer Basenposition. So kann innerhalb eines
Replikationszykluses das Motiv NNNNNY zu NNYNNY mutieren, oder aber durch eine
Duplikation zu NNNNNYNNNNNY. NNYNNY dagegen kann ebenso aus einer Duplikati-
on eines NNY-Motivs entstanden sein wie durch eine Mutation aus NNNNNY (Abb. 34).
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Dies bedeutet, dass anhand der HVR-Sequenzen nicht zu erkennen ist, ob es sich bei
NNYNNY um ein oder zwei Motiv-Wiederholungen handelt. Gleichermaflen kann eine
Verwandtschaft zwischen NNNNNYNNNNNY und NNYNNY nicht erkannt werden. Des
Weiteren sind auch sdmtliche Mutationen in die entgegengesetzte Richtung mdoglich, eine

Y zu N-Mutation oder die Deletion einer Motivwiederholung. Aus diesen Uberlegungen

NNY
\ Duplikation
\\

NNYNNY 7

/Substitution
enge
NNNNNY [~ Verwandtschaft ?

Duplikation

NNNNNYNNNNY -

Abbildung 34: Darstellung der méglichen Modifikationen und somit der Verwandtschaft
zwischen HVR-Sequenzmotiven. (N = Asparagin, Y = Tyrosin).

muss der Schluss gezogen werden, dass die HVR wegen ihrer schnellen Evolution, der
Mutation durch Insertion und Deletion von Sequenzmotiven sowie der Tatsache, dass In-
sertion und Substitution teilweise nicht unterschieden werden kénnen, keine Information
enthélt, wie diese fiir die Erstellung einer Genealogie verwendet werden kann.

Bei dieser Analyse zeigt sich zudem, dass das csd-Gen zwei unabhingig von einander
evolvierende Bereiche hat, die beide zur Allelspezifitdat beitragen. Dies erhoht die Entste-
hungsrate neuer Allele, da Mutationen in beiden Bereichen moglicherweise unabhéngig zu

neuen Allelspezifitdten fithren kénnen.

4.1.3 Die Zahl der csd-Allele in den A. mellifera-Populationen ist um das
vier- bis sechsfache hoher und die Koaleszenzzeit niedriger als bislang

postuliert

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Anzahl der in der gesamten Honigbienen-
population vorkommenden csd-Allele erneut bestimmt. Die Bestimmung der Allelzahl
erfolgte mittels Kriterien, die anhand der Unterschiede zwischen 78 Paaren funktionell
verschiedener Allele entwickelt wurden. Diese Kriterien wurden dann auf den gesamten

Datensatz von 193 Sequenzen angewandt und so 50-90 verschiedene Allele identifiziert.
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Dieser Wert liegt deutlich tiber den bislang in der Literatur postulierten Allelzahlen.
Laidlaw et al. (1956) berechneten anhand von Bruder-Schwesterkreuzungen eine Zahl
von 9-11 Allelen. Adams et al. (1977) bestimmten die Zahl der in Volkern mit natiirlich
gepaarter Konigin auftretenden diploiden Drohnenlarven und errechneten daraus eine
Zahl von 19 Allelen. Hasselmann et al. (2008b) unterschieden bei csd-Sequenzen aus
Stichproben, welche an zwei Lokalitdten gesammelten wurden, 14 verschiedene Allele.
Es ist davon auszugehen, dass in der HVR und der benachbarten, potentiellen Spezifi-
zierungsdoméne (PSD) nicht nur eine bestimmte Anzahl an Aminosidureunterschieden
notwendig ist, sondern dass diese Unterschiede funktionellen Kriterien geniigen miissen.
Da der Mechanismus der Allelspezifitdt bisher nicht bekannt ist, existieren bislang
nur Hypothesen zu den fiir die Allelspezifitdt notwendigen Kriterien. Eine Hypothese
hierzu ist, dass csd-Allele Heteromere bilden, indem sie iiber die arginin-serinreiche und
die prolinreiche Doméane Proteinbindungen eingehen (M. Otte, pers. Mitteilung). Bei
identischen Allelen konnte es dabei zu einer Abstoflung zwischen den hypervariablen
Regionen kommen, wodurch die Bindung verhindert wiirde. Die Vermutung ist, dass es
die negative Partialladung der Tyrosine ist, welche zur AbstoBungsreaktion fithrt. Durch
die Léngenunterschiede kann es zu einer Verschiebung der hypervariablen Regionen
gegeneinander kommen, die dazu fiihrt, dass die Tyrosine nicht mehr einander gegeniiber
positioniert sind. So kénnten sich die HV-Regionen tolerieren und die Proteinbindung
ware moglich. Es zeigt sich, dass dieses Prinzip auf alle 78 Allelpaare anwendbar ist.

Es werden weitere Analysen sowie funktionelle Tests notwendig sein, um den Mechanis-
mus genauer zu untersuchen und zu testen, welche Art von Unterschieden zwischen zwei
verschiedenen Allelen relevant sind, um die Allelzahl genauer bestimmen zu kénnen.
Auch der Selbstinkompatibilitatslokus (S-Lokus) der Angiospermen und der Haupt-
histokompatibilitdtslokus (MHC-Lokus) der Vertebraten stehen unter balancierender
Selektion und weisen eine Vielzahl von Allelen auf (Vekemans und Slatkin 1994, Aguilar
et al. 2004). Wahrend es sich jedoch bei csd um ein einzelnes Gen handelt, besteht der
S-Lokus aus zwei gekoppelten und koevolvierenden Genen, die die gleiche Spezifitét
aufweisen. Es handelt sich dabei um die S-Rezeptorkinase (SRK), die die Spezifitat
im Pistill determiniert, und das S-cysteinreiche Protein (SCR), welches die Spezifitét
im Pollen bestimmt (Schopfer et al. 1999, Takasaki et al. 2000). Exprimieren Pollen
und Pistill die gleiche Spezifitdt so wird die Befruchtung verhindert. Die Zahl der am
S-Lokus vorkommenden Allele schwankt sehr zwischen den einzelnen Arten und es
wurden Allelzahlen von 13 (Solanum carolinense, Richman et al. 1995), 40-70 (z.B.
Ipomoea trifida, Kowyama et al. 1994; Papaver rhoeas, Lane und Lawrence 1993) bis
hin zu 140-190 in Trifolium pratense (Williams und Williams 1947, Lane und Lawrence
1993) berechnet. Hierbei ist zu beachten, dass die Bestimmung der Allelzahl in fast
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allen Féllen durch Kreuzungsexperimente erfolgte, bei denen die Zahl der auf Grund
identischer Allelspezifitaten inkompatiblen Individuen erhoben wurde. Lediglich in der
Studie von Richman et al. (1995) bildeten wie in der vorliegenden Arbeit Sequenzdaten
die Grundlage fiir die Berechnung der Allelzahl. Die Bestimmungsmethode konnte
Einfluss auf die kalkulierten Allelzahlen haben, was bei deren Vergleich zu beachten ist.
Die grofle Variation bei den Allelzahlen am S-Lokus der verschiedenen Arten (Lawrence
2000) erschwert zudem den Vergleich zwischen dem csd-Gen und dem S-Lokus.

Ein Vergleich der Allelzahlen am MHC-Lokus und des csd-Gens ist nicht méglich. Grund
hierfiir ist zum einen, dass der MHC-Lokus unter einem Selektionsregime steht, das sich
deutlich zu dem unterscheidet, unter welchem das csd-Gen steht. Am MHC-Lokus ist
im Gegensatz zu csd und dem S-Lokus Homozyogotie moglich. Bei csd ist Homozyogtie
indirekt letal, da diploide M&nnchen im frithen Larvenstadium aufgefressen werden
(Woyke 1963). Beim S-Lokus verhindert eine identische Allelspezifitdt bei Pollen und
Pistill die Befruchtung (Dzelzkalns et al. 1992). Am MHC-Lokus fiithrt Homozygotie zwar
zu reduzierter Fitness, ist jedoch nicht letal. Ein weiterer Aspekt, der den Vergleich nicht
moglich macht, ist, dass beim MHC-Lokus lediglich die Variation in der proteinbindenden
Furche des Proteins relevant ist, jedoch keine funktionell verschiedenen Allele existieren
(Potts und Wakeland 1993).

Die Zahl der in einer Population segregierenden Allele eines Gens unter balancierender
Selektion ist von der effektiven Populationsgrofie und der Entstehungsrate neuer Allele
abhangig. Der Nachweis einer deutlich grofferen Zahl an csd-Allelen in der vorliegenden
Arbeit im Vergleich zur Literatur deutet darauf hin, dass auch diese beiden Faktoren
grofler sind, als bislang angenommen. Die Neuberechnung der Entstehungsrate zeigt,
dass diese mit 2 x 1076 bis 2 x 1077 pro Gen und Jahr um etwa eine Zehnerpotenz
hoher ist als die in Hasselmann et al. (2008b) berechnete Rate von 10~7 - 10-8. Grund
hierfiir ist die Neukalkulation der molekularen Uhr auf Basis neuer Sequenzdaten
und der neubestimmten Divergenzzeitpunkte zwischen den Apis-Arten (Ramirez et al.
2010) sowie die Etablierung von Kriterien, die eine Bestimmung der Mindestanzahl
an nichtsynonymen Substitutionen in funktionell verschiedenen Allelen erméglichte.
Die Berechnungen der Parameter, die im Koaleszenzprozess eine Rolle spielen zeigen
zudem, dass die effektive historische Populationsgréfie mit 12.000 - 42.000 ebenfalls
um etwa eine Zehnerpotenz grofler ist als die in Hasselmann et al. (2008b) berechnete
Populationsgrofle von 1500 - 4000. Wie in dieser Studie sowie Tabelle 7 zu sehen ist,
haben schon Anderungen einzelner Parameter (z.B. die Entstehungsrate der Allele
um eine Zehnerpotenz) einen ausgeprigten Einfluss auf die anderen Parameter. Auch
wenn die hier aufgefiihrten Parameter lediglich als Annéherung zu betrachten sind,

wird deutlich, dass von einer substantiell erhéhten Anzahl von Allelen und historischen
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Populationsgrofie auszugehen ist.

Das hohe Alter von Allelen eines Gens unter balancierender Selektion fiithrt zu der
Annahme, dass so genannte transspezifische Allele existieren. Diese Allele sind alter
als der Divergenzzeitpunkt der Arten und in Folge sind sie ndher zu einem Allel der
anderen Art verwandt als zu den meisten Allelen der eigenen Art. Sowohl fiir den
S-Lokus als auch den MHC-Lokus wurde die Existenz transspezifischer Allele beschrieben
(Castric et al. 2008, Takahata 1993). In der Studie von Hasselmann et al. (2008Db)
konnten zwischen A. mellifera, A. cerana und A. dorsata jedoch keine transspezifischen
csd-Allele detektiert werden. Hier ergab sich ein Widerspruch zwischen dem in der Studie
berechneten Hochstalter der Allele, welches fiir A. mellifera bei 14,6 Mio. Jahren lag
und den Divergenzzeitpunkt zwischen den Arten (6 - 8 Mio Jahre), auf denen diese
Berechnung beruhte. In der Studie wurde postuliert, dass dies moglicherweise durch die
Zahl der analysierten Allele bedingt war und potentielle transspezifische Allele nicht in
den Stichproben beider Arten reprasentiert waren.

Bei den in der vorliegenen Arbeit analysierten Sequenzen finden sich ebenfalls keine
Hinweise auf transspezifische Allele. Auch nach den aktuellen Berechnungen steht dies im
Widerspruch zum Hochstalter der Allele von 48 - 61 Jahren und den Divergenzzeitpunk-
ten der drei Apis-Arten vor 18,2 bzw. 23,5 Mio. Jahre. Zwar ist die Wahrscheinlichkeit
sehr gering, dass potentielle transspezifische Allele in dem hier analysierten Datensatz
aus 193 Sequenzen nicht reprasentiert sind, jedoch wurden fiir die Analyse die gleichen
A. cerana- und A. dorsata-csd-Sequenzen verwendet wie in der Studie von Hasselmann
et al. (2008b). Somit ist es moglich, dass transspezifische Allele zwar bei den A. mellifera-
Sequenzen jedoch nicht bei den Sequenzen der anderen beiden Arten vertreten sind. Eine
alternative Erklarung ware, dass die Allele, welche alter sind als die Artenaufspaltung,
jeweils nur in einer der Arten erhalten wurden. Eine weitere Erklarung findet sich in der
Studie von Charlesworth (2006), in der postuliert wird, dass die Akkumulation neuer
Polymorphismen, welche die urspriinglichen Muster iberdecken, dazu fiilhren kénnen,

dass keine transspezifischen Allele mehr detektiert werden kénnen.
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4.2 Das Gen complementary sex determiner der asiatischen

Zwerghonigbiene A. florea zeigt geringe allelische Diversitét

Im Rahmen dieser Arbeit konnte das Gen csd in der asiatischen Zwerghonigbiene
Apis florea identifiziert und sequenziert werden. Die Identifizierung des Gens in dieser
innerhalb der Gattung Apis basal stehenden Art bestéitigt die von Hasselmann et al.
(2008a) postulierte Entstehung von csd vor der Aufspaltung der Apis-Arten.

Im Gegensatz zu den bisher bekannten csd-Genen der westlichen Honigbiene A. mellifera
sowie der asiatischen Honigbienen A. cerana und A. dorsata kodiert Af-csd fiir eine fast
ausschlieflich aus Asparagin bestehende hypervariable Region (Abb. 20). Das fiir die
csd-Gene der anderen Apis-Arten vorhergesagte Coiled-Coil-Motiv (Hasselmann et al.
2008a) ist in Af-csd nicht nachweisbar (Abb. 24). Stattdessen wird ein N-terminales
Coiled-Coil-Motiv vorhergesagt, dass sich in den anderen csd-Genen nicht findet. Die
Sequenzvariation zwischen den Allelen bei Af-csd ist sehr gering (Tab. 9 und 11), was
darauf hindeutet, dass die Af-csd-Allele noch sehr jung sind. Dies weist auf Unterschiede
in der evolutioniren Geschichte von Af-csd und den csd-Genen der anderen Apis-Arten
hin.

Die Analysen in der vorliegenden Arbeit (3.1.2) sowie in der Studie von Hasselmann et al.
(2008b) deuten darauf hin, dass bei Am-csd ein grofies Mafl an Sequenzvariation in der
HVR und auch einige Unterschiede in der restlichen PSD notwendig sind, um allelische
Diversitat zu vermitteln. Gleiches gilt vermutlich fiir csd in A. cerana und A. dorsata. Bei
Af-csd scheint dies nicht der Fall zu sein. Die Sequenzanalysen funktionell verschiedener
Allelpaare weisen darauf hin, dass hier kleine Léngenunterschiede von zum Teil nur
einer einzelnen Aminosidure und moglicherweise die Position der einzelnen Serine in der
HVR notwendig und zugleich hinreichend fiir den funktionellen Unterschied zwischen
zwei Allelen sind (Abb. 21). Bei Af-csd findet sich ein Paar funktionell verschiedener
Allele, das in den zur HVR benachbarten Bereichen, welche bei Am-csd als PSD definiert
wurden, keinen Sequenzunterschied aufweist (Tab. 8). Dies ist ein Indiz dafiir, dass bei
Af-csd moglicherweise ausschliellich die HVR fiir die Allelspezifitdt relevant ist. Eine
alternative Erklarung wére jedoch, dass bei Afcsd Sequenzunterschiede in anderen
Genbereichen zur Allelspezifitdt beitragen, woriiber die Sequenzierung und Analyse der
entsprechenden Genabschnitte aus verschiedenen Individuen Aufschluss geben konnte.
In Anbetracht der geringen Sequenzvariation in der HVR und dem fiir Afcsd an
einer anderen Position vorhergesagten Coiled-Coil-Motiv ergibt sich die Frage, ob sich
moglicherweise Unterschiede im Mechanismus der Proteininteraktion im Vergleich zu csd

der anderen Apis-Arten finden.
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Zur Bestétigung der Hypothese, dass eine geringe Sequenzvariation in Af-csd fiir die
allelische Diversitdt ausreichend ist, konnen Sequenzierungen der beiden csd-Allele
weiterer A. florea-Arbeiterinnen beitragen, anhand derer die Nukleotidsequenzvariation
zwischen funktionell verschiedenen Allelen genauer untersucht werden kann.

Die Unterschiede zwischen den Merkmalen des csd-Gens in A. florea und in anderen
Apis-Arten lasst die Annahme zu, dass in der Apis-Gattung zwei verschiedene Typen
des Gens existieren. Eine sich hieraus ergebende Hypothese ist, dass sich nach der
Genduplikation und wéhrend der Neofunktionalisierung zwei Varianten des csd-Gens
evolviert haben. Wahrend sich die eine Variante der Linie von A. mellifera, A. dorsata
und A. cerana sehr variabel ist, hat sich die andere, weniger variable Variante in A. florea
durchgesetzt.

Die niedrige Sequenzvariation in Af-csd und die kurzen, inneren Aste in der Genealogie
(Abb. 22), welche fiir eine kurze Koaleszenzzeit der csd-Allele sprechen, deuten auf einen
genetischen Flaschenhals oder eine hohe Durchsatzrate (,turnover rate“) als Ursache
hin. Fiir einen genetischen Flaschenhals spricht das Ergebnis des Tests nach dem Modell
von Takahata et al. (1992). Das Verhéltnis zwischen der hochsten Zahl an paarweisen
synonymen und nichtsynonymen Unterschieden zwischen den csd-Sequenzen und dem
entsprechenden Durchschnittswert liegt fiir Af-csd mit 5,0 und 3,1 deutlich iiber der Er-
wartung von 1,8 (Tab. 12). Fiir Allele unter balancierender Selektion wird erwartet, dass
sie in einem dhnlichen Mafl miteinander verwandt sind wie neutrale Allele. Dies bestétigt
sich fiir die csd-Allele von A. mellifera, A. cerana und A. dorsata (Tab. 12, Hasselmann
et al. 2008b). Es wurden auch fiir Af-csd Hinweise auf balancierende Selektion gefunden,
da das d,/d,-Verhaltnis bei > 1 liegt und sich signifikante Unterschiede in der Diversitét
innerhalb des Gens (Tab. 11) finden. Somit kénnten die von der Erwartung abweichenden
Werte im Takahata-Test durch einen genetischen Flaschenhals bedingt sein.

Ein alternatives Erklarungsmodell fiir eine geringe Koaleszenzzeit ist eine hohe Durch-
satzrate (,turnover rate”). Diese wird hauptsichlich durch die effektive Populationsgrofie
und die Entstehungsrate neuer Allele bestimmt. Die effektive Populationsgrofie ist fiir
A. florea nicht bekannt. Ist sie jedoch gering, konnte hierin die Ursache fiir die kurze
Koaleszenzzeit liegen, da in diesem Fall die Allele starker dem Prozess der genetischen
Drift ausgesetzt sind. Verhindert eine kleine effektive Populationsgrofie die Akkumulation
einer groferen Anzahl von Polymorphismen in Af-csd, konnte dies eine Erklarung sein,
weshalb sich in A. florea eine Variante des csd-Gens evolviert hat, fiir dessen allelische
Spezifitdt wenige Aminosaureunterschiede hinreichend sind.

Die Ursache fiir die hohe Entstehungsrate neuer Allele kénnte neben der geringen
effektiven Populationsgréfle auch im Mechanismus der Allelespezifitdt liegen, welcher

mit einer geringen Sequenzvariation auszukommen scheint. Sind bei Af-csd einzelne
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Aminosédureunterschiede fiir eine neue Allelspezifitdt hinreichend, wiirde dies die Ent-
stehungsrate neuer Allele im Vergleich zu Am-csd erhéhen. In Folge wiirden Allele
auch hiufiger durch genetische Drift wieder verloren gehen und damit zu einer hohen
Durchsatzrate fiihren. Dies wiirde wiederum in einer niedrigen Koaleszenzzeit resultieren.
Die Sequenzierung des Gens in weiteren Individuen aus verschiedenen Regionen und
die Ermittlung der Zahl der in der A. florea-Population segregierenden csd-Allele wird
dazu beitragen, die Frage nach der Ursache fiir das junge Alter der Af-csd-Allele zu
beantworten.
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4.3 Das Gen feminizer in Apis und anderen Hymenopteren

4.3.1 Das Gen fem ist in der Gruppe der corbiculaten Apidae konserviert

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Existenz des Gens feminizer in den drei Hummelarten
Bombus impatiens, B. hypnorum und B. lapidarius, in der Prachtbiene Fuglossa hemichlo-
ra und einer Nicht-Apidae-Art, der parasitischen Wespe Nasonia vitripennis, nachgewiesen
werden (3.3.1). Bislang war fem neben Apis mellifera in den Honigbienenarten A. cerana,
A. dorsata und A. florea, sowie in der stachellosen Biene Melipona compressipes und der
Erdhummel B. terrestris bekannt (Hasselmann et al. 2008a).

Das Gen fem ist der zweite Faktor in der Geschlechtsdeterminationskaskade der Honigbie-
ne Apis mellifera und im Gegensatz zu seinem Paralog csd zeigt es keine Sequenzvariation.
Wie bei transformer (tra) der Dipteren finden sich auch bei fem geschlechtsspezifische
Spleiiformen (Hasselmann et al. 2008a) und in seiner weibchenspezifischen, aktiven Form
initiiert Fem ebenfalls das alternative Spleifien von doublesex (dsx, Gempe et al. 2009).
Auf Grund dieser funktionellen Ubereinstimmungen sowie Homologien in konservierten
Doménen postulierten Hasselmann et al. (2008a), dass es sich bei fem und tra um ortho-
loge Gene handelt. Dies bedeutet, dass die funktionell relevanten Doméanen in Fem seit
itber 300 Mio. Jahren konserviert wurden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit gehen mit den in der Literatur beschriebenen Eigenschaften
von fem konform. Sequenzanalysen zeigen, dass das Gen fem innerhalb der Apidae kon-
serviert ist.

Fir die Erdhummel B. terrestris konnte in der Arbeit von Schulte (2008) ebenfalls eine
méannchenspezifische Spleifiform sequenziert und die Existenz von dsx nachgewiesen wer-
den. Dies spricht dafiir, dass Bt-Fem die gleiche Funktion hat wie Am-Fem.

Zudem konnten in N. vitripennis, die kein Vertreter der Apidae ist, ebenfalls zwei ge-
schlechtsspezifische Spleififormen nachgewiesen werden (3.3.1.3). Verhulst et al. (2010a)
wiesen fiir Nv-Fem (in der Publikation als Nv-Tra bezeichnet) die von Pane et al. (2005)
fiir Tra (Fem) postulierte, konservierte Funktion der Aktivierung des geschlechtsspezifi-
schen Spleifiens der dsx-pra-mRNA nach. Diese Ergebnisse sowie die Sequenzhomologie
zwischen den verschiedenen Apidae-fem unterstiitzen die Hypothese, dass Fem in allen

Hymenopteren die gleiche Funktion innehat.
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4.3.2 Die Sequenzevolution des Gens fem wird in der Apis-Linie durch sein

Paralog csd beeinflusst

Ein Teil der im Rahmen dieser Arbeit generierten Daten wurde schon in der Publikation
von Hasselmann et al. (2010) analysiert und publiziert. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass die Evolution von fem in Apis durch die Ndhe zu c¢sd im Genom, sowie durch die
strukturelle Ahnlichkeit zu seinem Paralog, mit welchem es interagiert, beeinflusst wird.
Verhulst et al. (2010b) postulierten, dass Fem/Tra eine zentrale Position in der Evolution
der Geschlechtsdetermination der Insekten hat. Die im vorangegangenen Abschnitt (4.3.1)
beschriebenen Hinweise sprechen dafiir, dass fem innerhalb der Hymenopteren verbreitet
ist und unterstiitzten die Hypothese, dass die Aktivierung des weiblichen Entwicklungs-
wegs liber das geschlechtsspezifische Spleifien von fem konserviert ist (Gempe und Beye
2010). Der Mechanismus, der dieses alternative Spleifien initiiert, ist jedoch nicht konser-
viert (Heimpel und de Boer 2008) und es scheint eine Vielzahl an Faktoren zu existieren,
die als initiales Signal dienen. In Apis wird das Geschlecht wie in vielen Hymenopteren
iiber komplementére Geschlechtsdetermination bestimmt (Cook 1993) und es handelt sich
bei dem multiallelischen, initialen Faktor der Geschlechtsdetermination um eine Duplika-
tion des fem-Gens, welche eine neue Funktion entwickelt hat. Dies bedeutet fiir Apis-Fem
eine funktionelle Interaktion mit einem strukturell sehr &hnlichen Protein (Abb. 3). Da-
durch steht fem in Apis unter stiarkeren funktionellen Zwéngen als in anderen Gattungen.
Entwickelt Fem eine zu groBe strukturelle Ahnlichkeit zu Csd, kénnte es moglicherweise
mit diesem interagieren und so zur Aktivierung des weiblichen Entwicklungswegs in einem
haploiden Embryo fithren. Diese funktionellen Zwéinge zeigen sich durch eine reduzierte
Rate von nichtsynonymen zu synonymen Substitutionen in Apis-fem im Vergleich zu fem
anderer Apidae, was auf eine stérkere negative Selektion hinweist (Hasselmann et al. 2010,
3.3.2.1).

Balancierende Selektion fiihrt durch den Hitchhiking-Effekt zu einer Akkumulation von
Polymorphismen in den zum Zielgen benachbarten Regionen (Hudson und Kaplan 1988,
Strobeck 1983). Wie in 3.3.2.2 beschrieben, konnte dieser Effekt von Hasselmann et al.
(2010) auch bei fem und csd nachgewiesen werden.

Csd und Fem sind ein gutes Beispiel fiir die von Fraser et al. (2002, 2003) postulierte
und von Makino et al. (2006) anhand von duplizierten Genen untersuchte, verlangsamte
Evolution eines Proteins mit mehr Protein-Protein-Interaktionspartnern im Vergleich zu
einem Protein mit weniger Interaktionspartnern. Nach der Genduplikation in Apis hat
das eine Protein (Fem) seine Funktion beibehalten. Dies erlaubte dem anderen Prote-

in (Csd) schneller und unabhéngiger zu evolvieren, da es keinen funktionellen Zwéangen
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mehr unterliegt. So konnte sich im Fem-Paralog die HVR und das Coiled-Coil-Motiv in
der RS-Doméne entwickeln (Abb. 3 und 24). Bei fem zeigt sich eine deutlich langsamere
Evolution als bei seinem Paralog csd.

In der Erdhummel Bombus terrestris existiert ebenfalls ein Fem-Paralog (Tof). Falls Tof
mit Bt-Fem interagiert, bietet sich hier neben fem und csd in der Honigbiene ein weite-
res Paar duplizierter und moglicherweise interagierender Gene, anhand derer der Einfluss

eines neu entstandenen Gens auf sein Paralog untersucht werden kann.
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4.4 Das Gen twin of feminizer ist eine fem-Duplikation in der

Hummel

Klassische Kreuzungsexperimente von Duchateau et al. (1994) zeigten, dass es sich beim
initialen Signal der komplementdren Geschlechtsdetermination in der Erdhummel um
einen multiallelischen Faktor handelt. Diese Studie sowie eine von Gadau et al. (2001)
durchgefiihrte genetische Kopplungskartierung weisen darauf hin, dass es sich dabei um
einen einzelnen geschlechtsbestimmenden Lokus handelt. Die Identitat dieses Lokus ist
bisher nicht bekannt. Hasselmann et al. (2008a) postulieren, dass es sich bei dem initialen
Signal in der Hummel nicht um das Gen csd handelt, da es Hinweise dafiir gibt, dass es
erst nach der Trennung von Bombus, Apis und Melipona in der Apis-Linie entstanden
ist. In Vorarbeiten wurden im Rahmen der Sequenzierung des Gens feminizer (fem) in
B. terrestris Hinweise auf die Existenz einer fem-ahnlichen Sequenz gefunden. Dies fiihrte
zu der Hypothese, dass es sich dabei um den gesuchten CSD-Faktor handeln konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese fem-Duplikation in B. terrestris identifiziert
werden. Es handelt sich um das Gen twin of feminizer (tof). Es zeigt nicht nur eine hohe
Sequenzhomologie zu fem, sondern es werden fiir Tof auch die gleichen funktionellen
Doménen vorhergesagt wie beim Fem-Protein. Wie bei fem treten bei tof mindestens
zwei verschiedene Spleififormen auf. Eine Spleifiform kodiert fiir einen langen Leserahmen,
wéahrend es in der anderen durch ein Stoppkodon in einem alternativ gespleifiten Exon zu
einem frihen Translationsabbruch kommt (Abb. 30). Das alternative Exon befindet sich
an einer zum méinnchenspezifischen Exon in fem homologen Position. Ob es in tof jedoch
ebenfalls geschlechtsspezifisch gespleifit wird, ist bislang nicht bekannt. Bei der Analyse
von Nukleotidsequenzen des tof-Gens aus verschiedenen Drohnen mehrerer Populationen
zeigte sich, dass tof kaum Nukleotidsequenzvariation aufweist und es fanden sich
Hinweise, dass es sehr schnell evolviert. Die Bestimmung des Entstehungszeitpunkts und
die Stellung von tof und Bombus-fem in einer Genealogie weisen darauf hin, dass tof vor
der Aufspaltung von B. terrestris und B. impatiens entstanden ist. Gleichzeitig finden
sich keine Hinweise darauf, dass tof auch in anderen Gattungen der Apidae existiert.

Untersuchungen der synonymen und nichtsynonymen Substitutionen entlang der Aste
einer Genealogie der tof- und Bombus-fem-Sequenzen (Abb. 33) zeigen fiir tof ein im
Vergleich zu Bombus-fem um das zwei- bis dreifache erhohtes Verhédltnis an nichtsyn-
onymen zu synonymen Substitutionen. Dies kann entweder eine Folge von positiver,
balancierender oder sehr schwacher negativer Selektion sein und ist ein Hinweis auf
eine schnelle Evolution des Gens. Auffillig ist, dass die Zahl der nichtsynonymen
Substitutionen nicht nur nach der Duplikation des Gens erhéht ist, sondern auch noch

nach der Trennung von B. terrestris und B. impatiens. Nach der Genduplikation ist die
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hohe Zahl an nichtsynonymen Substitutionen vermutlich durch positive Selektion im
Rahmen einer Neofunktionalisierung bedingt. Nach der Aufspaltung der Arten miissen
alle drei Selektionsregimes als mogliche Szenarien in Betracht gezogen werden.

Eine erste Hypothese ist, dass tof, wie auch die fem-Duplikation csd in Apis, unter
balancierender Selektion steht. Diese fiihrt zu einer Akkumulation von Polymorphismen,
was sich auch in Form einer erh6hten Zahl an nichtsynonymen Substitutionen zwischen
verschiedenen Arten zeigen wiirde. Steht tof unter balancierender Selektion, konnte es
sich bei dem Gen um den gesuchten multiallelischen, komplementéren Geschlechtsdeter-
minationsfaktor handeln. Ein multiallelisches, unter balancierender Selektion stehendes
Gen zeigt jedoch Sequenzvariation, welche bei tof bislang nicht detektiert werden konnte.
Die untersuchten, genomischen DNA-Sequenzen stammen von Drohnen aus mehreren
Volkern. Sofern tof ein CSD-Faktor ist, der im heterozygoten Zustand aktiv ist, miissten
bei den Drohnen eines Volkes zwei verschiedene Allele auftreten, bei welchen es sich um
die beiden von der Koénigin stammenden, funktionell verschiedenen Allele handelt. Die
tof-Sequenz konnte in allen zwo6lf untersuchten Drohnen amplifiziert werden, es konnten
jedoch keine Nukleotidsequenzunterschiede gefunden werden. Zudem konnte im Vergleich
der genomischen Sequenzen mit der sequenzierten mRNA-Sequenz keine Variation
detektiert werden. Auch zwischen der in der EST-Datenbank gefundenen Sequenz und
der genomischen Sequenz aus der NCBI-Datenbank konnten keine Nukleotidunterschiede
festgestellt werden. Die Herkunft der verschiedenen Sequenzen ist unbekannt. Es ist
unwahrscheinlich, dass in allen Fallen - sofern unterschiedliche Allele existieren - immer
dasselbe Allel gefunden wurde. Dies spricht klar gegen tof als allelischen Faktor und gegen
balancierende Selektion als Ursache fiir die hohe Zahl an nichtsynonymen Substitutionen.
Ein alternative Hypothese ist eine sehr schwache negative Selektion. Zwar unterstiitzt die
Berechnung von Tajima’s D mit einem Wert von -0,028, welcher auf neutrale Evolution
hindeutet, dieses Erkldrungsmodell. Der Wert ist jedoch nicht signifikant (P > 0,1).
Zudem wiirde es bei einem schwachen selektiven Druck ebenfalls zur Akkumulation von
Polymorphismen im Gen kommen. Da keine Sequenzvariation bei tof auftritt, muss auch
diese Hypothese abgelehnt werden.

Die dritte Hypothese ist, dass die vielen Substitutionen zwischen den tof-Genen der
beiden Arten durch positive Selektion bedingt sind. Dies kénnte bedeuten, dass das
Gen in den beiden Arten unterschiedlich evolviert, wie dies beispielsweise auch fiir das
Odysseus-Gen in Drosophila beschrieben wird (Ting et al. 2000). Odysseus hat eine
Funktion bei der Spermatogenese und seine divergente Evolution in den verschiedenen
Arten fithrt zu Hybridsterilitdt (Sun et al. 2004). Positive Selektion kann sowohl die
hohe Zahl an nichtsynonymen Substitutionen in tof nach der Artenaufspaltung von

B. terrestris und B. impatiens erklaren, als auch die geringe Nukleotidsequenzvariation
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innerhalb des Gens, und kann deshalb als wahrscheinlichste Erklarung angesehen werden.
Unterstiitzung fir diese Hypothese konnte moglicherweise durch die Sequenzierung des
tof-Gens in weiteren Hummelarten gewonnen werden.

Die Funktion von Tof ist bislang unbekannt. Hinweise darauf kénnte das alternativ
gespleiffte Exon liefern (Abb. 30A). Wird das Exon wie in fem geschlechtsspezifisch
gespleifit, wére auch fir tof eine Funktion in der geschlechtsbestimmenden Kaskade
anzunehmen. Um zu untersuchen, ob geschlechtsspezifische Spleififormen existieren,
miissen die Transkripte zum Zeitpunkt der Geschlechtsdifferenzierung untersucht werden.
Hierfiir ist es notwendig, die mRNA im Embryonal- oder frithen Larvenstadium zu
amplifizieren. Es ist jedoch nicht mdglich, bei der Erdhummel haploide von diploiden
Eier anhand des Legeorts zu unterscheiden, wie dies bei der Honigbiene moéglich ist.
Eine Bestimmung der Ploidie der Eier ist durch die Verwendung von Mikrosatelliten
(Stolle et al. 2009) oder durch Durchflusszytometrie (Nagamitsu und Yamagishi 2009)
moglich, konnte jedoch in dieser Arbeit nicht realisiert werden. Im Rahmen einer
weiteren Doktorarbeit in der Arbeitsgruppe ist die Etablierung von Mikrosatelliten und
die Verwendung von Durchflusszytometrie zur Bestimmung der Haplo- oder Diploidie
von Hummeleiern geplant. Neben der Bestimmung der Ploidie ist es auch notwendig,
zwischen am geschlechtsbestimmenden Lokus (SDL) hetero- und homozygoten Individuen
zu unterschieden. So kann verhindert werden, dass die Untersuchung diploider ménnlicher
Eier oder Larven anstelle von weiblichen zu einer Verfalschung der Daten fiithrt. Hierfiir
ist die Kenntnis des SDL in B. terrestris notwendig, dessen Kartierung unter Verwendung
einer etablierten Inzuchtkreuzung und der Annotierung des B. terrestris-Genoms bereits
geplant ist. Hierbei konnen zudem Informationen iiber die Identitat des komplementéren
Geschlechtsdeterminationsfaktors gewonnen werden.

Einen weiteres Indiz darauf, dass Tof eine Funktion in der Geschlechtsdeterminations-
kaskade haben konnte ergibt sich aus der Ahnlichkeit zu seinem Paralog Fem. Wie
Fem weist auch Tof die fiir ein SR-Typ-Protein charakteristische RS-Doméne auf.
Im Gegensatz zu SR-Proteinen weisen SR-Typ-Proteine keine RNA-Bindemotive auf
(Blencowe et al. 1999), wie es auch bei Fem und Tof der Fall ist. SR-Typ-Proteine sind
an der pra-mRNA-Prozessierung beteiligt, sie vermitteln bei der Spleifistellenerkennung
sowie der Spleifiregulierung.

Die Funktion von Fem, bzw. dessen Ortholog Tra, bei der Spleifiregulation von dsx ist in
den Hymenopteren und Dipteren konserviert (Pane et al. 2005, Gempe und Beye 2010).
Die Vermutung liegt daher nahe, dass dieser Teil der Geschlechtsdeterminationskaskade
auch in der Erdhummel konserviert ist und Bt-Fem ebenfalls das geschlechtsspezifische
Spleiffen von dsx vermittelt. In Anlehnung an die von Wilkins (1995) und Nothiger &
Steinmann-Zwicky (1985) beschriebene ,Bottom-Up“-Hypothese konnte Tof, wenn es
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ebenfalls Teil dieser Kaskade ist, eine Position iiber Fem einnehmen. Dort kénnte es z.B.

fiir das alternative Spleiflen der Bt-fem-pra-mRNA zustidndig sein.

Alternative Hypothesen:

A B C D
D. melanogaster A. mellifera B. terrestris B. terrestris
X:A=1,0 X:A=05 O O
| |
sxlf sx/M tof* tof
! ® | -
O ®e | Pg o
! ' ' |
trat tra™ femF femM femF femM femf femM
' ' ' !
Tra Fem Fem Fem
! ! ! !
dsx” dsxM dsx” dsx™ dsxf dsxM dsxf dsxM
| | | | ! ! | !

¢ 4 ¢ 4 Y 4 ¢ 4

Abbildung 35: Schematische Darstellung der Geschlechtsdeterminationskaskaden in
D. melanogaster und A. mellifera sowie zwei alternativer, hypothetischer Kaskaden fiir
B. terrestris. Sowohl in D. melanogaster als auch in A. mellifera ist der ménnliche Entwick-
lungsweg voreingestellt. Auf Grund der engen Verwandtschaft zu A. mellifera wird dieses
System auch bei B. terrestris angenommen. (A) In D. melanogaster wird das Geschlecht
durch das Verhéltnis von Geschlechtschromosomen zu Autosomen determiniert (Cline und
Meyer 1996, Erickson und Quintero 2007). Bei einem Verhéltnis von 1:1 wird sexlethal ak-
tiviert. Es initiiert das geschlechtsspezifische Spleifien von tra, welches dadurch ebenfalls als
aktives Protein vorliegt und so das alternative Spleifien von dsx vermittelt, wodurch der
weibliche Entwicklungsweg eingeschlagen wird. (B) In A. mellifera erfolgt die Geschlechts-
determination in Weibchen durch zwei Csd-Proteine unterschiedlicher Spezifitdt, welche
das geschlechtsspezifische Spleifien von fem vermitteln und es dadurch aktivieren. Wie sein
Ortholog Tra aktiviert auch Fem dsx, wodurch auch in A. mellifera der weibliche Ent-
wicklungsweg aktiviert wird (Gempe et al. 2009). (C) und (D) Hypothetische Kaskaden
in B. terrestris. Es wird davon ausgegangen, dass die Kaskade ab dem Gen fem konser-
viert ist und in B. terrestris nach dem gleichen System funktioniert wie in A. mellifera. (C)
Zwei CSD-Faktoren (C-F) unterschiedlicher Spezifitdt interagieren mit Tof und kénnen so
die Aktivierung von fem vermitteln. (D) Zwei CSD-Faktoren (C-F) unterschiedlicher Spezi-
fitét initiieren das geschlechtsspezifische Spleilen von tof wodurch ein aktives Tof-Protein
entsteht, welches fem aktivieren kann.
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In Abbildung 35 sind zwei mogliche Szenarien im Vergleich zu den geschlechtsdeter-
minierenden Kaskaden von D. melanogaster und A. mellifera dargestellt. Dabei wird
davon ausgegangen, dass wie bei diesen auch bei B. terrestris die ménnliche Entwicklung
voreingestellt ist, wahrend die weibliche Entwicklung durch Heterozygotie am geschlechts-
bestimmenden Lokus aktiviert wird (Erickson und Quintero 2007, Gempe et al. 2009).
Auf Grund der fehlenden allelischen Diverstitat kann Tof nicht als komplementérer
Geschlechtsdeterminator funktionieren, es konnte jedoch in Kombination mit einem
solchen wirken (Abb. 35C). Eine zweite Hypothese griindet auf der Annahme, dass das
alternative Exon geschlechtsspezifisch gespleifit wird. In diesem Fall wére es moglich, dass
Tof eine &hnliche Funktion wie Fem hat (Abb. 35D). So konnte es sich in der Kaskade
zwischen einem allelischen Faktor, von dem es aktiviert wird, und fem befinden, dessen
geschlechtsspezifisches Spleiflen es vermittelt.

Die Analyse weiterer tof-Sequenzen kann zu genaueren Erkenntnissen iiber eine potentiel-
le allelische Diversitdt und damit iiber eine mogliche Funktion fithren. RNAi-Experimente
konnten den Nachweis erbringen, ob Tof am geschlechtsspezifischen Spleiflen von fem
beteiligt ist. Unter der Vorraussetzung, dass auch in Bombus der ménnliche Entwick-
lungsweg voreingestellt ist, wiirde die Injektion von tof-dsRNA in diesem Fall dazu
fithren, dass fem nur noch in seiner minnchenspezifischen Spleifiform vorliegt und sich

der Embryo in Folge dessen in ein Méannchen entwickelt.
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5 Zusammenfassung

Das Gen complementary sex determiner (csd) und sein Paralog feminizer (fem) stehen
am Beginn der Geschlechtsdeterminationskaskade der Honigbiene Apis mellifera. Das
multiallelische csd ist das initiale Signal und aktiviert im heterozygoten Zustand den
weiblichen Entwicklungsweg durch geschlechtsspezifisches Spleifien von fem. Um Hetero-
zygotie in Weibchen zu realisieren, segregieren in der gesamten Honigbienenpopulation
etwa 50-90 csd-Allele. Sie unterscheiden sich durch starke Sequenzvariation sowie
ihre hypervariable Region (HVR), einem in seiner Lénge und Aminosdurekomposition
stark variierenden Bereich, dessen repetitive Sequenz unabhingig von der restlichen
Gensequenz evolviert.

Das Gen csd steht unter balancierender Selektion. Hierdurch bedingt, finden sich keine
Unterschiede in der Diversitit der csd-Allele verschiedener Subpopulationen sowie auch
kaum genetische Differenzierung zwischen diesen.

Die Existenz von csd konnte nun auch in der basal stehenden Apis-Art A. florea
nachgewiesen werden. Af-csd zeigt jedoch in der fir das csd-Gen charakteristischen
HVR sowie in seiner Sequenzvariation deutliche Unterschiede zu den bisher bekannten

csd-Genen.

Das Gen csd ist in der Honigbienengattung aus einer Duplikation des Gens fem entstan-
den. Im Gegensatz zu csd ist fem konserviert und vermutlich in allen Hymenopteren-
Gattungen vorhanden: Es konnte in einigen Vertretern der Apidae-Gattungen Apis,
Bombus, Melipona und FEuglossa sowie der parasitischen Wespe Nasonia vitripennis
(Pteromalidae) nachgewiesen werden. In Apis ist fem durch die Existenz von csd anderen
selektiven Bedingungen ausgesetzt als in Nicht-Apis-Arten, in denen csd fehlt. Zum
einen wird fem durch die direkte Nachbarschaft zu dem unter balancierender Selektion
stehenden Gen csd beeinflusst. Zum anderen bedeutet die strukturelle Ahnlichkeit zu csd
gleichzeitig einen verstirkten funktionellen Zwang, der die Evolution von fem in Apis

stérker einschrankt als in Nicht-Apis-Arten.

Bei der Erdhummel Bombus terrestris initiiert ein noch unbekannter komplementéarer
Geschlechtsdeterminationsfaktor die Geschlechtsdifferenzierung. Es konnte hier ebenfalls
eine fem-Duplikation nachgewiesen werden, welche als twin of feminizer (tof) benannt
wurde. Das Gen weist jedoch kaum Sequenzvariation auf und somit ist unwahrscheinlich,

dass es einen komplementaren Geschlechtsdeterminationsfaktor darstellt.
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5.1 Summary in English

The gene complementary sex determiner (csd) and its paralogous gene feminizer (fem)
are the first two genes in the sex determination cascade of the honey bee Apis mellifera.
The multiallelic csd is the initial signal and activates the female development path in
the heterozygous state through sex-specific splicing of fem. To realize heterozygosity in
females, about 50-90 csd-alleles segregate in the entire honey bee population. They are
marked by a high degree of sequence variation and differences in their hypervariable
region (HVR). The HVR is a region that varies considerably in length and amino acid
composition. Its repetitive sequence evolves independently from neighboring regions.
The csd gene is under balancing selection. As a result, there are no differences in sequence
diversity between csd alleles of separate subpopulations and little genetic differentiation
is found between them.

The existence of csd could now also be proven in the most basal Apis species, A. florea. Ho-
wever, Af-csd shows clear differences in the structure of the HVR, which is characteristic

for csd genes, and in its sequence variation as compared to other csd genes known to date.

The csd gene originated from a duplication of the fem gene in the honey bee genus.
In contrast to csd, fem is conserved and probably exists in all Hymenoptera genera: it
could be detected in some representatives of the Apidae-genera Apis, Bombus, Melipona
and Fuglossa as well as in the parasitic wasp Nasonia vitripennis (Pteromalidae). Due
to the presence of csd in Apis fem is subject to different selective constraints than in
non-Apis-species in which this gene is missing. On the one hand, fem is influenced by its
direct proximity to a gene under balancing selection, the csd gene. On the other hand,
its structural similarity to csd increases the functional constraints on fem, which limit its

evolution in Apis more strongly than in non-Apis species.

In the buff-tailed bumblebee Bombus terrestris sex determination is initiated by an still
unknown complementary sex determination factor. In this species, the existence of a
fem duplicate could also be shown; this duplicate was named twin of feminizer (tof).
However, this gene shows only little sequence variation and is therefore unlikely to be a

complementary sex determination factor.
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6 Anhang

6.1 HVR-Sequenzen funktionell verschiedener csd-Allele

Tabelle 15: Die Sequenzen der hypervariablen Region von funktionell verschiedenen Allel-
paaren. Zudem sind die d,- und d,-Werte fiir den sequenzierten Bereich der potentiellen
Spezifizierungsdoméne (ohne HVR) angegeben.

Allelpaar HVR-Sequenz d, d,
A7 SLSNNYNYNNNNYKYNYNNYN 0,120 0,116
Al10 SLSNNYNYSNYNNYNNNNYNNNYNNYNNY

I5 SLSNNTIHNNNNYKYNYNNNYNNYNNYNN 0,074 0,081
16 SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNYNNNNYNNNNY

D1 SLSNNTIHNNNNYNNYNN 0,067 0,104
D6 SLSNNYKYSNYNNYNNNYNNNYNNNYNNNY

L2 NNYNYKNYNNNYNNY 0,136 0,104
L5 SLSDKTIHNNNNYKYNYNNNNNNYS

K4 SLSNHYNYNNNKYNNYNNDY 0,108 0,084
K5 NNNSLSNNYNYNNNYNNYNKHNY

W1 SLSNNTIHNNNYKYNHNNNNYN 0,094 0,061
W6 SLSNKTIHNNNYNNNNYNNNYKNYNNS

S1-2 SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNNNYKNYNNY 0,144 0,081
S1-3 SLSNKTIHNNNNYNNNYNNYNNNYKYNNYNNY

1-2 SLSNNYNYSNYNNNY 0,127 0,038
1-3 SLSNNYNYNNNNYNKYNYNNYNTNY

2-2 SLSNNTIHNNNYNNYNNY 0,166 0,061
2-5 SLSNKTIHNNNNNYNNYNN

3-4 SLSNNYNYNNNNYKYNYNNYN 0,110 0,070
3-5 SLSNKTIHNNNNYKNYNY

4-4 SLSNNTIHNNNYNNYNNY 0,106 0,031
4-5 SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNYNNNNY S

5-4 SLLNNTIHNNNNY 0,084 0,051
9-5 SLSNKTIHNNNNYNNNNNNYNNYNNY

6-1 SLSNNYNYNNNNYKKLYCNNY 0,086 0,064
6-2 SLSNNYKYSNYNNYNNNYNNYNNYNNNYNNNY

9-1 SLSNKTIHNNNNYNNNNYNNYNNNNYNNY 0,095 0,068
9-2 SLSNKTIHNNNNNYNNYNN
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10-1
10-2
31-4
31-5
34-2
34-3
36-1
36-2
74-9
74-10
H1-1
H1-2
H2-4
H2-5
H3-1
H3-2
H4-1
H4-2
H5-3
H5-4
H6-1
H6-2
HT7-2
H7-3
B 64-3
B 64-4
B 65-1
B 65-2
B 67-3
B 67-4
B 68-4
B 68-5
B 71-2
B 71-3
B 72-4
B 72-5

B 1534
B 153-5

SLSNHYNYNNNKYNNYNNDY
SLSNNYKYSNYNNYNNNNNYNNNYS

SLSNNYNYNNKYNYNNNYN
SLSSSCNYSNNYNYYNNN

SLSNNYKYSNYNNYNNNYNNYDNNYNNNY
SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNNYNNNNY

SLSNKTIHNNNNYNNNYNNYNNNYKYNNYNNY
SLSNNYNYNNNNYNNYNNYNNYNNNYN

SLSKNTIHNNNYKYNYNNNNNYNNNY
SLSNNYNSNSYNNYNNNYYNN

SLSNKTIHNNNNNYNNYNN
SLSNHYNYNNNKYNNYNNDY

SLSNKTIHNNNNY
SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNYNNNNNYS

SLSNKTIHNNNNYKNYNNY
SLSNNYNYSNYNNYNNNNNYNY

SLSNKTIHNNNNYKNYNNYKNYNNYKNYNNY
SLSNNYKNYNNYNNYNNNNYNYN

SLSNNYKYSNYNNYNNYNKKLYS
SLSNHYNYNNNKYNNYNNDY

SLSNKTIHNNNYNNYNNNNYNNY
SLSNNYNYNNCNYKH

SLSNNYNYNNNNYNNNYN
SLSNKTIHNNNNYNNNNYNNY

SLSNKTIHNNNNYNNNYNYNNYNN
SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNYNNNNYS

SLSNNYNYNNY
SLSNNYNYKYNNS

SLSNNTIHNNNNYNNYNN
SLSNNYNYNNNNYNNYNNNYNNYNNYNNNYN

SLSNKTIHNNNNYNNNYNNYNNY
SLSNNYKYSNYNNYNNYNNKYNYNNYN

SLSNNYNYNNNNYKYNYNNYN
SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNNNNYS

SLSNKTIHNNNNYNNNNYNNY
SLSNNYKYSNYNNYNNYNNKYNYNNYN

SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNYNNNNY
SLSNKTIHNNNNYNNNYNNNC
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0,155

0,085

0,078

0,002

0,124

0,137

0,040

0,147

0,160

0,180

0,103

0,112

0,119

0,042

0,136

0,125

0,123

0,144

0,031

0,127

0,051

0,079

0,069

0,114

0,103

0,032

0,115

0,133

0,134

0,106

0,083

0,054

0,057

0,069

0,100

0,137

0,080

0,061
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NO1-I-1
NO1-I-2
NO1-II-1
NO1-II-2
N04-I-1
N04-1-2
NO4-II-3
NO4-II-8
NO6-1-2
NO6-I-9
NO06-11-3
NO06-11-6
N14-I-7
N14-1-8
N14-II-1
N14-I1-3
N16-11-4
N16-11-6
N20-I-1
N20-I-5
N20-1I-1
N20-II-9
N24-11-4
N24-11I-8
N25-I-1
N25-1-3
N25-1I-3
N25-11-4
N27-I-5
N27-1-6
N27-1I-1
N27-11-2
N34-1-9
N34-1-10
N34-11-4
N34-11-6
N37-1-2
N37-1-3

SLSNKTIHNNNNYNNYNNYNN

NNNSLSNNYNYNNNYNNYNNYNNKHNY

SLSNNTIHNNNYNNKNNY
SLSNNTIHNNNYKYNNNNYNNY

SLSNKTIHNNNNYNN
SLSKNTIHNNNNYKYNNYNNNYS

SLSNNYKYSNYNNYNNNYNNNNY
SLSNKTIHNNNNYNN

SLSNNYKYSNYNNYNNNYNNTNY

NNNSLSNNYNYNNNYNNYNNYNNKHNY

SLSNNYSYNNYNNYNSSNNNYF

NNNSLSNNYNYNNNYNNYNNYNNKHNY

SLSNNTIHNNNYKYNYNNNYNNY
SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNHYNNSN

SLSNNYSYNNYNNNYNNNNYN
SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNYNNNNYNNNNY

SLSNNTIHNNNNYKYNYNNNYNNYNNYNN
SLSNNYKYSNYNNYNNYNNNNYNNYNNYNN

SLSNKTIHNNNNYNNNYKNYNNNNYNNYNTNY
SLSNNYNYNNNNYNNYKYNYNYNY

SLSNNYNYNNNNYNNYKYNYNNNY
SLSNNTIHNNNYKNYNNS

SLLNNTIHNNNYNNDY
SLSNKTIHNNNNYNNYNNNY

SLSNNYNYNNNKYNYNN
SLSNNYNYSNYNNYNNNNNYNNNNYNY

SLSNNYNYSNYNNYNNNNNYNNNNYNY
SLSNNYNYNNNNYNKYNYNNYN

SLSNNYNYNNNYN
SLSNKTIHNNNNYNNY

SLSNKTIHNNNNYNNYNNYNN
SLSNNYKYSNYNNYNNYNNNYNNNYNNNY

SLSNNYNYNNNNYNNYKYNYNNNY
SLSNNYNSNNYNNYNKYNYKYNN

SLSNNYNYNNNNYNNNYKCNYN
SLSNNYNYNNNNYNNYKYNYNNNYNN

SLSNNYNYNNYNKYNY

SLSNNYKYSNYNNYNNNYNNYNNNYNNYNNNYNNNY
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0,149

0,000

0,062

0,242

0,189

0,195

0,108

0,090

0,124

0,135

0,158

0,118

0,140

0,130

0,100

0,149

0,156

0,051

0,020

0,121

0,025

0,038

0,132

0,095

0,108

0,038

0,056

0,093

0,063

0,063

0,061

0,075

0,051

0,129

0,066

0,171

0,054

0,064
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N41-1-2
N41-1-3
N41-I1-7
N41-I1-10
N45-11-1
N45-11-2
N48-1-2
N48-1-4
N48-11-4
N48-II-5
N50-1-6
N50-I-8
N58-I-1
N58-1-8
N58-II
N58-1I-9
N62-1-1
N62-1-2
N62-11-3
N62-11-7
N65-1-5
N65-1-6
N73-I-5
N73-1-6
N76-1-3
N76-1-6
N76-11-7
N76-II-10
N87-I-1
N8T7-I-3
N8T7-II-2
N8T7-II-3
N90-I-2
N90-I-3
N90-II-1
N90-II-3
N95-1-6
N95-1-7

SLSNNYNYNNYNKYNY
SLSNKTIHNNNNYDN

SLSNNTIHNNNNYNNNYN
SLSNKTIHNNNNYNN

SLSNNYNSNNYNNYNNKYNYNNS
SLSNNYNSNNYNNYNN

SLSNNYNCSNNYNNNNYYNNNSKKYC
SLSNKTIHNNNNYNNY

SLSNNYNCSNNYNNNNYYNNNSKKYC
SLSNKTIHNNNNYNNNYNNNNY

NNYNYKNYNNYYNNDY
SLSNNTIf£YNNNNN

SLSNSYNYNNYKPKF
SLSNNYNYNNNNYNYKYNYNNNY

SLSNNYNYKYNNS
SLSNNYNYNNNNYNYKYNYNNNY

SLSNNYNYKNYNNNYNNY
SLSNNYNYNNNNYNNN

SLSNNYNYNNNNYNYKYNYNNNY
SLSNNYNYNNNNYNNN

SLSNNYNYNNNYNNNY
SLSNKTIHNNNYNNNYNNNC

SLSNKTIHNNNNLIHNNNKNYN
PLSNKTIHNNNNYNN

SLSNNYNYNNYNKYNY
SLSNNYTCNNYNK

NNNSLSNNYNYNNNYNNYNNYNNKHNY
SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNNNYNNNYNYNNNC

SLSNNYNYN
SLSNKTIHNNNNYNNNYNYNNYNN

SLLNNTIHNNNYNNDY
SLSNNYNYNNNNYNNNYKCNYN

NNYNYKNYNNYYNNDY
SLSNNYNYNNYNKYNY

SLSNNYNYNNYNKYNY
NNYNYKNYNNS

SLLNKTIHNNNNYNNNNYNNNNNYNY
NNYNYKNYNNYYNNDY
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0,147

0,107

0,062

0,126

0,092

0,056

0,141

0,074

0,188

0,105

0,067

0,074

0,002

0,068

0,123

0,079

0,094

0,191

0,088

0,136

0,044

0,031

0,135

0,139

0,115

0,088

0,088

0,110

0,064

0,076

0,061

0,139

0,090

0,122

0,086

0,088

0,102

0,083
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N95-11-6
N95-11-8
N97-11-1
N97-11-2
NO98-I-3
NO98-I-7
NO98-II-8
N98-II-9
N100-I1-4
N100-I-5
N106-I-1
N106-I-7
N106-1I-1
N106-II-8

SLSNNYISNNYNNYNNNYNKNYDY
NNYNYKNYNNYYNNDY

SLSNKTIHNNNNYKYNYSNYNNNYNNY

SLSDKTIHNNNNYKYNYNNNYNNNYNNYNN

SLSNKTIHNNNKYNYNKYNYNHYNNNS

SLSNNYKYSNYNNYNNYNN

SLSNKTIHNNNNYKYNYNNNHYNNNNN

SLSNNYNYNNYNNNYN

NNYNYKNYNNYYNNDY
SLSTNYNYNNYNNNI

SLSNKTIHNNNNYNNNYNNNYNNYNNY

NNYNYKNYNNYYNNDY
SLSNNYNYSNYNNNNY

SLSNNYKYSNENNYNNNNNYNNNYS

6.1.1 Genealogien ausgewihlter A. mellifera-csd-Sequenzen

61

38

L2

WA

36

K5

58

L5
K4

AT

W6

51

A10

42

0.005

0,083

0,084

0,123

0,067

0,084

0,046

0,127

0,045

0,044

0,066

0,069

0,078

0,104

0,045

Abbildung 36: Genealogie der A. mellifera-csd-Sequenzen aus Texas, USA. Erstellt mit
MEGA nach der Maximum-Likelihood-Methode und dem Tamura-Nei-Modell auf Basis der
Nukleotidsubstitutionen.
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Abbildung 37: Genealogie der A. mellifera-csd-Sequenzen aus den kenianischen Savannen-
regionen. Erstellt mit MEGA nach der Maximum-Likelihood-Methode und dem Tamura-
Nei-Modell auf Basis der Nukleotidsubstitutionen.
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6.2 Sequenzen des Gens csd verschiedener Apis-Arten

6.2.1 Sequenz des csd-Gens aus Apis florea

Im Folgenden ist die mRNA-Sequenz des Gens complementary sex determiner aus Apis
florea in 5’-3’-Richtung dargestellt. Das Start- und Stoppkodon ist in dunkelgrau, die 5’-

sowie 3’'UTR jeweils in hellgrau markiert.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

AAAATGAAGT
AGCATATAGG
GCATTGCGAT
AAGAACAGAA
ACGAGAACAC
GAAACTAGCA
AAATAATGCA
TGGTACATCT
AATTAAGGTA
ACGAGATATT
GCCTATATTT
ACATCGTACA
AAAATATGCT
GTCTCGTTAT
GGATAGGCAA
GTCTTAAGCG
CTTATCGAGA
GATCTAGAGA
ATAATAATAA
CTGTTCCTGT
CAATGAGGGG
GATTTATTGC
ATTAATGAAA
ATGAAATATG
CGAGATTGGA
CGTAAAAAAA
CCATTAATAA

TAGCAATATA
TGATTTATAG
GAGAGATTTA
GAACGATTAC
GAAAGATTGA
TTATCAAAAA
CCAAATATAT
TTATTTAGAG
GATATTCACA
ATCAATCCTG
GAAAGAGAAG
GTTTTAGCTG
GTTTCATCGA
TCCAGCGAAA
TATGAAAAAT
TTATTCTCGT
ATATCGAGAA
ACGTACAATA
TAATAATAAT
TTATTATGGG
TCAAGTACCA
TCCAGATATG
AATGTGAAAA
AGATGACATT
CAACTAGCGG
TGGCTCTTTT
ACCATATAAT

AATATAGCAT
TATTTATTAT
GACAATCACG
GACGGAGACG
AGAAAAAGAT
GAAGTAAAAC
CTGAAACATT
GACCAGAAGG
GAATTTTGCC
AAAATGTGAT
AAATAAAAAA
TAAATATTGA
ATTCTATCAG
AAAGTTGCAG
TATACAATGT
TCGAGAGAAC
ACATCGAGAG
ATTTCATCGA
AGTAATAATA
ATTTTTCCAC
GGATTTAGAC
TGTAGATTTC
TCTTATATAA
TGACAAAAAA
GTCAAATGAT
CATATCTTTA
ATATTTTTTT

TCTCAAAGTA
AAAAATGAAA
CAGTGAAGAT
CGAAGAATGG
GATTTTAGAA
TAAAAGTAGA
TATATTATCC
TACTCAAGTT
AGGAAAAACA
AATCAAAAGA
TGTATTAACA
AAAATCAGAA
AAGTCGAAGT
TAGAGATAGA
AAAAGAAAAA
GAGAGCAAAG
AACGATCTCG
ATTCTTTATT
ATAATGTTAA
CAAGGCCAAT
ATATTGGTCC
GTCCTCCAAA
TATAAAGTTA
TAAGAATCTA
TTGTATACCT
AAAATTTTAG
ATAAGTAAAA

101

TTCCACTAAC
CGAAATATAT
AGCGAAATTG
ATGATACAAC
TATGAACGTG
TCCCCAGAAA
GAAAAATTAA
AGTGAAACAG
ACAACAACTG
AGAACGGGAG
AAAACAAATG
AATGAAATTA
CATAATTTTC
AATAGAGGAT
CTCTTTACGA
ATCATACAAA
AGATAGAAGA
GAGTTATTAT
TTATTATATC
AATGGTTAGA
ATTACCACCA
TCCTAGATTT
TAATATGCGA
AAATCTGTCA
TTTTCTTTGT
ATGACACAGG
AAAAAAAA

GGTTTCTCTA
CAAGTTATTC
GTCTGCGTTC
AAGAACTAGA
CTCGTGAGAA
GCCGAAATAA
AATCTTCAGA
AACTACGAAA
ATGAACTTAA
AAGGATCTAA
AAATTACAGA
AAACATGCAA
AACATACATC
ATAAAAAGAA
GAAAAAACAA
AATGAAAGTC
GAACGAGAAA
AATAATAATA
GAACAAATTC
TCTTGGGTTC
TTTCCACCAC
GGACGTATGT
ATAATGAATA
TAGTATATAT
TCAAAAGAAC
AATCTTTTCA
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6.2.2 Alignment der Proteinsequenz von Csd verschiedener Apis-Arten

Dieses Alignment zeigt die mRNA-Sequenzen der csd-Gene aus den vier Apis-Arten
A. mellifera, A. cerana, A. dorsata und A. florea. Die iibereinstimmenden Nukleoti-
de sind in grau unterlegt, Unterschiede mit weif}. Liicken werden durch Punkte dargestellt.

Am_csd/1-412 45
Ac_csd/1-464 WA TERR(LIERINADIK (M) B:SIHASTAS[EI MBI LINNE DIAAN 1A AR TR 45
Ad_csd/1-450 MKRNSSYSHDERFQLREDEIGLRSRTEERLQHEREEWMI 45
Af_csd/1-409 . 44
Am_csd/1-412 88
Ac_csd/1-464 90
Ad_csd/1-450 88
Af_csd/1-409 87
Am csd/1-412 ISHTEIYTEISY VISR DISRERED IR RN INe I RININNIRQRENIL 133
- VAR D RN NEAS NpySK TF I LIgEKE)J4SSDDTSLFRGPEGTQIFATELRKIKYV| 135
L VAR L R DI S NIIS K TF I LSIAK LIS SEIDTSLFRGPEFTQINATELRK IKS 130
Af_csd/1-409 NXIJjAP 132
Am_csd/1-412 178
Ac_csd/1-464 180
Ad_csd/1-450 175
Af _csd/1-409 176
Am_csd/1-412 219
Ac_csd/1-464 QW FPQITIENGRA:IGIAARYLI\ESETHPaATV VIAPE]. NFIBIN 224
VAR VI T KDL RKWNE T TISHRTVLVVN I {¢SENEIR NI WATSSNSLRS] 217
LN VAR I T KNVLTKIWNEI TEHRTVLIIWVNIEKSENE IJg LAYRS S NSHIRS 220
Am csd/1-412 BTEGERERERIAER. .. . ... .. e 233
Ac_csd/1-464 QTiEEIFEEEVYERIFIEINAERZMASRYSIRIG: IR RGN R VAISEK 269
Ad_csd/1-450 SIISFQHTSSEJEISSIFASQET QEMINGLNKN I CHLLCQHY L PIRQK):S P 15P:
Af_csd/1-409 234
Am csd/1-412 272
Ac_csd/1-464 314
Ad_csd/1-450 304
Af _csd/1-409 273
Am_csd/1-412 317
I N VA R Al SRSREMNEQKSYKNENSYREYRETSRERSRDRIJERERSKEIKIISS 359
Ad_csd/1-450 SRSREREQK@KNENSYREYRETSRERSRDRRERER MREGKIISS 347
Af csd/1-409 BREIANAANREFGSUASPRAARGAYEIANBIANAANNNEIRIRTIOES] 318
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Am_csd/1-412
Ac_csd/1-464
Ad_csd/1-450
Af _csd/1-409

Am_csd/1-412
Ac_csd/1-464
Ad_csd/1-450
Af _csd/1-409

Am_csd/1-412
Ac_csd/1-464
Ad_csd/1-450

FIPPNEIYRFRPPLNPRF&PRY

FIPPNMYR
FIPPNHYR

By

Af_csd/1-409

IA|ZDLICIAPAAINPRFGRMY

YGNFP

RPPLNPRF}i
RPPLNPRFY

YKKL

Y
NY KHY
N SN

412
464
450
409

P PIMVRPWVPMQEQIPRFRYIGPLTEFPPR
PIRVIPWVEMQIQ\,PRFRYIGPLTPF P

350
404
390
348

392
445
430
389

6.3 Sequenzen des feminizer-Gens verschiedener Hymenopteren

6.3.1 Sequenz des Gens fem aus der asiatischen Zwerghonigbiene Apis florea

Die mRNA-Sequenz des Gens feminizer aus A. florea wurde in Vorarbeiten von Martin
Hasselmann sequenziert. Start- und Stoppkodon sind in dunkelgrau, die 5- und die
3’-UTR in hellgrau markiert. Die 5-UTR wurde nicht vollstdndig sequenziert und ist
angegeben soweit bekannt.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261

ATTTGCAGGT
AACGAAATAC
ATAGCGAAAC
GGATGATACA
AATATGAACG
GATCCCCAGA
CCGAAAAATT
TTAGTGCAAC
CAACAACAAC
AAAGAAGAAC
TAACAAAAAC
CAGAAAACGA
GAAGTCGTAG
ACGACAGAAA
AGTACAAAAA
AAAGAACAAG
ATGAAAGAGA
AACGAGAAAG
TTCCTGTTTA
TGCGGGGTCA
TTATACCTCC
ATTAATGAAA

TAAATTTCAT
ATCAAGTCAT
TGGTCTACGT
ACAAGAACGA
TGCTCGTGAG
AAGCCGAAAT
AGAATCTTCC
AGAACTACGA
AACTGATGAA
GGGAGAAGGA
AAATGAAATT
AACTAAAACA
TTTTCAACGT
TAGTTATAGA
AAACAGACGA
TCGTAGACGT
ATATCGAGAA
ATCTAGAGAA
TATTGGGAAT
AGTACCAGGA
AGATATGTAT
AATGTGGAAA

AAATATACAT
TCGCATCGCG
TCAAGAACAG
GAACGAGAAC
AAGAAACTAG
AGAAGTAATG
GATGGTACAT
AAAATTAAGG
CTTAAACGAG
TCTAAGCCTA
ACAGAACATC
TGCAAAAAAT
ACATCATCCT
AATGATAGGG
TATGAACCAT
TATTCACGTT
TATCGAGAAA
CGTAGAATAA
TTTCCATCAG
TCTAGGCATA
AGACTTCGTC
TCTTATATAA

ATACTTCTTC
ATGAGAGATT
AAGAAGAACG
ACGAAAGATT
CATTATCAAA
CACCAAATAC
CTTTATTTAG
TAGATATTCA
ATATTATCAA
TATTTGAAAG
GTACAGTTTT
ATGCAATTTC
GTCATTCCAG
AAAGAAGTTG
TGCACAATGT
CAAGAGAACG
CATCGAGAGA
TTCCATCTCA
AACCAATAAT
TTGGTCCATT
CACCTCCAAA
TAGAAAGTTA

103

GGTGTTTATT
TAGACAATCA
AATACGACGT
GAAGAAAAAG
AAGAAGTAAA
ATCTAAAACA
AGGACCAGAA
CAGAATTTTG
TCCTGAAGAT
AGAAGAAATA
AGCTGTAAAT
ATCAAATTCT
ATACGAGGAT
CAGTAGAGAT
AGAAGAAAAG
AGAACAAAAA
ACGATCTCGA
CTATATCGAA
GGTTAGACCT
AACACCATTT
TCCTAGATTT
TAATATGCAA

ATAAAAATGA
CGCAGTGAAG
AGACGCGAAT
ATGATTTTAG
ACTAAAAGTA
TTTATATTAT
GGTACTCAAG
CCAGGAAAAA
GTGATGCTCA
AAAAATGTAT
ATTGAAAAAT
ATCAGAAGTC
TCAAGACATG
AGAAGTAGAG
CATTTACGAG
TCATATAAAA
GATAGAAGAG
CAAATTCCTG
TGGGTTCCAA
CCACCACGAT
GGACCTATGT
ATAATGAATA
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1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

ATGAATTGAA TAATATTGAA TAATGAGATG ACATTTGACA AAAAATAAAA ATGTTAAAAT
CTATCATGAT ATATGTCAAG ATTGGACAAC TAGCTTATGA ATCAACTGTT TTTCGTTGTT
CAAAAAAACC ATAAAAAAAT GTTCCTTTCA TATCTCTAAA AAAAAACGTC TTCTGACTCA
ATAATCCTTC TTCCATTAAT AGATTACATA ATATATTTTT TTAATCATTT CGTTTTTCAT
AATCATATTT CATTTTGTTT TACATATGTA ATAATGATTA ATATATTCAT GCTGAAAGAA
TCAATTAATT AAGAGTAAAA GTCATACAGT TCCTCGAAAA AAACGAGACG AACTATTTAA
TCGAGAATCA GAGAGCTCAC AAAAAAAAAA A

6.3.2 Sequenz des Gens fem aus der Baumhummel Bombus hypnorum

Hier dargestellt ist die Nukleotidsequenz des Gens feminizer aus B. hypnorum soweit
bekannt. Sowohl die 5’- als auch die 3’-UTR wurde nicht vollstandig sequenziert. Ebenso
fehlen vermutlich 48bp innerhalb des Leserahmens, die nicht erfolgreich sequenziert
werden konnten. Dieser Bereich ist mit Strichen dargestellt. Das Start- und Stoppkodon

ist in dunkelgrau, die 5’- sowie 3’'UTR jeweils in hellgrau markiert.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

AACTACCCTA
TACGAAATTT
GAAAAGTTGA
GAACGATTAC
AAGTTGAAGG
CCGCTGCCCA
GAAAATCGAC
TTAGAACCGT
GCTGCAGAAC
ACTGATGATC
GGAGAAGGAT
GATGAAATTG
TCGAAAGTGA
AGATCGTCCC

CGACATAGTC
GATCATTCAC
TCATCTAAAG
GAAAGAGATA
GTTCCTGTTT
ATTCGAGGTC
TTTCCACCAC
TTTAGGCCAA
CCACCTCTCT

ACTTCCTCGA
TTCTTCCTTG
GATTATCACG
GGCGTAGGCG
AGAAGAAGAT
GAGGAAGATT
AAAGAACTGT
CAGATGGTAC
TACGAAGAAT
TCCAACGAGA
CGAAACCTAT
AGGAACGTCG
ATAAAAAATA
GCCATGCCAG
GAAGAAATCA
AATTAAACAC
GTTCAAGGGA
ATGAAAGATC
GGTCAAGAGA
ATTATGGAGA
AGGTACCACC
GATTTATTCC
TGTATTAATA
TTTGGTAAGT

TTTCCAGCAA
GAAAATGAAA
CAGTGGAAAC
CGAATGGATG
TATAGAATAT
TTCACATCAC
TACATCAAAT
AACACCTTTA
TAAAGTAGAT
TATTATCAAT
ATTTGAAAGA
TACAGTTGTT
TACTACTTCT

CAGTAGAGGT
TGCAGAGGAA
AAGAGAACAA
TTATCGAGAA
ACATAGGATA
TTTTCCTCCG
TTTAGGAGGA
GCCAGATATG
GACTGGACGA
GCGACCGAGG

ATTTTTTACT
CGAAACGTGT
TACGAGGCTG
ATAGAACAAC
GAAATACGTC
AGCCGCAGTG
ACATCTAATA
TTTAAAGGAC
ATTCACAGGA
CCTGAAGATG
GAAGAAATAA
gttttaaata
TCAAGAAATC

AGAAGTAGAG
GAGCATCTGC
AGAGCATGGG
AGATCAAGAG
CCTCCATCGC
AGACCAATAA
ACTAGACATA
TATAGATTAC
GGAACGAGGA
ACCAATTAAA

104

TGTAGGTTAA
CGAATCATTC
GTCTACGAAG
AAAGGCTACG
GTGCTCTTGA
AGAGTAAAAG
CATCTATATT
CAGAAGGCAC
ATGTACCAGG
TTCTGGTCAA
AAGGTACAGC
atgaaaattt
GAAGCCCCAG

AGTATAAAGA
GTGAAAGAAA
TCAGAGATTC
AACGGTCCCG
ATTATATCGA
TGGTTGGATC
TGATTGGTCC
GTCCGCCTCT
GAGAATGGTC
AG

CTTCCACGCA
CCATCGTGAT
AACAGAAGAA
AGAACATGAA
GAAAGGTTTA
CAAATCCACG
ATCTAAAAAA
ACAGGTTAGC
CAAAGCGACA
AAGAAGAGAG
AGACAAAACA
agAAAACAAG
TCCTCGACAT

AACAGTCAGA
AGGTCATAGG
TCATCATAGG
AGAAAGAAGA
GCAGATTCCT
CTTGGTTCCA
ATTAAGACCA
AAATCCTAGA
GGTCCCAGGG
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Darstellung der Aminosiuresequenz von Fem aus B. hypnorum. Der fehlende Sequenzbe-
reich ist mit Strichen dargestellt.

MKRNVSNHSHRDEKLRLSRSGNYEAGLRRTEEERLRRRREWMIEQQRLREHEKLKEKKI I
EYETRRALEKGLPLPRGRFSHHSRSESKSKSTENRQRTVTSNTSNTSILSKKLEPSDGTT
PLFKGPEGTQVSAAELRRIKVDIHRNVPGKATTDDLQRDIINPEDVLVKRREGEGSKPIF
EREEIKGTADKTDEIEERRTVVVLNNENLENKSKVNKKYTTSSRNRSPSPRHRSSRHAR-
--------------- GRNHSRGRSREYKETVRRHSQOLNTAEEEHLRERKGHRDHSRSRER
EQRAWVRDSHHRSSKDERSYRERSRERSRERRERDRSREHRIPPSHYIEQIPVPVYYGDF
PPRPIMVGSLVPIRGQVPPLGGTRHMIGPLRPFPPRFIPPDMYRLRPPLNPRFRPM

6.3.3 Sequenz des Gens fem aus der Steinhummel Bombus lapidarius

Hier dargestellt ist die Nukleotidsequenz des Gens feminizer aus B. lapidarius soweit
bekannt. Sowohl die 5'- als auch die 3’-UTR wurde nicht vollstandig sequenziert. Das
Start- und Stoppkodon ist in dunkelgrau, die 5’- sowie 3’'UTR jeweils in hellgrau markiert

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

AACTACCCTA
ACGAAGTTTT
AAAAGTTGAG
AACGATTGCG
AGTTGAAGGA
CGCTGCCCAG
AAAATCGACA
TAGAACCATC
CTGCAGAACT
CTGATGATCT
GAGAAGGATC
ATGAAATTGT
CGAAAGTGAA
GATCGTCCCG
GTGATAGAGG
GACATAGTCA
ATCATTCACG
CATCTAAAGA
AAAGAGATAG
TTCCTGTTTA
TTCGAGGTCA
TTCCACCACG
TTAGGCCAAT
CACCTCTCTT

CTTCCTCGAT
TCTTCCTTGG
ATTATCACGC
GCGTAGGCGC
GAAGAAGATT
AGGAAGATTT
TAGAACTGTT
TGATGGTACA
ACGAAGAATT
CCAACGAGAT
GAAACCTATA
GGAACGTCGT
TAAAAACTAT
CCATGCCAGG
AAGAAATCAC
ATTAAACACT
TTCAAGGGAA
TGAAAGATCT
GTCTAGAGTA
TTATGGAGAT
GGTACCACCT
ATTTATTCCG
GTATTAATAG
TCGGTAAGTG

TTCCAGCAAA
AAAATGAAAC
AATGGAAATT
GAATGGATGA
TTAGAATATG
TCACATCATA
ACATCAAATA
ACACCTTTAT
AAAGTAGATA
ATTATCAATC
TTTGAAAGAG
ACAGCTGTTG
ACTACTTCTT
TATGAGGATT
AGTAGAGGTA
GCAGAGGAAG
CGAGAACAAA
TATCGAGAAA
CATAGGATAC
TTTCCTCCGA
TTAGGAGGAA
CCAGATATGT
ACTGGACGAG
CGACCGGGGA

TTTTTTACTT
GAAACGTGTC
ACGAGACTGG
TAGAACAACA
AAATACGTCG
GCCGTAGTAA
CATCTAATAC
TTAAAGGACC
TTCACAGGAA
CTGAAGATGC
AAGAAATAAA
TTTTAAATAA
CAAGAAATCG
CAAAATATGA
GAAGTAGAGA
AGCATCTTCG
GAGCATGGGT
GATCAAGAGA
CTCCATCGCA
GACCAATAAT
CTAGGCATAT
ATAGATTACG
GAACGAGGAG
CTAATTAAAA

105

GTAGGTTAAC
GAATCATTCC
ACTACGAAGA
AAGGCTACTA
TGCTCTTGAG
GAGTAAAAGC
ATCTATATTA
AGAAGGCACA
TGTACCAGGC
TCTGGTCAAA
AGGCACAACA
TGAAAATTTA
AAGCCCCAGT
TAACAGAGGC
GTATAAAGAA
TGAAAGAAAA
CAGAGATTCT
ACGGTCCCGA
TTATATCGAG
GGTTGGACCC
GATGGGTCCA
TCCGCCTCTA
AGGATGGTCG
G

TTCCACGCAT
CATCGTGATG
ACAGAAGAAG
GAACATGAAA
AAAGGTTTAC
AAATCCACGG
TCTAAAAAAT
CAGGTTAGCG
AAAGCTACAA
AGAAGAGAGG
GTCAAAACAG
GAAAGCAAGT
CCTCGACATA
AGTTATAGAA
ACAGTCAGTC
GGTCATAGGG
CATCATAGGT
GAAAGAAGAG
CAGATTCCTG
TCGGTCCCAA
TTAAGACCAT
AATCCTAGAT
GTCCCAGGGC
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Im Folgenden ist die Aminosduresequenz von Fem aus B. lapidarius dargestellt.

MKRNVSNHSHRDEKLRLSRNGNYETGLRRTEEERLRRRREWMIEQQRLLEHEKLKEKKILE
YETRRALEKGLPLPRGRFSHHSRSKSKSKSTENRHRTVTSNTSNTSILSKKLEPSDGTTP
LFKGPEGTQVSAAELRRIKVDIHRNVPGKATTDDLQRDIINPEDALVKRREGEGSKPIFE
REEIKGTTVKTDEIVERRTAVVLNNENLESKSKVNKNYTTSSRNRSPSPRHRSSRHARYE
DSKYDNRGSYRSDRGRNHSRGRSREYKETVSRHSOLNTAEEEHLRERKGHRDHSRSRERE
QRAWVRDSHHRSSKDERSYRERSRERSRERRERDRSRVHRIPPSHYIEQIPVPVYYGDFP
PRPIMVGPSVPIRGQVPPLGGTRHMMGPLRPFPPRFIPPDMYRLRPPLNPRFRPM

6.3.4 Sequenz des Gens fem aus der nordamerikanischen Hummel Bombus
impatiens

Hier gezeigt ist die Nukleotidsequenz des Gens fem aus B. impatiens soweit bekannt.
Die Sequenz wurde im Abgleich mit der B. terrestris-fem-Sequenz aus genomischer
DNA-Sequenz abgeleitet (GenBank-Nummer AEQMO00000000.1 bei NCBI). Die 5’- sowie
3’-UTR konnte nicht vollstandig abgeleitet werden, sie ist dargestellt soweit bekannt. Das
Start- und Stoppkodon ist in dunkelgrau, die 5’- sowie 3’UTR . jeweils in hellgrau markiert.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

AACTACCCTA
TTTTCTTCCT
GAGATTATCA
ACGGCGTAGG
GGAGAAGAAG
CAGAGGAAGA
ACATAGAACT
ATCAGATGGT
ACTACGAAGA
TCTCCAACGA
ATCGAAACCT
TGAGGAACGT
GAATAAAAAA
CCGCCATGCC
AGGAAGAAAT
TCAATTAAAC
ACGTTCAAGG
AGATGAAAGA
TAGGTCTAGA
TTATTATGGA
TCAGGTACCA
ACGATTTATT
AATGTATTAG
CTTTCGGTAA
ACATT

ACTTCCTCAA
TGGAAAATGA
CGCAATGGAA
CGCGAATGGA
ATTTTAGAAT
TTTTCACATC
GTTACATCAA
ACAACACCTT
ATTAAAGTAG
GATATTATCA
ATATTTGAAA
CGTACAGTTG
TATACTACTT
AGGTTTGAGG
CACAGTAGAG
ACTGCAGAGG
GAACGAGAAC
TCTTATCGAG
GAACATAGGA
GATTTTCCTC
CCTTTAGGAG
CCGCCAGATA
TAGACTGGAC
GTGCGACCGG

CTTCCAGCAA
AACGAAACGT
ACTACGAGGC
TGATAGAACA
ATGAAATACG
ACAGCCGCAG
ATACATCTAA
TATTTAAAGG
ATATTCACAG
ATCCTGAAGA
GAGAAGAAAT
TTGTTTTAAA
CTTCAAGAAA
ATTCAAAATA
GTAGAAGTAG
AAGAGCATCT
AAAGAGCATG
AAAGATCAAG
TACCTCCATC
CGAGACCAAT
GAACTAGACA
TGTATAGATT
GAGGAACGAA
GGACCAATTA

ATTTTTTGTT
GTCGAATCAT
TGGTCTACGA
ACAAAGGCTA
TCGTGCTATT
TAAGAGTAAA
TACATCTATA
ACCAGAAGGC
GAATGTACCA
TGTTCTGGTC
AAAAGGTACA
TAATGAAAAT
TCGAAGCCCC
TGATAACAGG
AGAGTATAAA
GCGTGAAAGA
GGTCAGAGAT
AGAACGGTCC
GCATTATATC
AATGGTTGGA
TATGATTGGT
ACGTCCGCCT
GAGAGAATGG
AAAGCGTTGG

106

AACTTCCACG
TCCCATCGTG
AGAACAGAAG
CGAGAACATG
GAGAAAGGTT
AGCAAATCCA
TTATCTAAAA
ACACAGGTTA
GGCAAAGCGA
AAAAGAAGAG
ACAGTCAAAA
TTAGAAAGCA
AGCCCTCGAC
GACAGTTATA
GAAACAGTTA
AAAGGTCATA
TCTCATCATA
CGAGAAAGAA
GAGCAGATTC
CCCTTGGTTC
CCATTAAGAC
CTAAATCCTA
TCAGTCCCAG
AGGGGGGTGG

CATACGAAAT
ATGAAAAGTT
AAGAACGATT
AAAAGTTGAA
TACCACTGCC
CGGAAAATCG
AATTAGAACC
GCGCTGCAGA
CAACTGACGA
AGGGAGAAGG
CAGATGAAAT
AGTCGAAAAT
ATAGATCATC
GAAGTGATAG
GACGACATAG
GGGATCATTC
GGTCATCTAA
GAGAAAGAGA
CTGTTCCTGT
CAATTCGAGG
CATTTCCACC
GATTTAGGCC
GGCCACCTCT
TGTCGATAGG
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Darstellung der Proteinsequenz von Fem aus B. impatiens.

MKRNVSNHSHRDEKLRLSRNGNYEAGLRRTEEERLRRRREWMIEQQRLREHEKLKEKKIL
EYETRRATEKGLPLPRGRFSHHSRSKSKSKSTENRHRTVTSNTSNTSILSKKLEPSDGTT
PLFKGPEGTQVSAAELRRIKVDIHRNVPGKATTDDLQRDIINPEDVLVKRREGEGSKPIF
EREEIKGTTVKTDEIEERRTVVVLNNENLESKSKMNKKYTTSSRNRSPSPRHRSSRHARF
EDSKYDNRDSYRSDRGRNHSRGRSREYKETVRRHSQLNTAEEEHLRERKGHRDHSRSRER
EQRAWVRDSHHRSSKDERSYRERSRERSRERRERDRSREHRIPPSHYIEQIPVPVYYGDF
PPRPIMVGPLVPIRGQVPPLGGTRHMIGPLRPFPPRFIPPDMYRLRPPLNPRFRPM

6.3.5 Sequenz des Gens fem aus der Erdhummel Bombus terrestris

Im folgenden ist die mRNA-Sequenz des Gens feminizer aus B. terrestris inklusive
des méinnchenspezifischen Exons angeben, welches in hellgrau markiert ist. Start- und
Stoppkodon sind in dunkelgrau, die 5’- und die 3’-UTR in mittelgrau markiert. Diese
Sequenz wurde in Vorarbeiten von Christina Schulte sequenziert. Die weibchenspezifi-
sche Spleifiform ist in der NCBI-Datenbank unter der Nummer EU288185.1 veroffentlicht.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

AACTACCCTA
TTTTCTTCCT
GAGATTATCA
ACGGCGTAGG
GGAGAAGAAG
CAGAGGAAGA
ACATAGAACT
ATCAGATGGT
ACTACGAAGA
TCTCCAACGA
AAAATAGGAG
AAAAACTGTA
TATATATCAA
AATCAAATGG
AGATATGTAT
CAATTATCTA
ACTTGAAAGA
ATGGATTGTA
TTTAATGTGG
CTGAAGAATG
CATATTGTTT
TTGATTCACC
GACCTGGACG
TTCATACATC
TTTATAAATA
AAATAAAAGG
TAAATAATGA
GAAATCGAAG

ACTTCCTCGA
TGGAAAATGA
CGCAATGGAA
CGCGAATGGA
ATTTTAGAAT
TTTTCACGTC
GTTACATCAA
ACAACACCTT
ATTAAAGTAG
GATATTATCA
AAGGATCGAA
GAAATTGTGG
CAAAGTAAAG
TTATTGGGCA
CTAGAAGATG
ACAACTTTCA

TTTCCAGCAA
AACGAAACGT
ATTACGAGGC
TGATAGGACA
ATGAAATACG
ACAGCCGCAG
ATACATCTAA
TATTTAAAGG
ATATTCACAG
ATCCTGAAGA
ACCCATATTT
AATGTGATAC
GACCAAAAGG
GAAATTTGTC
TAACAGTCAG
GTCATCCAAT

TTATCCTTTT
TGCTTTGTAA
TTAAAATTTG
ATGACATTAT
CCTAGAGCAT
AAGGATGAAG
TCCTTCGACA
TATTATAAAA
AATTTATTTA
TACAACAGTC
AAATTTAGAA
CCCCAGTCCT

GGAATTTTTC
TGTAAAATTG
ATTAAGAATA
GTGGAAGTTT
TCAACACAAT
AAAATTTGGA
CTCAAATGCA
TGTCCTGGCT
ACCATAGGAG
AAAGCAGATG
AGCAAGTCGA
CGACATAGAT

ATTTTTTGTT
GTCGAATCAT
TGGTCTACGA
ACAAAGGCTA
TCGTGCTCTT
TAAGAGTAAA
TACATCTATA
ACCAGAAGGC
GAATGTACCA
TGTTCTGGTC
GAATAAGGAG
AGTCGTTGCT
TACATTAGTT
TAGAAAAGTG
AAGAGGAAGG
GAAGAAATAC
GAAAATCATA
AGAACCACAT
GCAAAATTTT
CTACAGACAT
TTACACAATG
ATACAACGTT
CTCTCACACC
TACAATCGTT
AAGGATCAAA
AAATTGTGGA
AAGTGAATAA
CGTCCCGCCA

107

AACTTCCACG
TCCCATCGTG
AGAACAGAAG
CGAGAACATG
GAGAAAGGTT
AGCAAATCCA
TTATCCAAAA
ACACAGGTTA
GGCAAAGCGA
AAAAGAAGAG
AAATAAAAAG
ATAAATAATA
TGTGCTGTGA
ATAACTAATA
GGTAAAATGT
TTAAGGAATA
ATTTATAAGT

CATATGAAAT
ATGAAAAGTT
AAGAACGATT
AAAAGTTGAA
TACCGCTGCC
CGGAAAATCG
AATTAGAACC
GCGCTGCAGA
CAACTGATGA
AGGGACGAAG
TACAACAGTT
AAAATTTAGG
AACTACGAAG
ATCTTCAACA
TTTTTTTCTA
TATGAATTCA
TCAAGTTCCA

GTTATATTTT
CACTTTATTA
GAAGATAATG
TTGAAGTCAA
GGATTTGAAT
ATGTTTACCA
CAGAGTACGT
ACCTATATTT
ACGTCGCACA
AAAATATACT
TGCCAGGTAT

TCCCTTTTTC
AATTCATCAG
GATTTATCAT
TAATGTGTTT
ATTTGGCTGA
TTTCATTCAC
TAGATGTTTA
GAAAGAGAAG
GTTGTTGTTT
ACTTCTTCAA
GAGGATTCAA
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1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

AATATGATAA
GTAGAGAGTA
ATCTGCGTGA
CATGGGTCAG
CAAGAGAACG
CACCGCATTA
CAATAATGGT
GGCATATGAT
GATTACGTCC
TGAAGAGAGG
ATTAAAAGAG

CAGAGACAGT
TAAAGAAACA
AAGAAAAGGT
AGATTCTAAT
GTCCCGAGAA
TATCGAGCAG
TGGACCCTTG
GGGTCCATTA
GCCTCTAAAT
ATGGTCGGTC
TTGGAAGGGA

TATAGAAGTG
GTCAAACGAC
CATAGGGATC
CATAGGTCAT
AGGAGAGAAA
ATTCCTGTTC
GTTCCAATTC
AGACCATTTC
CCTAGATTTA
CCAGGGCTAC
ATGGTGCCGA

ATAGAGGAAG
ATAGTCAATT
ATTCACGTTC
CCAAAGATGA
GAGATAGGTC
CTGTTTATTA
GAGGTCAAGT
CACCACGATT
GGCCAATGTA
CTCTCTTTCG
TAGAATCG

AAATCACAGT
AAACACTGCA
AAGGGAACGA
AAGATCTTAT
TAGAGAACAT
TGGAGATTTT
ACCACCTTTG
TATTCCGCCA
TTAATAGACT
ATGAGTGCGA

AGAGATAGAA
GAGGAAGAGC
GAACAAAGAG
CGAGAAAGAT
AGGATACCTC
CCTCCGAGAC
GGAGGAACTA
GATATGTATA
GGATGAGGAA
CCGGGGACCA

6.3.6 Sequenz des Gens fem aus der Prachtbiene Euglossa hemichlora

Die Nukleotidsequenz ist angegeben soweit bekannt. Die 5-UTR sowie ein Fragment
von 34 Nukleotide zu Beginn des Leserahmens fehlen (davon ausgehend, dass dieser
Bereich in Eh-fem im &hnlichen Mafle konserviert ist wie in den anderen bekannten
fem-Sequenzen). Die 3-UTR (hellgrau) und das Stoppkodon (dunkelgrau) sind markiert.
Die Sequenz ist in der NCBI-Datenbank unter der Nummer HM584944.1 verdffentlicht.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

ATGAGAAGTG
AAGAAGAACG
ACGAAAAATT
GTTTACCTCT
CTCCAGAAAA
CTGAAAAAGT
AAGTTAGTGC
AAACAACAAC
GAAGAACGGG
AAACAGAAGA
ATAAATCGAA
GTCCTCGACG
GTTACAGAAA
AAGATAGAAG
GTCATCGAGA
CCCATCATAG
GATCTCGTGA
TCATCGAACA
TTGGACCTTT
CATTAAGACC
CAAATCCTAG
TTGATTTATT
AAAAAAAAAA

TAAATCATCA
ATTACGACGT
GAAGGAAAAA
ACCTAAAAGA
TCGACATAGA
AGAATCATCA
TACAGAACTG
TGGTGAACTT
AGAGGGATCA
AATTGAGGAA
AATATGTAAA
TACAGCATCT
TGATAGGGAA
ACACGGTGAA
TCATTCACAT
GTTTAAAGAC
AAGAAGAGAC
GATTCCTGTT
GGTTCCAATA
GTTTCCACCA
ATTTGGGCCA
TATTTAAACG
AAAA

CGCAGTGAAG
AGACGCGAAT
ATGATTTTAG
AGATTATCTA
AGAACAGCTG
GATGGTACAA
CGAAGAATAA
CAACGAGATA
AAACCTATAT
CATCGTACAG
AAATTTGCTA
CATCATTCCA
AGAGATCGTA
TCGCGCGATA
TCAAGGGAGC
GAAAGATTTT
AGAGATAGGT
CCTTTTTATT
CGAGGACAGG
CGATTTATTC
ATGTATTAAT
AAATTTACAA

ATTGTGAGAC
GGATGATACA
AATATGAAAT
GTCAAAGTCG
TATCAAATAC
CACCCTTATT
AAGTAGATAT
TTGTCAATCC
TTGAAAGAGA
TTGTAGCAAT
CTTCAAGTCC
GGTATGACAA
GTAGAGGTAA
TAGAGGAAGA
GAGAAGAAAG
ATCGAGAATA
CTAGAGAACG
ACGGTAACTT
TTCCTCTAAG
CTCCAGATAT
GGAAGACTTG
AGGAATAGAA

108

TGGTTCGCGC
AAAAGAGCGG
ACAACGTGCT
TAGTAAGAAT
GTGTAAAACA
TAAAGGCCCA
TCATAGAAAT
TGAAGATGTG
AGAAATAAAA
AAATAATGAA
TTTAAGAAGT
TTCAAAACAT
AAGCAAAGAG
TCACTTACGA
AAAATGGGAT
TCAAGAAAGA
TGGGCTACCG
CCCTCCGAGA
TAGTAGACAT
GTATAGATTA
TTATAAAATC
AATAAAGAAA

GCAAGAACAG
GAACGAGAAC
CGTCAAGAGG
GAAAGCAAGT
TCTGTATTAT
GAAGGTACAC
ATACCGGGTA
GTGCTGAAAA
GGTGCAACTA
AATTTAGAAA
CGAAGTCGTA
AATAAGGATA
TATCAAGAAA
GAAAGAAAAA
AGAGATTCTT
TCGAGAGGAC
CCATCACACT
CCAATAATGG
ATGATGGGTT
CGTCCACCAC
ATATATGATG
TAATTCTGTC
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Die Proteinsequenz ist gezeigt soweit bekannt. Geschatzte elf Aminosduren fehlen zu
Beginn der Sequenz.

EKCKSSRSEDCETGSRARTEEERLRRRREWMI(KEREREHEKLKEKMILEYEIQRARQEG
LPLPKRRLSSQSRSKNESKSPENRHRRTAVSNTCKTSVLSEKVESSDGTTPLFKGPEGTQ
VSATELRRIKVDIHRNIPGKTTTGELQRDIVNPEDVVLKRRTGEGSKPIFEREEIKGATK
TEEIEEHRTVVAINNENLENKSKICKKFATSSPLRSRSRSPRRTASHHSRYDNSKHNKDS
YRNDRERDRSRGKSKEY(QEKDRRHGESRDIEEDHLRERKSHRDHSHSREREERKWDRDSS
HHRFKDERFYREYQERSRGRSRERRDRDRSRERGLPPSHFIEQIPVPFYYGNFPPRPIMV
GPLVPIRGQVPLSSRHMMGSLRPFPPRFIPPDMYRLRPPPNPRFGPMY

6.3.7 Sequenz des Gens fem aus der parasitischen Wespe Nasonia
vitripennis

Hier ist die Nukleotidsequenz der fem-mRNA-Sequenz aus der parasitischen Wespe
Nasonia vitripennis gezeigt. Das ménnchenspezifische Exon, das in Weibchen durch
alternatives Spleiflen entfernt wird, ist hier ebenfalls angegeben und in hellgrau hin-
terlegt. Das Start- und Stoppkodon ist in dunkelgrau, die 5- sowie 3’'UTR jeweils in
mittelgrau markiert. Die Sequenzen sind in der NCBI-Datenbank unter den Nummern
NMO001134827 (weibchenspezifische Spleiiform) und FJ159104 (ménnchenspezifische

Spleifiform) veroffentlicht.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

GCAGGCGCGT
ATAAATAGAG
ATTGGGCTGC
CTCGCGCTGC
AGTCATAGCT
AGAAGAAGTT
TGGATGGTAC
GAGTACGAGA
AGAAGCCATA
GCCAAGCATA
AACAAACCTT
CAAGTTGTAG
CGACGTGATA
CTTCCTTATT
TGAAGAAATA
CATCACATTT
GATAGTATAA
AGTATTAAGA
TCGAGAGGAA
CGAGGCTGTC
ATTGAGTCCT
TTTATACACA
TTACAAAGAT
GTCAAGAAGA

CGCAATACTC
GTTCCGGATG
TCCACTTTGC
GATTCTAACC
TTTTGCAGTG
CCTTAGATGA
AGCAAGAGAA
GGAAAAGAGC
GTGAAAGCAG
GAAGCAGCAG
TTTTCAATGG
TGAACATCCA
TTGTGAATCA
TTTTTTTTAA
CAGATGCGAC
TTTGAAGATT
TTTTCTTTAT
AGATGGTACG
CTAAAACAGT
GGCAAAAATA
CGCAGGCATC
CATCGATCGA
CACAAAAACG
CGTCGGTCAT

GTGGGTTATA
CATAGATTGT
ACTGTTCACC
TCAAACTTAA
TGTTTTTGTT
GCTGGAGAGA
GGAGCGAGAG
TGAGCAGCTG
AAGCCGTAGT
ATCTCAAGTC
ACCAAAAGAG
TAGAAAAATT
TGAGGAAATA
TCTACGATAC
TCAAAATCTA
ATATCCTTGA
ATAGGTTTCT
CAAAGTCATC
TTGAAGCTAA
GTTTAGTTAA
GGAGTCCTAG
GGCACGACGA
ATAGGCATTA
CTCGAGGAAG

TATTCAAATA
CATTCGAGTA
TGTTTTTGCT
TGAAAATAGC
CCTCGTGTGT
GAAAGAGAGA
CATGAGAGAC
GGCCTGAACC
AGGTCTGAAG
ATGTCAGAAA
GCACCAAAAC
CCTGCATCTG
ACCCTGAAGA
AGGGTGACAG
ACGAGAAGAT
TCAATGTCAT
TCATCTTACA
ACTGTGAGAA
GTCGATTGAA
GAGATCGTAT
TCCTCACGCT
GTACTCGAGA
TTCCGATTTA
ATCGCACTCT

109

ACACTCCGAC
GAGATTGTCT
CGCGTTTTGC
AAAAAGCTTC
GATACATTGC
AGGAAAAGCG
TCAAGCGAAA
GCAAGCGAAG
AATCGCATCA
AACTCGATTC
TAGATGAGAT
CAACTGAAAC
GAAGAGACGG
AAGTTCAAGA
ACATTACATC
TAATCGATAT
GAAGAAAGTA
GGAGCAAAAC
GTGGAAGAGC
GCAAAGCGCC
CACGGTCACT
CATCAGTTAG
AGAGATACTA
AGAGAACGGG

AGACTAACTG
TAGAGTAAAC
TTTAAATGCG
GAGTTGCTAC
AATTATGAGG
AAGGATTGCT
GAAGATAGAA
ATCACCACAC
TAGAAGCCGA
ATCAGAAGGA
CGAACTGCGA
TAGTGAAATT
TAACTTGGTG
TTCTGTGCAC
ATGTAGAGGA
TTAACCATGC
TTAAGAAGAT
CTATATTTGA
GCCGCACAAT
GTTCTAAGTC
CTGGTTCGCG
AAGATCGACA
GTCGAGATGA
AGTACCACAG
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1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101

AGATGAGCAT
CCGATCAAAA
ACTACCCCCC
CGCCCCAAGA
CAGAGGCCGC
ACAAGACATG
CAAATTATTT
ACTATAAAAC
TTGCTACTTA
TTTTAATGTC
TGAAAAAACT
TATTATATAT

GACTATTCAC
GATCGATCTT
GTCCAATACA
CCAATGCTAG
CCGCTCATGG
TACAGGGCTG
GAATGAATTG
GTGAAACGTG
AAGGACGCGC
AACCGCGAAG
GTTGCTATTT
GTAAATATAA

GATCAAGCAG
ACGACAGACG
TAGAACAAGT
TCGGACCCGC
CACCCATTCG
GGCTACCTTC
AATCTATTGT
GAAGCTTCAA
TTTTAATGAT
TGATATAATT
CTTTAAGATT
CTATTTACTT

AAGTGAAAAG
AGATAGAAGA
GCCATTCCCC
CATTCCTCCC
ACCACCCTTC
CGATCCTCGA
ATGAGATACT
CGACGATGAA
GATGAATTCT
GATTAGAGTC
ATGCAGACAA
TACCATTTTT

GAATACCGAG
GATTCCTCCA
ATTTACTATA
ATCCGAGGGC
CCGCCACGTT
TTTGGACAGA
TTATAAAAGG
ATAACGTTAG
TGTGATCGAA
ATTATAACGA
GTTTGTATTA
ATACTCTA

Proteinsequenz des weiblichen, aktiven Fem aus Nasonia vitripennis

MRRRSSLDELEREREKEKRRIAWMVQQEKEREHERLKRKKIEEYERKRAEQLGLNRKRRS

AATACCGAGG
GGGAACGACG
GTGCGGGATT
CGCTGGCCGG
TCATAGGACC
TGTATTGAAT
TCGACGTAGG
TCTTTAATGT
TCAAACGATT
TTTTTTGTTT
ATTACAAAAA

PHRSHSESRSRSRSEESHHRSRAKHRSSRSQVMSEKLDSSEGNKPFFNGPKEAPKLDEIE
LRQVVVNIHRKIPASATETSEIRRDIVNHEEITLKRRDGEGAKPIFDREELKQFEAKSIE
VEERRTTEAVGKNSLVKRSYAKRRSKSLSPRRHRSPSPHAHGHSGSRLYTHRSRHDEYSR
HQLEDRHYKDHKNDRHYSDLRDTSRDESRRRRSSRGRSHSREREYHRDEHDYSRSSRSEK

EYREYRGRSKDRSYDRRDRRDSSRERRLPPVQYIEQVPFPIYYSAGFAPRPMLVGPAIPP

TRGPLAGRGRPLMAPIRPPFPPRFIGPQDMYRAGLPSDPRFGQMY

6.3.8 Alignment der Fem-Sequenzen verschiedener Apidae

Alignment der Fem-Aminosduresequenzen von Apis mellifera, A. cerana, A. dorsata, A.
florea, Bombus terrestris, B. impatiens, B. hypnorum, B. lapidarius, Melipona compres-
sipes (GenBank-Nummer: EU139305) und Euglossa hemichlora. Die iibereinstimmenden
Aminosduren sind in grau unterlegt, Unterschiede mit weif}. Liicken werden durch Punkte
dargestellt.

N VAR TV IM K R NyyyN HS HEIDERJJRNSRSIADEIETGLRSRT[NEERLRRRREWMI[Y] 45
IR - VAR L M K R NIIS NS HRIJERIJRNSRSIZDEETGLRSRTEEERLRRRREWM I{A] 45
LGRS VAR MK R NJ|SEIHSHRDERIJRNSRS|ADRETGLRSRTEEERLRRRREWMI(N 45
INGE L VARY IRV K R Ny SEIHSHRIJERIFRNSRSIXDRIETGLRSRTEEERHRRRREWMIN 45
Bt_fem/1-416 [N VR R :NNALINLAIIN GN YIAAG R . NN AR A AN LNIE 44
Bi_fem/1-416 |V VEI:RI:ANAK LIALEIIN GN YIAACINS . SHNA ARSI ANNIE 44
Bh_fem/1-400 iV VEI: R :ANAK LIALERE G N YIAACIN: . SHN A ARSI ANUNIE 44
AN VAR S CEMMKR NV SNHSHRDE|$#RIRS RNJGMETGLRJRTEEERLRRRREWM I |2 44
IR VAR S (VMK RE§LISEIHSHRDERERMSRSEDIFJETGLRSISTEEERLRRRREWM I )2 45
Eh_fem/1-407 ............ EI{$ISRSIZDOET GEREIRTEEERLRRRREWMI[Y] 33
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Am_fem/1-400
Ac_fem/1-404
Ad_fem/1-404
Af fem/1-401
Bt_fem/1-416
Bi_fem/1-416
Bh_fem/1-400
Bl _fem/1-416
Mc_fem/1-410
Eh_fem/1-407

Am_fem/1-400
Ac_fem/1-404
Ad_fem/1-404
Af fem/1-401
Bt _fem/1-416
Bi_fem/1-416
Bh_fem/1-400
Bl _fem/1-416
Mc_fem/1-410
Eh_fem/1-407

Am_fem/1-400
Ac_fem/1-404
Ad_fem/1-404
Af fem/1-401
Bt fem/1-416
Bi_fem/1-416
Bh_fem/1-400
Bl _fem/1-416
Mc_fem/1-410
Eh_fem/1-407

Am_fem/1-400
Ac_fem/1-404
Ad_fem/1-404
Af fem/1-401
Bt fem/1-416
Bi_fem/1-416
Bh_fem/1-400
Bl_fem/1-416
Mc_fem/1-410
Eh_fem/1-407

SKPIFEREEIKG]N

SKPIFEREETKGH

T
T
TR

\/K TWE I\YEIIR TAVAN NEN LEFJK SK\AUKIY Yy
VKTISEINEHRTVVANNNENLENK S[eAKK Y}y
KTIZEIIREHRTVVARNNENLENK SKiIeK K] ¥:

111

121
125
126
123
132
132
132
132
133
122

166
170
171
168
175
175
175
175
176
165

211
215
216
213
220
220
220
220
221
209
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Am_fem/1-400
Ac_fem/1-404
Ad_fem/1-404
Af fem/1-401
Bt_fem/1-416
Bi_fem/1-416
Bh_fem/1-400
Bl _fem/1-416
Mc_fem/1-410
Eh_fem/1-407

Am_fem/1-400
Ac_fem/1-404
Ad_fem/1-404
Af fem/1-401
Bt _fem/1-416
Bi_fem/1-416
Bh_fem/1-400
Bl _fem/1-416
Mc_fem/1-410
Eh_fem/1-407

Am_fem/1-400
Ac_fem/1-404
Ad_fem/1-404
Af fem/1-401
Bt fem/1-416
Bi_fem/1-416
Bh_fem/1-400
Bl _fem/1-416
Mc_fem/1-410
Eh_fem/1-407

Am_fem/1-400
Ac_fem/1-404
Ad_fem/1-404
Af fem/1-401
Bt fem/1-416
Bi_fem/1-416
Bh_fem/1-400
Bl_fem/1-416
Mc_fem/1-410
Eh_fem/1-407

CHSRYEDS|IHIXNRNSYRND{GERN®SRIY
CHSRYEDS|HIXNRNSYRNDRERK&SRIY
CHSRYEDSKHIMRNSYRNDRERS&SRIY
WHSRYEDS|HDINRNSYRNDRERKISSRIY
IMHEYR YEDSKMDRYRIYS YREID R{ERI: (SRIY

NSLEEERERF QT
NSLEEERERF QT
WRIRR SRSR S| Rywy
IWSHIR SR SR S|gMRyN

HHHH

.PL

RSREYKEpRWSRHSQLINTEAEEIXHLRERKGHRDHSRSREREQREIWR)
RSREYKERYRRHSQLINTEAEEIXHLRERKGHRDHSRSREREQREWWLR
RSREYKERYRRHSQLITEAEEIXHLRERKGHRDHSRSREREQREWWLR
RSREYKERRNSRHSQLRYTIAEEIXHLRERKGHRDHSRSREREQREWWLR)
RSREYKEKDRRHSQLHTyyESRFRKGHRDHSRSREREQRINWEIR
I(SIMEY[NEKDRRHEIRIANMIEEIVHLRERKEHRDHSI:ISREREJXRIAWIR)

DSLH BMNFRSRERSRERRERDRSREHRIPPSHYIE
DSEHISHKDERSYRMMMERSRERSRERRERDRSREHRIPPSHYIE
DSEHINSHKDERSYREMNERSRERSRERRERDRSREHRIPPSHYIE
BN RSRERSRERRERDRSRYJHRIPPSHYIE
NERSRERSREREERDRSREHR{FEISHYIE

QIPVPVYYGERFPPRPIMVGELVPIRGQVP|YLEGWRHMIGPLRPFP
QIPVPVYYGEFPPRPIMVGPEVPIRGQVP|YLEGIRHMIIGPLRPFP
QIPVPFYYGRFPIARPIMVGPLVPIRGQVP
QIPVPIIYYGWFPPRPIMVGPLVPIRGQVP

LRGI¥FREMKIGPLRPFP

QIPVPVYYGDFPPRPIMVGPLVPIRGQVPPLéGi
L:SSRHMMGSLRPFP
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256
260
261
258
262
262
246
262
262
252

296
300
301
297
307
307
291
307
303
297

337
341
341
338
349
349
333
349
345
342

378
382
382
379
394
394
378
394
388
385
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Am_fem/1-400 |FAFSFINNEARAIIAFIAAAAGII 400
Ac_fem/1-404 |ZAJMELANNEARAIDANARASDI 404
Ad_fem/1-404 |FAJMLAANNEARAIDANARASDI 404
Af fem/1-401 |ZWWELANINEARAISINDAAIAI 401
Bt_fem/1-416 |FAWEZININEARIILLINAAIRID! 416
Bi_fem/1-416 |FAWEZANINEARIILLIWAAIRID! 416
Bh_fem/1-400 [FAWELANINEARAILLINAAIRIPDI 400
Bl _fem/1-416 |FAWEZININEARIILLINAAIRID! 416
Mc_fem/1-410 [FAWMIZANNEARAISINAAAADI 410
Eh_fem/1-407 |ZAPOLININEARAILANAALID! 407

6.4 Sequenzen des Gens tof aus Bombus terrestris und B.
impatiens

6.4.1 Sequenz der mRNA des twin of feminizer (tof) aus B. terrestris

Hier ist die mRNA-Sequenz des Gens tof aus Bombus terrestris in 5-3’-Richtung gezeigt.
Das Start- und das Stoppkodon sind in dunkelgrau hinterlegt. Die 5’- und 3’-UTR sind
in mittelgrau gekennzeichnet, das alternative Exon (siehe 3.4.1) ist in hellgrau markiert.

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

TTTTTCGTAT
TATTATATTA
ACATAATTTT
AATAACTAGA
TACCTTACCT
GGAAATGAAA
CAGAGAAAAT
TGAAAAATGG
GATCTTAGAA
ATTTTCACAT
TGTTGCTACA
TGGTACAACA
AAGAATCAAA
AGACGAAGCA
CAAAAGAAGA
GGGATCCAAA
AATTGTGGAA
AGCAAATAAA
TCATACCAGG
CAGAGATCAT
ATTGCACACT
TTCAAGGGAA
TAAACACGAA
GGATAAGTCT
TGTTTATTAT

ATTGCTAGTA
GTGTGTGTGA
TATCATTTTA
TATTACTTTG
TAAAAAAGAC
CGAAACGTGT
TATGAGACTG
ATTATAGAAC
TATGAAATAC
CACAGTAGCA
TCAAATACAT
CCATTATTTA
GTATGTATTC
ACAACTGATG
GAGGAAGCGG
TCTATATTTG
CATCGTACAG
AAATATACTA
TATAAAGATT
AGTAGAGGTG
GCAGAGGAAA
GGAGAACAAA
AGACCTTATC
GGAGAACGTA
GGAGGTTTTC

ATGTAAGCAT
AATTTATTTC
TTTGATGTAC
TATATTGTTT
TGCAGATTAG
CGAATCATTC
GTTTACGAAG
AACAAATGCT
GCCGTGCTCT
ATAAGAATAA
CTAATACATC
AAGGACTAGA
ACAGAAATTC
ATCTACAACG
TCAGTTTATT
AGAGAGAAGA
TTGTTGCTAT
CTTCTTCAAG
CAAAACATAA
GAAGTAGAGA
AGCATCTGCG
GAGCATGGGC
GAGAAAGATC
CACTGCCTTC
CTCCGAGACC

TTATTCGTCA
TTCGCGTTTA
TTATCTTCTA
GGATCTAACG
CCTAATTGCA
TTATCGTGAT
AACAGACGAG
ACGAGAACAT
CGAGAAAGGT
AAGTAAATCC
TATATTATCT
AGGCATACAA
ATTCACAGAA
AGATATTATC
TACATATCAA
AATAAAAAGC
AAATAATGAA
GAGTCGAAGT
TAACAGGGAT
GTATAAAGAA
AAAAAGAAAA
CAAAGATTGT
GAGAGAGCGA
ATCACATTAT
AATAATGGTT

113

AATTTTTGCA
ACACGATAAC
TTTTGGAAAT
TACATATCTG
TATGAAACTT
GAAAAATTAA
AGAAGATTAC
GAAAGGTTGA
TTACCACTGC
CCGGAAAGTC
AAAAAATTAG
ATTAATGCAG
GATACTCAGA
AATTTTGAAG
CCTTAAGATT
GCAAGAGTTA
AATTTGGAAA
CCTCGATATA
AGTTATAGAA
AAAGTCAGGC
AGTCATAGAG
CACAACAGCA
TTCCGAGAAA
ATTGAACCCA
GGACATTTGG

GTTTATGAGC
TTCACTACTC
TTTTCTGTGT
AATCTTAAGT
TTCTTCTTTG
GATCATCACG
GACGTAAGCG
AGGAAAAGAA
CCATGGGTAG
AACAGAGAAC
AGCCATCAGA
CAGAACTACG
GAAATGTACC
ATGTTTTGGT
TATAAGGAGA
AAACAGAAGA
ACAAGCCGGA
GATCATCCCA
ATGATAGAGA
CACATAGTCA
ATAATTCACA
ACAAATCATC
GAAGAGAAAG
TTCCTGTTCC
TTCCAATTCG
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1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

AAGGCAAGTA
ACCACGATTT
CCAATGTATT
TTTACAAAAA
TTTAATTCAA
ATAAGAATTT
AAATACCGAT
CTTTTAAAAT

CCACCTTTAG
ATTCAGCCAG
AATGGAGGAT
TTAAAAATTC
AATATTGTTA
TTTAAAAATC
TATAATGTAA

GAGGAATTAG
ATATATATAG
TTATGATGAA
TTCGAAGTAT
TAAATGTATG
GTGAAGGCAA
TATGTGCATT

TTTTTTTATA

TTTGATGTAT

GCATATGATG
ATTTTGTTCA
TGGAAAATTG
CAGTGTGAAT
AGATATATGT
AGAAATTCTG
TTTAAGCATA
TTGTATA

AGTCCATTAA
CTTCCAAATC
CCGCATTARA
TATCTTTAAT

GACCATTTCC
CTAATTTAGG
TATCAGACAT
TCAAATTATC

TTTATATTTT
TTTTTGACCT
TTTAATATTA

[TTATCAGCC
TTGATTTTTT
TTTCCAAAAT

Im Folgenden ist die Aminoséuresequenz von Bt-Tof ohne das alternative Exon
dargestellt, in welchem sich Stoppkodons befinden, die zu einem verfrithten Translations-
abbruch fiihren.

MKRNVSNHSYRDEKLRSSRRENYETGLRRTDERRLRRKREKWITEQOUMLREHERLKEKKT
LEYETRRALEKGLPLPMGRFSHHSSNKNKSKSPESQQRTVATSNTSNTSILSKKLEPSDG
TTPLFKGLEGIQINAAELRRIKVCIHRNSFTEDTQRNVPDEATTDDLQRDIINFEDVLVK
RREGEGSKSIFEREEIKSARVKTEEIVEHRTVVAINNENLENKPEANKKYTTSSRSRSPR
YRSSHHTRYKDSKHNNRDSYRNDRDRDHSRGGSREYKEKVRPHS(OLHTAEEKHLRKRKSH
RDNSHSREGEQRAWAKDCHNSNKSSKHERPYRERSRERFRERRERDKSGERTLPSSHYIE
PIPVPVYYGGFPPRPIMVGHLVPIRRQVPPLGGIRHMMSPLRPFPPRFIQPDIYRFCSLP
NPNLGQCINGGFMMNGKLPH

6.4.2 Sequenz des Gens tof aus Bombus impatiens

Hier ist die mRNA-Sequenz des Gens twin of feminizer (tof) aus B. impatiens in
5’-3’-Richtung gezeigt. Das Start- und das Stoppkodon sind in dunkelgrau hinterlegt. Die
5- und 3-UTR sind in mittelgrau gekennzeichnet, das alternative Exon (siehe 3.4.1) ist

in hellgrau markiert.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

TTTCTTCTAT
ATATTAGTGT
AATTTTTATA
ACTAGATATT
CTTAAAAAAG
AACGAAACGT
ATTATGAGAC
TTGTAGAACA
ATGAAATACG
ACAGTAGCAA
TAAGTACATC
CTTTATTTAA
TATATATTCA
CCGATGATCT
AAGCGGTCAG
TATTTGAGAG
GTACAGTTGT

ATTCTATATA
ATGTGAAATT
ATTTTATTTG
TGTATATTGT
ACTGCAGACT
GTCGAATCAT
TGATTTACGA
ACAAATGCTA
TCGTGCTCTC
TACGAGTGAA
TAATACATCT
AGGACCAGAA
CAGAAATTCA
ACAACGAGAT
TTTATTTACA
AGAAGAAATA
TGCTATAAAT

TAGCATTTAT
TATTTCTTCG
CTGTACTTAT
TTGGATCTAA
AGCCTAATTG
TCTTATCGTG
AGAACAGAAG
CGAGAACATG
GAGAAAGGTT
AGTAAATCCC
ATATTATCTA
GGCATACAAG
TTCACAGAAG
ATTATCAATT
TATTAACCTT
AAAAGTGTAA
AATGAAAATT

TCGTCAAATT
CGTTTAACAC
CTTCTATTTT
CGTACATATT
CATATGAAAC
ATGAAAAATT
AAGAAAGATT
AAAAATTGAA
TATCACTGCC
CGGAAAGTCA
AAAAATTAGA
TTACTGCTGC
ATATTCACAG
TTGAAGATGT
AAGATTTCTA
CAGCTAAAAC
TGGAAAACAA

114

TTTGCAGTTT
GATAACTTTA
GGAAATTTTT
TGAATCTTAA
TTTTCTTCTT
GAGATCATCA
ACGGCGTAGG
GAAGAAGAAG
CAAAGAAAGA
GCACAGAACT
GGCATCAGAT
AGAACTACGA
AAATGTATCA
TTTGGTCAAA
AGGAGAGGGA
AGAAGAAATT
GCCAGAAGCA

GTGAGATATT
CTATTCACAT
CTATGTAATA
GTTACCTTAC
TGGGAAATGA
CACAGTGAAA
CGCGAATGGA
ATCTTAGAAT
TTTTCACATC
GTTGCTACAT
GGTACAACAC
AGAATCAAAG
GACGAAGCAA
AGAAGAGAGG
TCCAAATCTA
GTGGAACATC
AATAAAGAAT
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1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
15661
1621
1681
1741
1801
1861
1921

ATACTACTTC
AAGATTCAAA
GAGGTGGAAG
AGGAAAAACA
AACAAAGAGC
CTTATCGAGA
AACGTAGGCT
GTTTTCCTCC
TAAAAGGAAT
CAGATATATA
GATTTATGAT
TTTTTCGAAG
TGAGATATAT
TAAAAACTGT
TCGATTTTAC
CGTTTGAGTC

TTCAAGAAGT
ACATAATAAC
TAGAGAGTAT
CCTGCGAGAA
ATGGGTCAAA
AAAATCGAGA
ACCTCCATCA
GAGACCAATA
TAGGCATATG
TAGATTTTGT
GAATGGAAAA
TATCATAGTG

CGAAGTCCTC
AGGGATAGTT
AAAGAAAAAG
AGAAAAAGTA
GATTCTCATA
GAGCGATTCC
CATTATATTG
ATGGTTGGAC
ATGAGTCCAT
CCATTTCCAA
TTGCTGCATT
AAGTAGATTA

ACATGTTTTA
ATGAATTAGT
GATCTCGCTA
CTAAGCAGCG

TATTTTTTTA
TCATTCAGAC
TATTATAAAC
CGATCACGCT

CATGTAGATC
ACAGAAATGA
TCAGGCTACA
ATAGAGATAA
ACAGCAACAA
GAGAAAGAAG
AACCCATTCC
CATTGGTTCC
TAAGACCATA
ATCCTAATTT
AAATATCAGA
TCTTTAATTC
GCAGCCATAA
ACTGGCATGC
ATTATTATAT

GTCCCATCAT
TAGAGACAGA
TAGTCAATTG
TTCACATTCA
GTCATCTAAA
AGAAAGAGAT
TGTTCCTGTT
AATTCCAAGG
TCCACCACGA
AGGCCAATGT
CATTTTACAA
AAAATATTGT
GAATTTTTTA
ATATAAGAAT
TAATACAATC

GTTTGAATTT

TTTGTTGA

ACCAGGTATA
GATCATAGTA
CACACTGCAG
AAGGGAGGAG
CACGAAAGAC
AAGTCTAGAG
TATTATGGAG
CAAGTTCCTT
TTTATTCAGC
ATTAATGGAG
AAATTAAAAA
TATGATTGTA
TGATTTAGAT
TGATGTTTCA
GCTTTTTAAC

Im Folgenden ist die Aminosauresequenz von Bi-Tof ohne das alternative Exon dargestellt,
in welchem sich Stoppkodons befinden, die zu einem verfrithten Translationsabbruch
fithren.

MKRNVSNHSYRDEKLRSSHSENYETDLRRTEEERLRRRREWIVEQQMLREHEKLKKKKIL
EYETRRALEKGLSLPKERFSHHSSNTSESKSPESOHRTVATLSTSNTSILSKKLEASDGT
TPLFKGPEGIQVTAAELRRIKVYIHRNSFTEDIHRNVSDEATDDLQRDIINFEDVLVKRR
EEEGSKSIFEREEIKSVTAKTEEIVEHRTVVAINNENLENKPEANKEYTTSSRSRSPPCR
SSHHTRYKDSKHNNRDSYRNDRDRDHSRGGSREYKEKVRLHSQLHTAEEKHLRERKSNRD
NSHSKGGEQRAWVKDSHNSNKSSKHERPYREKSRERFRERRERDKSRERRLPPSHYIEPI
PVPVYYGGFPPRPIMVGPLVPIPROGVPLKGIRHMMSPLRPYPPRFIQPDIYRFCPFPNPN
LGQCINGGFMMNGKLLH

6.4.3 Alignment von Tof und Fem aus B. terrestris

Dieses Alignment zeigt die Proteinsequenz von BtFem und Tof. Die iibereinstimmenden
Aminoséduren sind in hellgrau unterlegt, Unterschiede in weif}. Liicken werden durch
Punkte dargestellt.

fem/1-416 [NOINEIEEHIINARINILERIN GIIREIA NI RVENERIBNIRN . Mg 44
IS PAE VMK RN VS NHSPRDEJMLREISRIAIN YEWGLRR TIVEIIRLRRIGREKWIIIE, 45
4 VAR SO QW LREHEJMLKEKKILEYEIRRALEKGLPLPRIGRF S|JH SIIIKE 89
S PART VIV QUL REHERILKEKKILEYEIRRALEKGLPLP)ZIGRF SjilH SRRYKIY 90
fem/1-416 [ISTIENRHIENY . NSNS EEIS RS SIBAIDIGWSIBILEPIHETRVSIY 133
S TAETZIRK SIYERINARTVATSNTSNTSILSKKLEPSDGT TPLFKGIRE GE{QESA 15
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fem/1-416 [NARIEFQDR:NAEY. . ... .. .. VPEMATTDDLORDIINIYED VL VK.
I PAEY VIV AFLRRIKVEIHRNSFTEDTQRNVPIIATTDDLQRDI IN|JED VL VK [SR:{¢

fem/1-416 CEGEGSKIYJIFEREET Ky VKEWE T VERIR T VVIARNNENL ESTKR) QEEPA T
tof/1-440 [JRINGARIASIRPAAANYUS ARJUTEIFRPIHINAYA TINYNYRANIGPE 225
fem/1-416 VIESEREEEINGE . IFI30H REIARMEINY DRRDRNASIIGHIN 2568
tof/1-440 ANCSEWERIUS)H .. . 193Y 3(HPNR YIAD SKI:WINRD S YRJU[D RV R ey
fem/1-416 IISREYKENWVISUHS QLR T AEEIXHLRIZRKIGHRD):(SIHS R EJNE (R S0
tof/1-440 {6 SREYKEISVIAYHS QLT AEEIMHLRISRKEIHRDYSI3IS RE[GE R P
fem/1-416 [NIVRDISNH. .[J. INERS]YRERSRERERERRERDIHSIIE 1:31P)g 345
tof/1-440 [N\JAK]DCHNELY. ERIZYRERSRERIJRERRERDIAS[tEINN#PK 356
i VAR SCEHY TEWIPVPVYYGEEFPPRPIMVGIJLVP IR[EQVPPLGG) Gi¥% 390
S TARZIVRH Y TE)XTPVPVYYGEFPPRPIMVGHILVP IRIZQVPPLGGHS Sigf 401

fem/1-416 HIFFIAFIPIIVMIGILRPPLIGF . [§. 1. 1.l
tof/1-440 |APFFAPQIITINGIFCSLPY - N . 1. (€. [ . M I INI:

6.4.4 Alignment von Tof aus B. terrestris und B. impatiens

Alingment der Tof-Proteinsequenzen aus den Hummeln B. terrestris und B. impatiens.
Die iibereinstimmenden Aminosiduren sind in grau unterlegt, Unterschiede mit weif3.
Liicken werden durch Punkte dargestellt.

Bt_tof/1-427 [EINWEI:ENEANIINEEIR RIANSHNGINN MDA R BN INAK|TRE T ) 45
Bi_tof/1-424 [WEANENEENEANNERIEEIHS|HN4YDIRNNEREIARAIRI . EfR{V)2 44
Bt_tof/1-427 [\[IUINII:ORIBIEISEINRTRNNINEALTIP|BIMGINEEEERIUK NK 90
SRS TAR Y () QMLREHEIWLKIGKKILEYETRRALEKGLE]LPJ42RF SHHS SN2 89

Bt_tof/1-427 [EIFEQEINTNS NI RIIINSPEIGNIININELISININI 135
SRR VAR YK SPESQIRTVATIBITSNTSILSKKLEINSDGTTPLFKGIZEG I QUAYA REEY!

SRS VART Py A FTL.RRIKVe IHRNSFTEDNRNVIYDEATTDDLQRDI INFED VL VK [EER:10)
Bi_tof/1-424 [NARANQYYER:EAEINYIT HERRY SIS . o) e RgR PRGN 178
Bt_tof/1-427 [FIASAEFEIIFAFIFNEIAR VIGNABNEVINATEN N FAYNI IS 225
Bi_tof/1-424 [AANGAYCIIPAANFGEIVTAIGYAPRPA:VHRATES PR PANPEPY 223

Bt_tof/1-427 [NJAKFEREEEEIRIGR YEEREEIWRGOR GITBDENSADEDEDER)] 270
SRR ASTARY YL A NKIZYTTSSRSRSPIJ€RSSHHTRYKDSKHNNRDS YRNDRDRDHS RIS

Bt_tof/1-427 [HEJIRIIANBIPEEIRIVNIFGINIKINEHIINEESREGATINIA 315
Bi_tof/1-424 [qeS)ARGONQPILICIIR:gYNN N GINIEIAEININEISKGEAINV 313
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Bt_tof/1-427
Bi_tof/1-424

Bt_tof/1-427
Bi_tof/1-424

Bt_tof/1-427
Bi_tof/1-424

KD®HNSNKSSKHERPYRERSRERFRERRERDKSEERMLPNSHYIE
KDEJHNSNKSSKHERPYREIMSRERFRERRERDKSRIERIILP|ZSHYIE

PIPVPVYYGGFPPRPIMVGREILVP
PIPVPVYYGGFPPRPIMVG|ZLVP
PRFIQPDIYRFCRI®PNPNLGQC
PRFIQPDIYRFC|g3PNPNLGQC
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