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1 Einleitung 

 

1.1 Geschlechtsbestimmung und Geschlechtsdifferenzierung 

 
Unterschiede zwischen den Geschlechtern drücken sich vielfältig aus. Neben den oft augen-

fälligen morphologischen Unterschieden unterscheiden sich weibliche und männliche Indivi-

duen auch in Physiologie und Verhalten. Geschlechtsbestimmung und Geschlechtsdifferen-

zierung stellen daher fundamentale Prozesse in der Ontogenese eines Organismus dar. Die 

zugrundeliegenden molekularen Bestandteile und Mechanismen sind bisher allerdings erst in 

wenigen Modellorganismen ergründet worden. 

Die Modellvorstellung besagt, dass ein initiales Signal der Geschlechtsbestimmung eine mo-

lekulare Signaltransduktionskette in Keim- und Somazellen reguliert, die mit fortschreitender 

Entwicklung des Embryos zur Differenzierung des Geschlechts führt. Das initiale Signal kann 

in einem Umweltfaktor bestehen, der mit einem darauf ausgerichteten molekularen Exekutiv-

apparat korrespondiert, beispielsweise infolge einer temperatursensitiven Mutation eines an 

der Geschlechtsbestimmung beteiligten Gens. In vielen Organismen wird das initiale Signal 

der Geschlechtsbestimmung jedoch zellautonom generiert und ist auf einem Heterosom oder 

einem Autosom genetisch fixiert. 

 

1.2 Haplodiploide und komplementäre Geschlechtsbestimmung 

 
In etwa 20% aller Tierarten ist die haplodiploide Geschlechtsbestimmung verwirklicht, bei 

der ein Geschlecht, in der Regel das männliche, aus der unbefruchteten Eizelle hervorgeht und 

einen haploiden Chromosomensatz besitzt (Arrhenotokie). Eine Variante der Haplodiploidie 

ist die komplementäre Geschlechtsbestimmung, bei der die befruchtete, diploide Zygote beide 

Geschlechter hervorbringen kann. In diesem Fall entscheidet nicht der einfache oder doppelte 

Chromosomensatz über das Geschlecht, sondern der allelische Zustand am geschlechtsbe-

stimmenden Lokus (Whiting 1943). Heterozygotie an diesem Lokus erzeugt Weibchen, wäh-

rend der homo- und hemizygote Allelzustand männliche Tiere hervorbringt (Abb. 1.1). Das 

Auftreten diploider Männchen in haplodiploiden Organismen kann folglich als Indikator für 

komplementäre Geschlechtsbestimmung angesehen werden. In der über 200000 Arten umfas-

senden und ausnahmslos haplodiploiden Ordnung Hymenoptera (Hautflügler) wurden diploi-

de Männchen in bisher 4 von 18 Überfamilien nachgewiesen, den Tenthredinoidea, Apoidea, 
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Abbildung 1.1. Komplementäre Geschlechtsbestimmung, schematische Darstellung. Der allelische Zustand am 
Geschlechtsbestimmungslokus entscheidet über das Geschlecht. Haploide Individuen mit nur einem Allel (A 
oder B oder C; hemizygoter Zustand) sind männlich. Diploide Individuen mit zwei identischen Allelen (A/A 
oder B/B oder C/C; homozygoter Zustand) sind ebenfalls männlich, während diploide Individuen mit zwei ver-
schiedenen Allelen (A/B oder A/C oder B/C; heterozygoter Zustand) weiblich sind. In den abgebildeten Kreu-
zungsschemata segregieren zwei bzw. drei Allele in der F1-Generation. Teilt der Vater ein Allel mit der Mutter, 
erzeugt die Kreuzung zu 50% diploide Männchen (a). Besitzt der Vater ein anderes Allel als die Mutter, bringt 
die Kreuzung zu 100% weibliche Tiere hervor (b). 
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Vespoidea und Ichneumonoidea (Cook 1993). Die Fitness diploider Drohnen ist dramatisch 

reduziert, da sie diploide Spermien und triploide, infertile Nachkommen erzeugen. Im Falle 

der Honigbiene Apis mellifera werden homozygote Individuen kurz nach dem Schlupf von 

den Arbeiterinnen erkannt und aufgefressen. In natürlichen Populationen der Honigbiene se-

gregieren bis zu 19 Sexlokus-Allele (Adams et al. 1977), was die Wahrscheinlichkeit der He-

terozygotie pro Zygote erhöht und die Produktion diploider Drohnen reduziert. Die selektiven 

Mechanismen zur Rekrutierung neuer Allelle und Aufrechterhaltung der allelischen Vielfalt 

am Geschlechtsbestimmungslokus der Honigbiene sind erst in Ansätzen verstanden. Es gibt 

Hinweise, dass in einer Population neue Allelvarianten durch zufällige Mutationen entstehen 

und selektiv begünstigt werden (Hasselmann & Beye 2004). Die rekrutierten Allele stehen 

unter starker balanzierender Selektion, die der genetischen Drift entgegenwirkt und neue Alle-

le in der Population aufrechterhält (Hasselmann & Beye 2006). 

 

1.3 Der Geschlechtsbestimmungslokus von A. mellifera 

 
Der Geschlechtsbestimmungslokus (Sex Determination Locus, SDL) in Taxa mit komplemen-

tärer Geschlechtsbestimmung ist dadurch definiert, dass weibliche Tiere an diesem Lokus 

heterozygot sind (Whiting 1943). Der SDL der Honigbiene ist ein singulärer Lokus und auf 

dem dritten Chromosom lokalisiert (Beye et al. 1996). 

Ein erste grobe Abgrenzung der SDL-Region stellen die mit dem SDL ko-segregierenden 

genetischen Marker Z (Beye et al. 1994) und Q (Hunt & Page 1994) dar, die eine genomische 

Region von etwa 360 kb umfassen und den SDL mit einer genetischen Distanz von 6.5 bzw. 1 

cM ± 0.85 cM (95% Konfidenzintervall) flankieren (Beye et al. 1999) (Abb.1.2). Die geneti-

sche Distanz ist durch die Anzahl der Rekombinationen zwischen dem SDL und dem Marker 

in einer Kartierungspopulation von 1000 Weibchen definiert. Die zwischen Z und Q ermittel-

te Rekombinationsrate von 44 kb/cM (Beye et al. 1999) ist über zehnmal höher als die durch-

schnittliche Rekombinationsrate in D. melanogaster (Merriam et al. 1991). 

Neben Z und Q grenzen mehrere CAPS-Marker (‘cleaved amplified polymorphic sequence’) 

den SDL weiter ein (Hasselmann et al. 2001; Hasselmann & Beye 2006) (Abb. 1.2). Die 

Marker MEFAp-25 (33 kb aufwärts von Q) und GF3FMHi (46 kb aufwärts von Q) sind in 7 

bzw. 4 von 1000 Weibchen der Kartierungspopulation homozygot, was einer genetischen Di-

stanz von 0.7 bzw. 0.4 cM zum SDL entspricht. Die Marker MKFHi-52 (54 kb aufwärts von 

Q) und R (90 kb aufwärts von Q) sind in allen Weibchen der Kartierungspopulation heterozy-

got; die dazwischenliegende Region umfasst etwa 36 kb und ist vollständig im SDL lokali-
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siert. Die Marker B (94 kb aufwärts von Q) und A (97 kb aufwärts von Q) sind in 5 bzw. 6 

von 1000 Weibchen homozygot, was einer genetischen Distanz von 0.5 bzw. 0.6 cM zum 

SDL entspricht. Die jüngsten Studien zeigen, dass die Rekombinationsrate zwischen den den 

SDL flankierenden Markern etwa viermal höher als im genomweiten Durchschnitt der Ho-

nigbiene ist, während die Rekombinationsrate innerhalb des SDL reduziert ist (Hasselmann & 

Beye 2006). 

Die genomische Sequenz des SDL der Honigbiene ist noch nicht vollständig isoliert. Von den 

insgesamt 48 kb der um die potentiellen SDL-Bereiche zwischen B und R sowie MKFHi-52 

und GF3FMHi erweiterten SDL-Region sind bis jetzt nur 13 kb isoliert. Die bereits isolierten 

Sequenzen enthalten die Gene complementary sex determiner (csd) und Ex4.8-5.8 (Beye et al. 

2003). Die aufwärts von csd verstärkt auftretenden repetitiven Sequenzen verhinderten bis-

lang die Isolierung weiterer Bereiche zur Charakterisierung des SDL. 

 

1.4 Das Gen complementary sex determiner 

 
Die Transkripte von csd treten in beiden Geschlechtern vom frühen Blastodermstadium (12 h 

nach Befruchtung) bis zum mittleren Puppenstadium auf und weisen keine geschlechtsspezifi-

schen Spleiß- oder Sequenzvarianten auf (Beye et al. 2003). Das Transkript besteht aus neun 

Exons, deren putativer ORF (durchgehendes Leseraster) für ein Protein kodiert, das eine Ar-

ginin-Serin-reiche Domäne (RS-Domäne) und eine C-terminale prolinreiche Region (PRR) 

aufweist, die durch eine hypervariable Region (HVR) getrennt sind. Die HVR enthält im we-

sentlichen eine je nach Allel unterschiedliche Anzahl repetitiver NY-Motive, die jeweils aus 

1-4 Asparagin- und einem Tyrosinmolekül bestehen (Beye et al. 2003; Hasselmann & Beye 

2004). 

RS-Domäne und prolinreiche Region rücken das CSD-Protein in die Verwandtschaft der SR-

Typ-Proteine. SR-Proteine (‘SR proteins’) und SR-Typ-Proteine (‘SR-related proteins’) wei-

sen eine oder mehrere RS-Domänen auf und sind hauptsächlich Spleißregulatoren, die die 

Nutzung alternativer Spleißstellen kontrollieren, indem die RS-Domänen Protein-Protein-

Interaktionen vermitteln, die die Bildung von spleißosomalen und regulatorischen Spleiß-

komplexen ermöglichen (Wu & Maniatis 1993; Amrein et al. 1994). SR-Proteine besitzen ein 

RNA-Bindungsmotiv (‘RNA-recognition motif’, RRM) (Zahler et al. 1992; Graveley 2000; 

Hastings & Krainer 2001), SR-Typ-Proteine dagegen nicht (Blencowe et al. 1999). Einige 

SR-Typ-Proteine weisen prolinreiche Regionen auf (Blencowe et al. 1998). 
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Auch das TRA-Protein von Drosophila melanogaster weist eine RS-Domäne und prolinreiche 

Region auf (Butler et al. 1986; Boggs et al. 1987). Im paarweisen Alignment ähneln sich die 

Sequenzen der RS-Domäne und prolinreichen Region von CSD und TRA mit einer Amino-

säueridentität von 33.3%; über den gesamten ORF beträgt die Aminosäureidentität von CSD 

und TRA allerdings nur 16% (Beye et al. 2003). RS-Domänen treten in nicht-orthologen Ge-

nen, die sich funktionell unterscheiden, mit ähnlichen Aminosäureidentitäten auf. Es ist mög-

lich, dass es sich im Fall von CSD und TRA trotz der gemeinsamen Domänen nicht um ortho-

loge Gene, sondern lediglich um verschiedene Mitglieder einer Proteinfamilie vom SR-Typ 

handelt. 

 

1.5 Der Mechanismus der Geschlechtsbestimmung von A. mellifera 

 
Die allelische Kombination im SDL ist das primäre Signal der Geschlechtsbestimmung in der 

Honigbiene. Die Repression von csd in heterozygoten weiblichen Genotypen führt zu der 

Entwicklung männlicher Gonaden, während die Repression in hemizygoten männlichen Ge-

notypen keinen phänotypischen Effekt verursacht (Beye et al. 2003). Diese Befunde zeigen, 

dass eine heterozygote Allelkombination den aktiven Zustand von csd darstellt, während eine 

homozygote Allelkombination bzw. der hemizygote Allelzustand csd inaktivieren. In natürli-

chen Populationen segregieren bis zu 19 Allele (Adams et al. 1977), was bis zu 171 heterozy-

gote Allelkombinationen erlaubt, die csd aktivieren; diesen gegenüber stehen bis zu 19 homo-

zygote Kombinationen, die csd inaktivieren (Beye 2004). 

Der zugrundeliegende molekulare Mechanismus konnte bisher nicht geklärt werden, plausibel 

erscheint jedoch eine über RS- und prolinreiche Domäne vermittelte Interaktion der CSD-

Polypeptide. Neben den Modellvorstellungen, dass ausschließlich von ungleichen (Hetero-

mer-Modell) oder ausschließlich von gleichen (Homomer-Modell) Allelen stammende CSD-

Moleküle interagieren können, wäre es auch denkbar, dass eine Bindung unabhängig davon 

stattfindet, ob die involvierten Proteine von Allelen gleicher oder ungleicher Identität abgelei-

tet sind. Verschiedene komplementäre Gruppen in unterschiedlichen Allelen könnten sich 

funktionell ergänzen, woraufhin aktives CSD entsteht (Komplementierungs-Modell) (Beye 

2004). 

Die Aminosäuresequenz, die die Identität eines Allels kodiert, ist nicht bekannt, dürfte jedoch 

in der variablen Abfolge singulärer Nukleotidaustausche, Insertionen und Deletionen begrün-

det liegen. Insbesondere nicht-synonyme Nukleotidsubstitutionen, die zur Kodierung alterna-

tiver Aminosäuren führen, könnten unterschiedliche Allele spezifizieren. In den bis jetzt iso-
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lierten csd-Allelen finden sich die meisten Aminosäureunterschiede im Bereich der RS- und 

prolinreichen Domänen und betreffen überwiegend Aminosäuren zwischen den Abfolgen von 

Arginin/Serin bzw. Prolin. Mögliche Kandidaten für variable komplementäre Gruppen wären 

die RS-Domäne, die prolinreiche Region und die hypervariable Region (HVR). Die HVR 

erzeugt eine Längendifferenz in unterschiedlichen Allelen und könnte dadurch die Wir-

kungsweise ihrer benachbarten Domänen beeinflussen. RS-Domänen werden durch multiple 

Kinasen phosphoryliert (Wang et al. 1998; Yeakley et al. 1999). Denkbar wäre daher, dass 

Unterschiede in der Phosphorylierung des CSD-Proteins, die für unterschiedliche Allele vor-

hergesagt werden, aktive komplementäre Gruppen erzeugen können (Beye et al. 2003). 
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1.6 Molekulare Mechanismen und Elemente der Geschlechtsbestimmungskaskaden 

der Diptera 

 
Die Modellvorstellung der Geschlechtsbestimmung besagt, dass ein initiales Signal eine mo-

lekulare Signaltransduktionskette in Keim- und Somazellen reguliert, die mit fortschreitender 

Entwicklung des Embryos zur Differenzierung des sexuellen Phänotyps führt (Marin & Baker 

1998). Die molekularen Mechanismen und Elemente der Geschlechtsbestimmungskaskade 

sind bislang nur in wenigen Modellorganismen untersucht worden, neben dem Nematoden 

Caenorhabditis elegans vor allem in der Taufliege Drosophila melanogaster. Diese Arten 

besitzen ein initiales Signal, das auf dem Verhältnis von X-Chromosomen zu Autosomen ba-

siert; die molekularen Bestandteile des Signals unterscheiden sich jedoch grundlegend zwi-

schen C. elegans und D. melanogaster (Cline & Meyer 1996). Der Vergleich mit weiteren 

Organismen zeigt, dass das initiale Signal der Geschlechtsbestimmung in einer Vielzahl un-

terschiedlicher Mechanismen auftritt und sich bereits zwischen nahe verwandten Arten fun-

damental unterscheiden kann. Die Taufliege Drosophila melanogaster, die Stubenfliege Mus-

ca domestica und die Mittelmeerfruchtfliege Ceratitis capitata gehören der Ordnung Diptera 

(Zweiflügler) an und zeigen unterschiedliche Mechanismen der Geschlechtsbestimmung. Im 

Fall von D. melanogaster besteht das primäre Signal in dem bereits erwähnten Mengenver-

hältnis von X-chromosomalen zu autosomalen Genen (X:A-Signal), während es im Fall von 

M. domestica und C. capitata aus einem dominanten M-Faktor besteht (M = ‘Masculinizer’), 

der je nach Kreuzung auf dem Y-Chromosom oder einem Autosom lokalisiert ist und dessen 

Bestandteile noch nicht charakterisiert sind. Auch in Säugetieren tritt in Form von Sry ein 

dominanter M-Faktor auf dem Y-Chromosom auf (Goodfellow & Lovell-Badge 1993). In der 

Honigbiene Apis mellifera und anderen Vertretern der Hymenoptera mit komplementärer Ge-

schlechtsbestimmung hat sich mit dem allelischen Zustand am Geschlechtsbestimmungslokus 

eine weitere Art von initialem Signal etabliert. 
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1.6.1 Das initiale Signal und Elemente der somatischen Geschlechtsbestimmungskas-

kade von D. melanogaster 

 

1.6.1.1 Das X:A-Signal kontrolliert die geschlechtsspezifische Expression von SXL 

 
Das initiale Signal der somatischen Geschlechtsbestimmung in D. melanogaster setzt sich aus 

mindestens neun Genen zusammen, die ausnahmslos Transkriptionsfaktoren darstellen und 

gemeinsam das geschlechtsspezifische Spleißen des Schlüsselgens Sex-lethal (Sxl) kontrollie-

ren (Parkhurst & Ish-Horowicz 1992). Auf dem X-Chromosom befinden sich die Numerator-

gene sisterless (sisA, sisB, sisC) und runt (run), die Sxl positiv regulieren (Cline 1988; Duffy 

& Gergen 1991; Erickson & Cline 1993; Deshpande et al. 1995; Kramer et al. 1999). Auf 

dem Autosom liegt das Denominatorgen deadpan (dpn), das Sxl negativ reguliert (Younger-

Shepherd et al. 1992; Barbash & Cline 1995; Hoshijima et al. 1995). Verschiedene maternal 

vererbte Gene agieren als Ko-Faktoren, wobei daughterless (da) und hermaphrodite (her) den 

positiven Effekt der Numeratorgene verstärken (Cronmiller et al. 1988; Pultz & Baker 1995), 

extramacrochaetae (emc) und groucho (gro) den positiven Effekt dagegen schwächen (Van 

Doren M. et al. 1991; Paroush et al. 1994). Maternales DA- und zygotisches SISB-Protein 

bilden Heterodimere (Cabrera & Alonso 1991). Eine Modellvorstellung ist, dass in XX-

Genotypen (X:A = 1.0) die Numeratorproteine SISA, SISB, SISC und RUN nicht vollständig 

von DPN gebunden werden können. Daraufhin bilden die nichtgebundenenen Numeratorpro-

teine mit DA heteromere Proteinkomplexe, die den ‘Establishment’-Promoter SxlPe aktivieren 

(Parkhurst et al. 1990; Parkhurst & Ish-Horowicz 1992). Zusätzlich konkurrieren die ver-

schiedenen positiven und negativen Transkriptionsfaktoren des primären Signals direkt um 

multiple Bindungsstellen auf Sxl (Estes et al. 1995). Die transiente Aktivierung von SxlPe 

durch das X:A-Signal in XX-Genotypen erzeugt das weibliche Transkript exklusive Exon 2 

und 3 und ein aktives SXL-Protein (Keyes et al. 1992). Im Gegensatz zu SxlPe produziert der 

in beiden Geschlechtern aktive ‘Maintenance’-Promoter SxlPm eine prä-mRNA inklusive Ex-

on 2 und 3. In XY-Genotypen mit einem X:A-Signal von 0.5 wird SxlPe nicht aktiviert und die 

unter SxlPm gespleißte mRNA lässt infolge eines Stop-Kodons in Exon 3 die Translation von 

SXL vorzeitig enden (Bell et al. 1988), was zum männlichen Entwicklungsweg führt. In XX-

Genotypen bewirkt der durch SxlPe erzeugte Vorrat an SXL-Protein, dass nach der Inaktivie-

rung von SxlPe auch unter SxlPm ein aktives Transkript ohne Exon 2 und 3 erzeugt und der 

weibliche Entwicklungsweg eingeschlagen wird (Bell et al. 1991). In der Modellvorstellung 

interagiert SXL mit dem Protein des Spleißfaktors sans fille (snf) (Albrecht & Salz 1993). Der 
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Komplex aus SXL und SNF maskiert die 5’- und 3’-Spleißstellen von Exon 3, was zu dessen 

Herausspleißen und dem weiblichen Transkript unter SxlPm führt (Deshpande et al. 1996). Die 

kurzfristige Erzeugung von SXL unter SxlPe in weiblichen Genotypen führt somit über eine 

autoregulatorische Schleife zu der dauerhaften Produktion von SXL unter SxlPm. Neben SXL 

und SNF sind auch die Gene female-lethal(2)d (fl(2)d) und virilizer (vir) zur Bildung von SxlF 

unter SxlPm notwendig (Granadino et al. 1992; Hilfiker et al. 1995). 

 

1.6.1.2 SXL kontrolliert die geschlechtsspezifische Expression von MSL-2 und TRA 

 
Das SXL-Protein besitzt zwei RRM-Elemente und reguliert nicht nur sich selbst, sondern 

auch die geschlechtsspezifische Expression der Gene male-specific lethal-2 (msl-2) und trans-

former (tra). MSL-2 ist an der Dosiskompensation beteiligt und aktiviert zusammen mit 4 

weiteren Genen die Hypertranskription der unterrepräsentierten X-chromosomalen Gene in 

männlichen Genotypen (Lucchesi 1996). In weiblichen Genotypen wird durch die Bindung 

von SXL an insgesamt 6 SXL-Bindungsstellen in der 5’- und 3’-UTR der mRNA die Transla-

tion von msl-2 unterbunden (Kelley et al. 1995; Bashaw & Baker 1997). 

tra ist nach Sxl das nächste Glied in der somatischen Geschlechtsbestimmungskaskade. Die 

prä-mRNA enthält in beiden Geschlechtern drei Exons; die Spleißvariante traF mit durchge-

hendem Leseraster wird jedoch nur in Gegenwart von SXL erzeugt. SXL agiert in diesem Fall 

als Spleißrepressor, der mit höherer Affinität mit dem Spleißfaktor U2AF um die Bindung an 

die voreingestellte (‘default’) Spleißstelle vor Exon 2 konkurriert (Valcarcel et al. 1993). Das 

hat die Verwendung einer schwächeren Spleißstelle in 3’-Richtung zur Folge. In XY-

Genotypen ohne SXL-Konkurrenz führt der Spleißprozeß an der voreingestellten Spleißstelle 

zu einem Transkript mit Stop-Kodon am 5’-Ende von Exon 2 (Boggs et al. 1987; Sosnowski 

et al. 1989). 

 

1.6.1.3 TRA und TRA-2 kontrollieren die geschlechtsspezifische Expression von DSX 

 
Das TRA-Protein enthält eine umfangreiche RS-Domäne und eine C-terminale prolinreiche 

Region (Boggs et al. 1987). Das Gen transformer2 (tra2) zeigt keine geschlechtsspezifischen 

Spleißvarianten und ist ein Ko-Faktor von tra. Das TRA2-Protein enthält zwei RS-Domänen, 

die durch ein RRM getrennt sind (Amrein et al. 1988). Das SR-Typ-Protein TRA und das SR-

Protein TRA2 sind Spleißregulatoren des bifunktionalen Schaltergens doublesex (dsx). Das 

weibchenspezifische Exon 4 der prä-mRNA von dsx enthält TRA/TRA2-Bindungsstellen, die 
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aus sechs ESE-Kopien (‘exonic splicing enhancer’) und einem purinreichen Element (PRE) 

bestehen. TRA und TRA2 assoziieren mit anderen SR-Proteinen zu einem Spleißregulations-

komplex, der über das RRM von TRA2 an die ESE- und PRE-Sequenzen der prä-mRNA von 

dsx bindet und damit den Spleißapparat an die 3’-Spleißstelle vor Exon 4 dirigiert, was die 

weibliche Spleißvariante dsxF begünstigt (Tian & Maniatis 1993; Lynch & Maniatis 1996). In 

Abwesenheit des TRA/TRA2-Komplexes wird die männliche Spleißvariante dsxM ohne Exon 

4 erstellt. 

Sowohl DSXF als auch DSXM sind Transkriptionsfaktoren, die die Aktivität der finalen, phä-

notypprägenden Gene der somatischen Geschlechtsbestimmungskaskade kontrollieren (Burtis 

& Baker 1989). Das DSX-Protein enthält die Oligomerisierungsdomänen OD1 und OD2, die 

als Schnittstellen für Protein- und DNA-Interaktionen dienen (An et al. 1996; Cho & Wensink 

1997). OD1 besteht aus einer atypischen Zinkfinger-Domäne (DM-Domäne), die direkt an die 

DNA-Zielsequenz bindet. Während die Exons 1-3 sowohl in der weiblichen als auch der 

männlichen Spleißvariante vorhanden sind und DSXF/M über die N-terminale OD1 an das 

Zielgen bindet (Erdman et al. 1996), ist OD2 am geschlechtsspezifisch exprimierten C-Ter-

minus für den alternativen Effekt auf das jeweilige Zielgen verantwortlich. Bekannte Zielgene 

von DSX sind an der Neuroblastendifferenzierung und der Yolk-Protein-Synthese beteiligt 

(Burtis et al. 1991). 

 

1.6.2 Das initiale Signal und Elemente der Geschlechtsbestimmungskaskade der Keim-

bahn von D. melanogaster 

 
Die Geschlechtsbestimmung in der Keimbahn stimmt nicht in allen Organismen mit der so-

matischen Geschlechtsbestimmung überein. Während in M. domestica einzig das Geschlecht 

des Gonadengewebes das Geschlecht der Keimzellen prägt, bestimmt in D. melanogaster eine 

Kombination von keimzellautonomen Signalen und induktiven Signalen der benachbarten 

Somazellen das Geschlecht der Keimzellen (Steinmann-Zwicky et al. 1989). Die Regulati-

onskaskade der Keimzellen in D. melanogaster unterscheidet sich von derjenigen der Soma-

zellen sowohl in einzelnen Elementen als auch in der Funktion gemeinsamer Bestandteile. So 

führt die Nullmutation von Sxl in weiblichen Keimzellen nicht zu dem erwarteten männlichen 

Phänotyp, sondern lediglich zu tumorartiger Zellproliferation ohne erkennbare Bildung von 

Spermatocyten (Schüpbach 1985). Die Gene tra und dsx spielen in dem keimzellautonomen 

Anteil der Geschlechtsbestimmung ebenfalls keine Rolle, werden jedoch zur Regulation des 
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induktiven Signals der somatischen Zellen benötigt (Steinmann-Zwicky 1994a; Steinmann-

Zwicky 1994b; Hinson & Nagoshi 1999; Evans & Cline 2006). 

 

1.6.3 Das initiale Signal und Elemente der Geschlechtsbestimmungskaskade von C. 

capitata und M. domestica 

 
Das initiale Signal der Geschlechtsbestimmung in C. capitata und M. domestica ist der soge-

nannte ‘Masculinizer’-Faktor (M-Faktor), der paternal vererbt wird. Der M-Faktor inaktiviert 

über einen noch unbekannten Mechanismus das maternal vererbte weibliche Transkript des 

Schlüsselgens Cctransformer (Cctra) bzw. Feminizer (F), woraufhin der männliche Entwick-

lungsweg eingeschlagen wird (Dübendorfer & Hediger 1998; Dübendorfer et al. 2002; Pane 

et al. 2002). Im Gegensatz zu Cctra wurde das Feminizer-Gen von M. domestica noch nicht 

vollständig isoliert. 

In Abwesenheit des initialen Signals M-Faktor werden die maternal vererbten weiblichen 

Transkripte von Cctra und F in der Zygote aktiviert und der weibliche Entwicklungsweg ein-

geleitet. In C. capitata erzeugt das maternal vererbte weibliche Transkript von Cctra, beste-

hend aus den Exons 1, 4 und 5, aktives CcTRA-Protein, das die weibliche Spleißvariante von 

zygotischem Cctra begünstigt (Pane et al. 2002). Das Modell basiert auf einer autoregulatori-

schen Schleife, in der CcTRA an konservierte TRA/TRA2-Bindungsstellen in Intron 1 der 

prä-mRNA von zygotischem Cctra bindet. In der Folge führt eine Kombination von ‘exon 

skipping’ und alternativer Nutzung von 5’- und 3’-Spleißstellen zum Herausspleißen der Ex-

ons 2 und 3, die Stop-Kodons enthalten. Die mögliche Beteiligung eines tra2-Orthologons in 

C. capitata, Cctra2, an der Autoregulation von Cctra wurde bisher nicht untersucht. In M. 

domestica wird zur Aktivierung der maternalen mRNA von F zusätzlich maternales Mdtra2 

benötigt (Burghardt et al. 2005). Die Modellvorstellung ist, dass analog zu der TRA/TRA2-

Assoziation in D. melanogaster maternales F mit maternalem MdTRA2 einen aktiven Kom-

plex bildet, der zygotisches F aktiviert, welches sich in der Folge über eine autoregulatorische 

Schleife und Mdtra2 als Ko-Aktivator selbst reguliert. 

Die prä-mRNA der dsx-orthologen Gene Ccdsx und Mddsx wird analog zu dsx alternativ 

gespleißt (Saccone et al. 2000; Hediger et al. 2004). In Anwesenheit von aktivem CcTRA 

bzw. F wird die weibliche Spleißvariante erzeugt, während in Männchen ohne Aktivität von 

CcTRA- bzw. F die prä-mRNA männlich gespleißt wird. In M. domestica ist dazu neben F 

wiederum Mdtra2 als Ko-Faktor notwendig (Burghardt et al. 2005), was in der Modellvorstel-

lung in Analogie zu D. melanogaster die Bildung eines Spleißregulationskomplexes durch 

 16



                                                                                                                                      Einleitung 

Assoziation von F und MdTRA2 und die Bindung des Spleißregulationskomplexes an kon-

servierte TRA/TRA2-Bindungsstellen von Mddsx nahelegt. 

 

1.7 Regulatorische Prinzipien geschlechtsbestimmender Kaskaden 

 
Aus der Vielzahl experimenteller Daten, die an D. melanogaster und anderen Vertretern der 

Diptera gewonnen wurden, abstrahierten Schütt & Nöthiger (2000) einige generelle Merkma-

le von Geschlechtsbestimmungskaskaden. Das initiale Signal, das sich zwischen männlichem 

und weiblichem Genotyp unterscheidet und den molekularen Mechanismus der Geschlechts-

bestimmung charakterisiert, führt zu der differentiellen Expression eines Schlüsselgens (‘key 

gene’). Der Aktivitätszustand dieses Schlüsselgens wird über eine kurze Kaskade untergeord-

neter Kontrollgene (‘control genes’) weitergeleitet, an deren Ende die geschlechtsdifferenzie-

renden Gene (‘differentiation genes’) stehen, die das molekulare Signal in den männlichen 

oder weiblichen Phänotyp umsetzen. Schlüssel- und Kontrollgene dieses Modells liegen ge-

schlechtsspezifisch in aktiven oder inaktiven Zuständen vor und werden darum auch als 

Schaltergene (‘switch genes’) bezeichnet. 

Die Analyse der Regulation geschlechtsbestimmender Kaskaden in den Diptera lässt zwei 

wichtige Prinzipien erkennen: a) das Auftreten geschlechtsspezifischer Transkripte und b) die 

Erhaltung der aktiven Transkripte durch Autoregulation. Die Umsetzung des initialen Signals 

in geschlechtsspezifische Transkripte bewirkt in Verbindung mit der Autoregulation der akti-

ven Varianten, dass ein transientes Element der Kaskade einen festgelegten Zustand kodiert 

und auf nachfolgende Elemente der Kaskade überträgt. 

In der somatischen Geschlechtsbestimmungskaskade von D. melanogaster kodieren die Gene 

des initialen Signals und das Doppel-Schaltergen dsx für Transkriptionsfaktoren, während die 

Produkte der Schaltergene Sxl, tra und tra2 als Spleißregulatoren auf der posttranskriptionel-

len Ebene agieren. Im Fall von Sxl erzeugen alternativ aktive Promotoren geschlechtsspezifi-

sche Transkripte, während die primären Transkripte (prä-mRNA) von tra und dsx in beiden 

Geschlechtern identisch sind und erst ein sich anschließender alternativer Spleißprozeß ge-

schlechtsspezifische Transkripte zur Folge hat. Geschlechtsspezifische Transkripte können 

wie im Fall von Sxl und tra für eine funktionelle (aktive) und eine rudimentäre (inaktive) Pro-

teinvariante kodieren oder wie im Fall von dsx für zwei alternative, aktive Proteinvarianten. 

Die Autoregulation des aktiven Transkripts erfolgt in D. melanogaster auf der Stufe von Sxl, 

in M. domestica und C. capitata auf der Stufe von F bzw. Cctra. 
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Das Beispiel der Diptera zeigt, dass sich bereits zwischen nahe verwandten Arten der für die 

Geschlechtsbestimmung verantwortliche molekulare Mechanismus und die oberen Bestand-

teile der Geschlechtsbestimmungskaskade grundlegend unterscheiden können. Dieser Befund 

weist zum einen auf eine gewisse Plastizität in der Steuerung geschlechtsbestimmender Regu-

lationskaskaden hin, zum anderen zeigt er, dass diese Kaskaden vergleichsweise schnell evol-

vieren können. 

 

1.8 Fragestellungen und Ziele der Arbeit 

 
Die Honigbiene ist der bekannteste Verteter mit komplementärer Geschlechtsbestimmung, die 

unabhängig von Geschlechtschromosomen erfolgt. Das initiale Signal der Geschlechtsbestim-

mung ist in dem heterozygoten Allelzustand am Geschlechtsbestimmungslokus (SDL) ko-

diert. Die genomische Sequenz des SDL ist noch nicht vollständig isoliert und die im SDL 

kodierten Gene erst teilweise identifiziert. Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist die vollstän-

dige Isolierung der Genomsequenz des SDL und die strukturelle und funktionelle Charakteri-

sierung der in diesem Lokus kodierten Gene. Diese Daten schaffen die Basis für künftige Stu-

dien zur molekularen Funktionsweise der komplementären Geschlechtsbestimmung. 

Die geschlechtsbestimmende Funktion der identifizierten SDL-Gene wird durch embryonale 

RNA-Interferenz (RNAi) getestet. Der sexuelle Phänotyp der manipulierten Individuen wird 

durch Gonadenpräparation im Larven- und Puppenstadium bestimmt. Zur Klärung der Frage, 

ob diese Gene sowohl in den Soma- als auch in den Keimzellen eine geschlechtsbestimmende 

Funktion ausüben, werden zusätzlich die äußeren somatischen Geschlechtsmerkmale und die 

Keimzellen von manipulierten Individuen im Puppenstadium überprüft. 

Das Modell der allelischen Komplementierung am SDL durch unterschiedliche funktionelle 

Allele wurde aufgestellt, ohne bislang unterschiedliche Transkripte in einer Kreuzung zu iso-

lieren. Zur Unterstützung dieses Modells werden die in einer Kreuzung segregierenden Allele 

des SDL isoliert und deren Aminosäureidentität bestimmt. 

Die Transkripte des Gens complementary sex determiner (csd) sind in beiden Geschlechtern 

der Honigbiene vorhanden und zeigen keine geschlechtsspezifischen Spleißvarianten. Da csd 

für ein Protein vom SR-Typ kodiert, könnte das oder die von csd kontrollierte(n) Gen(e) al-

ternativ gespleißt werden. Um Einblicke in Regulation und Funktion der geschlechtsbestim-

menden SDL-Gene zu gewinnen werden deren Transkriptions- und Expressionsmuster analy-

siert und mögliche Homologien zu anderen Genen der Insekten untersucht. 
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Aus den Erkenntnissen der Funktions-, Transkriptions- und Exoressionsanalysen wird ein 

weiterführendes Modell der geschlechtsbestimmenden Regulationskaskade von Apis mellifera 

erstellt. Die identifizierten Elemente werden mit den Geschlechtsbestimmungskaskaden ande-

rer Insekten, insbesondere der gut untersuchten Kaskade von Drosophila melanogaster, ver-

glichen. Besonderes Augenmerk wird dabei auf die Stufe der molekularen Entscheidungsfin-

dung und die Regulation und Funktion der transformer-orthologen Gene gelegt, die in allen 

bekannten Geschlechtsbestimmungskaskaden der Insekten auftreten. Abschließend wird die 

Evolutionsrate und das plastische Potential der tra-orthologen Gene diskutiert und zu einem 

Modell der Evolution geschlechtsbestimmender Kaskaden in Beziehung gesetzt. 
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2 Material & Methoden 

 

2.1 Chemikalien und sonstige Materialien 

 
Verbrauchschemikalien wurden in der Qualität ‘pro analysis’ hauptsächlich von folgenden 

Firmen bezogen: Becton Dickinson, Heidelberg; GibcoBRL Life Technologies, Karslruhe; 

Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe; Sigma-Aldrich, Steinheim. Enzyme für molekularbiolo-

gische Arbeiten wurden hauptsächlich von folgenden Firmen bezogen: MBI Fermentas, St. 

Leon-Rot; New England Biolabs, Frankfurt/Main; Peqlab, Erlangen; Promega, Mannheim. 

Sämtliche Lösungen für molekularbiologische Arbeiten wurden mit bidestilliertem H2O ange-

setzt und im Bedarfsfall autoklaviert oder sterilfiltriert. 

 

Kitsysteme: 

• DynabeadsTM mRNA Purification Kit, Dynal Biotech ASA, Oslo (Norwegen) 

• RevertAidTM Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

• FirstChoiceTM RLM-RACE Kit, Ambion, Austin (USA) 

• Qiagen Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden 

• pGEMTM-T Vektor System, Promega, Mannheim 

• GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit, Sigma-Aldrich, Steinheim 

• InsectSelectTM Expression System, Invitrogen, Karlsruhe 

• Bac-to-BacTM Baculovirus Expression System, Invitrogen, Karlsruhe 

• ProBondTM Purification System, Invitrogen, Karlsruhe 

• HiTrap NHS-activated HP, Amersham Biosciences, Freiburg 

• ECL Western Blotting Analysis System, Amersham Biosciences, Freiburg 

 

Fotoarbeiten und Bildverarbeitung: 

• Fotolichtmikroskop:  Zeiss Axiophot 2, Zeiss, Oberkochen 

• Fotostereomikroskop:  Zeiss Stemi 2000, Zeiss, Oberkochen 

Leica S8 APO, Leica, Bensheim 

• Bildverarbeitung:  Adobe Photoshop, Adobe Systems, San Jose, USA 
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2.1.1 Bakterienstämme 

 
Tabelle 2.1. Verwendete Bakterienstämme. Für detaillierte Angaben zu den Genotypen der verwendeten Bakte-
rienstämme sei auf die Hersteller verwiesen, z.B. Invitrogen, Karlsruhe; Stratagene, Heidelberg. 
 
Bezeichnung Verwendungszweck Anmerkung 
E. coli JM109 Standardwirt für diverse Plasmide recA, endA 
E. coli TOP10TM Standardwirt für diverse Plasmide recA, endA 
E. coli DH10BacTM Standardwirt für pFastBacTM enthält Baculovirus Shuttle Vector 

(Bacmid) mit Kanamycin-Resistenz, 
lacZ und mini-attTn7; und Helfer-
plasmid mit Tetrazyklin-Resistenz 

 

2.1.2 Vektoren 

 
• pGEMTM-T: Vektor mit Ampicillin-Resistenz, SP6/T7 RNA Polymerase Promotoren, 

lacZ-Element und MCS mit 3’T-Überhang für Transformation von PCR-Produkten 

(Promega, Mannheim) 

• pIZ/V5-His: Vektor mit ZeocinTM-Resistenz, OpIE2-Promoter, MCS, 6xHis-Epitop 

und V5-Epitop für Transformation von PCR-Produkten und anschließende Proteinex-

pression in Schmetterlingszellen (Invitrogen, Karlsruhe) 

• pFastBacTMHT: Vektor mit Ampicillin- und Gentamycin-Resistenz, Polyhedrin-Pro-

moter, MCS, 6xHis-Epitop und Tn7-Elementen für Transformation von PCR-Produk-

ten in DH10BacTM-Zellen und anschließende baculovirusinduzierte Proteinexpression 

in Schmetterlingszellen (Invitrogen, Karlsruhe) 

 

2.1.3 Zellkultur 

 
Im Labor wurden Zelllinien von Sf21-Zellen und High FiveTM-Zellen der Firma Invitrogen, 

Karlsruhe, kultiviert. In beiden Fällen handelt es sich um aus pupalem Ovariengewebe des 

Eulenfalters Spodoptera frugiperda (Lepidoptera) abgeleitete Zelllinien, die sich insbesondere 

zur Transfektion von Expressionsvektoren mit Baculovirus-Promoter eignen. Die Zellen wur-

den als adhärente Kultur in serumfreiem Medium mit Gentamycin bei 27.5°C nach dem Stan-

dardprotokoll kultiviert. 
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2.2 Molekularbiologische Methoden 

 
Molekularbiologische Standardtechniken wie Bestimmung von Nukleinsäurekonzentrationen, 

PCR (‘polymerase chain reaction’), Gelelektrophorese, DNA-Spaltung mit Restriktionsendo-

nukleasen, Dephosphorylierung der 5’-Enden linearer DNA-Moleküle mit alkalischer Phos-

phatase (CIP), Ligation mit T4-DNA-Ligase sowie Herstellung und Transformation von elek-

tro- und chemokompetenten Zellen sind in (Sambrook et al. 1989) beschrieben und werden 

hier nicht aufgeführt. Die Verwendung der angeführten Kitsysteme erfolgte unter Beachtung 

der Herstellerangaben. Mit Ausnahme der Oligonukleotide in den Kitsystemen erfolgten Syn-

these und HPLC-Aufreinigung aller in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide 

sowie sämtliche DNA-Sequenzierungen durch die Firma MWG-Biotech, Ebersberg. 

 

2.2.1 DNA-Extraktion (nach Hunt & Page 1995) 

 
• ethanolkonservierte Individuen 1-2 h wässern 

• adulte ♂ in 200 (adulte ♀ in 150) µl CTAB-Lysispuffer + 2 µl Proteinase K lösen 

• mit Pistill zermörsern (Lösung wird viskos) und 2-3 h bei 60°C inkubieren 

• 250 (200) µl Phenol/Chloroform zugeben, 10x invertieren und 10 min zentrifugieren 

• Überstand vorsichtig abnehmen und in ein neues Reaktionsgefäß überführen 

• 250 (150) µl Chloroform zugeben, 10x invertieren und 2 min zentrifugieren 

• Überstand vorsichtig abnehmen und in ein neues Reaktionsgefäß überführen 

• Fällung der DNA: 1/10 Volumeneinheit (ca. 20 µl) 3 M Natriumacetat, pH 5.2, und 2 

Volumeneinheiten (ca. 450 µl) eiskalten 100% Ethanol zugeben, 4-6x invertieren und 

2-4 h bei -20°C inkubieren 

• 25 min zentrifugieren, Überstand verwerfen und DNA-Pellet mit 70% Ethanol wa-

schen 

• 2 min zentrifugieren, Pellet trocknen und in 30-50 µl H2O resuspendieren 

 

Lösungen: 

CTAB-Lysispuffer  1% CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) 

    50 mM Tris-HCl, pH 8.0 

    10 mM EDTA 

    750 mM NaCl 
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Proteinase K   1 mg/ml 

Phenol/Chloroform  50:50, frisch gemischt oder bei -20°C gelagert 

    Phenol muss pH > 7.5 aufweisen! 

 

2.2.2 RNA-Extraktion (nach Marois 2000) 

 
• schockgefrorene Individuen auf flüssigem Stickstoff mit Pistill zermörsern 

• pro Embryo oder L3-Larve 50 µl Trizol zugeben, 1 min vortexen, 5 min bei RT inku-

bieren, 1 min vortexen 

• pro Embryo/L3 10 µl Chloroform zugeben, 30 s sanft vortexen, 5 min bei RT inkubie-

ren und 15 min zentrifugieren 

• Überstand vorsichtig abnehmen und in ein neues Reaktionsgefäß überführen 

• diesselbe Menge (ca. 20 µl je Embryo/L3) Isopropanol zugeben, 4-6x invertieren und 

10 min bei RT inkubieren 

• 10 min bei 4°C zentrifugieren, Überstand verwerfen und RNA-Pellet mit 70% Ethanol 

waschen 

• 10 min bei 4°C zentrifugieren, Pellet trocknen und in 10 µl H2O oder DNAse-Master-

mix resuspendieren 

 

Lösungen: 

Trizol-Extraktionspuffer 0.8 M Guanidin-Thiocyanat 

    0.4 M Ammonium-Thiocyanat 

    0.1 M Natriumacetat, pH 5.0 

    5% Glycerin 

    38% Phenol 

 

2.2.3 Isolierung der Genomsequenz des SDL 

 
Bei der vollständigen genomischen Isolierung des Geschlechtsbestimmungslokus (SDL) wur-

den verschiedene Allele des Gens complementary sex determiner (csd) einer BLAST-Analyse 

(Altschul et al. 1990) gegen die WGS-Sequenzen (‘whole genome shotgun’) der Honigbiene 

(www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/honeybee) unterzogen und korrespondierende Sequenzen 

erneut geblastet. Die korrespondierenden Sequenzen wurden anhand überlappender Sequenz-
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bereiche unter Verwendung der Software Staden Package (Staden et al. 2000) sukzessive zu-

sammengesetzt. Putative Gene der SDL-Region wurden unter Verwendung einer Genprogno-

se-Software (www.hgmp.mrc.ac.uk) ermittelt, signifikante Sequenzen durch RT-PCR (‘rever-

se transcriptase’) aus RNA von mehreren weiblichen und männlichen Embryonen verifiziert 

und die Enden der Transkripte durch RACE (‘rapid elongation of cDNA ends’) in 5’- und 3’-

Richtung unter Verwendung des angegebenen Kitsystems ergänzt. Basierend auf den Se-

quenzdaten von WGS-Montage, RT-PCR und 5’/3’-RACE wurde die genomische Sequenz 

der SDL-Region vollständig isoliert. 

Mit Ausnahme von csd und seinem Schwestergen transformer-like (tra-like) werden die iso-

lierten Gene auf dem SDL mit den ID-Nummern (Official_Gene_Set_1) der TAMU-Daten-

bank (Texas A&M University, Houston) bezeichnet. Das von Beye et al. (2003) als Ex4.8-5.8 

bezeichnete Gen wird zu GB30480. Orthologe Gene bzw. Genabschnitte wurden anhand von 

TBLASTN-Analysen des putativen Proteins und TBLASTX-Analysen der Nukleotidsequenz 

gegen die nr-Datenbank unter Übernahme der Voreinstellungen und der Option ‘all orga-

nisms’ ermittelt (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). TBLASTN (‘protein query versus translated 

database’) und TBLASTX (‘translated query versus translated database’) vergleichen mit 

translatierten Nukleotid-Datenbanken, die alle putativen Leseraster umfassen (Altschul et al. 

1997). 

 

2.2.4 Transkriptionsanalysen 

 
In einigen Experimenten wurden Kreuzungen verwendet, die zu je 50% homo- und heterozy-

gote Genotypen hervorbringen und in denen nur zwei Allele von csd segregieren. Zur Be-

stimmung des Genotyps der einzelnen Individuen wurde aus jedem Individuum die genomi-

sche DNA isoliert, die Exons 6-9 inklusive Introns unter Verwendung einer DNA-Polymerase 

mit 3’-5’-Exonuklease-Aktivität (‘proofreading’) amplifiziert und das Fragment mit den Re-

striktionsendonukleasen ApoI und MboI getrennt restringiert. Homozygote Genotypen mit 

nur einem csd-Allel zeigen ein anderes Restriktionsmuster als heterozygote Genotypen mit 

zwei csd-Allelen. Zur Isolierung der Allele wurden mehrere heterozygote Kontrollen aus je-

der Kreuzung gepoolt, die genomische DNA isoliert, die amplifizierten Exon 6-9-Fragmente 

in den Standardvektor pGEMTM-T ligiert und in E. coli JM109 transformiert. Die Fragmente 

in positiv transformierten Klonen wurden erneut amplifiziert und das jeweilige Allelfragment 

durch Restriktionsanalyse identifiziert. Im Anschluss wurde pro Allel aus mindestens drei 
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Klonen das Plasmid unter Verwendung des angegebenen Kitsystems isoliert und das Allel-

fragment doppelsträngig sequenziert. 

Zur Isolierung des ORF (open reading frame, durchgehendes Leseraster) aller in einer Kreu-

zung segregierenden tra-like- und csd-Allele wurden 10 weibliche L3-Larven gepoolt und die 

RNA extrahiert; die Isolierung der mRNA und Umschreibung in cDNA erfolgte unter Ver-

wendung der angegebenen Kitsysteme. Die cDNA wurde unter Verwendung einer DNA-

Polymerase mit 3’-5’-Exonuklease-Aktivität amplifiziert und die Fragmente in den Standard-

vektor pGEMTM-T kloniert. Die Fragmente in positiv transformierten Klonen wurden erneut 

amplifiziert und das jeweilige Allelfragment mit den Restriktionsendonukleasen ApoI, MboI 

und SspI getrennt restringiert, wobei Sequenzunterschiede zwischen verschiedenen Allelen 

durch unterschiedliche Restriktionsmuster abgebildet wurden. Plasmide mit unterschiedlichen 

Allelfragmenten wurden isoliert und das Allelfragment doppelsträngig sequenziert. Im Be-

darfsfall wurde der ORF der isolierten Allelfragmente durch 5’/3’RACE vervollständigt und 

ebenfalls kloniert. Jedes Allel wurde aus den isolierten Allelfragmenten von mindestens sechs 

doppelsträngig sequenzierten cDNA-Klonen unter Verwendung der Software STADEN Pak-

kage 1.6 assembliert. 

Die Alignierung der isolierten tra-like- und csd-Sequenzen erfolgte unter Verwendung der 

Software ClustalX (Thompson et al. 1997) und wurde manuell unter Verwendung der Soft-

ware BioEdit (Hall 1999) nachbearbeitet. Die Berechnung von Nukleotid- bzw. Aminosäure-

identitäten erfolgte durch paarweise Distanzkalkulation anhand der Software MEGA 3.1 

(Kumar et al. 2001) unter Verwendung der Kalkulationsmodi ‘complete deletion of gaps’ und 

‘No. of differences’. Die prozentuale Nukleotid- bzw. Aminosäureidentität wurde manuell 

unter Verwendung der Gesamtzahl an Positionen im Alignment berechnet, exklusive der Lük-

kenpositionen (‘gaps’). In einigen Fällen war die Berechnung von lückenintegrierten Nukleo-

tid- bzw. Aminosäureidentitäten sinnvoll. Die Berechnung erfolgte manuell, wobei die Lük-

ken im Alignment wie Aminosäurepositionen behandelt wurden. Die prozentuale lückeninte-

grierte Nukleotid- bzw. Aminosäureidentität wurde manuell unter Verwendung der Gesamt-

zahl an Positionen im Alignment berechnet, inklusive der Lückenpositionen. 

Die physikalischen Eigenschaften, Domänen und Motive der vom putativen ORF abgeleiteten 

Proteine wurden unter Verwendung der Software PROSITE (www.expasy.org/prosite) pro-

gnostiziert. 
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2.2.4.1  Oligonukleotide 

 
Tabelle 2.2. Oligonukleotide zur Transkriptionsanalyse von tra-like und csd. 
 
Gen 5’-Oligonukleotid 3’-Oligonukleotid 

cons3CSD_fw 
TCATAAAAATGAAACGGAATACAAC 

consCSD_rv 
RTCATCTCATWTTTCATTATTCAAT 

tra-like 

GenoRNAi_II 
CCAATTGCACAATGTAGAAGAAAAGCA 

GenoRNAi_rv 
ATACTGTGACAGATTTTACATTTCTAT 

Race_typeII_fw1 (Exon 2) 
CGGAATACAACAAATCATTCGC 

Race_typeII_rv1 
GGTGGAAAATTCCCATAGTAAACA 

tra-likeF

tra-likeM

TypeII-W2 (Exon 3) 
CAACATCTGATGAACTTAAACGG 

Race_typeII_rv2 
CTATTTCTGTCTTCATGTCTTGAA 

consCSD_fw 
GGTGATTTATACATTTGCAGGT 

consCSD_rv 
RTCATCTCATWTTTCATTATTCAAT 

cons2CSD_fw 
TCATAAAAATGAAACGAAATATATC 

 

Int_csd_fw 
AAGAACGGGAGAAGGATCTAAG 

Int_csd_rv 
CTCTAYTTCTATCTCTACTGCAAC 

GenoRNAi_Ib 
CAGACAATATGAAAAATTACACAATGA 

GenoRNAi_rv 
ATACTGTGACAGATTTTACATTTCTAT 

spezIa_fw 
ACATCACGATGAGAAATTTAAAC 

spezIa_rv 
TACGACGTATTCGTGAAATAGAA 

spezIb_fw 
GACGTATTCGTGAAATAGAAAA 

spezIb_rv 
TAAATAAAATTGAAGAACATGATAC 

spezIc_fw 
CTCATGGTTTTCAACATACATCG 

spezIc_rv 
AAGACCAATGGGACCTTGGA 

TypI_57A_fw 
AAATGAAGATAGCGAAATTGATTTG 

 

TypI_57B_fw 
GAATGAAGATAACAAAATTGATCTC 

 

TypI_84_fw 
TTCAAGAACAAAAGAAGAACGAT 

 

TypI_98_fw 
AAGAACGATTACAACATAGACG 

TypI_1342_rv 
AAATTCCCACAATAAATAGGAAC 

TypI_105A_fw 
ATTACAACATAGACGTGAAGCA 

TypI_1203_rv 
ATAATTATTATAATTATTATTATTATAATTGTAA

TypI_105B_fw 
ATTACAACATAGACGCGAAGCG 

TypI_1089_rv 
CTCGATATTTTCGATAAGAATTC 

TypI_437_fw 
CAACTGTGGAAGTTAAACGAG 

TypI_1068_rv 
TTCTTTCATTTTTATATGACTTTTGT 

TypI_544_fw 
GTATTAACAAAAATAAATAAAATTGAAG 

TypI_1050_rv 
CTTTTGTTCTCGTTCTCTTGAACGG 

TypI_814_fw 
GAAAAATTACACAATGAAAAAGAAAAAC 

TypI_814_rv 
GTTTTTCTTTTTCATTGTGTAATTTTTC 

TypI_823_fw 
CACAATGAAAAAGAAAAACTTTTAG 

TypI_823_rv 
TCTAAAAGTTTTTCTTTTTCATTGTG 

csd 

SIQ30_82_fw 
AGAACGAGAGCAAAAGTATG 

SIQ30_495_rv 
TTGGTGGAAAATTCTAATAATG 
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2.3 Proteinbiochemische Methoden 

 

2.3.1 Herstellung embryonaler und larvaler Proteinlysate 

 
Altersstandardisierte haploide und diploide Embryonen wurden in Pools zu je 50 Stück in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren. Altersstandardisierte haploide und diploide Larven wur-

den im Brutschrank bis zum L3-Stadium aufgezogen und einzeln schockgefroren. Je 50 Em-

bryonen bzw. je eine L3-Larve wurden in 50 µl 2% SDS in 62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8 unter 

Verwendung eines Pistills vollständig gelöst. Dieses Primärlysat wurde vor der Auftrennung 

durch SDS-PAGE nochmals im Verhältnis 1:1 mit dem Lysispuffer gemischt, je 7.5 µl dieses 

Sekundärlysats mit 2.5 µl 4x SDS-PAGE-Puffer (250 mM Tris-HCl, pH 6.8, 40% Glyzerin, 

8% Mercaptoethanol, 8% SDS, Bromphenolblau) versetzt und auf 95°C erhitzt. Pro Geltasche 

wurden 10 µl dieser Mischung appliziert, was etwa 2 Embryonen entspricht. 

Für SDS-PAGE und Western-Blotting wurde ein kombiniertes Gelelektrophorese-/Nassblot-

gerät der Firma GibcoBRL, Karlsruhe, gemäß den Herstellerangaben eingesetzt. Die Protein-

lysate wurden in einem denaturierenden 10% Polyacrylamid-Gel mit 0.01% SDS aufgetrennt, 

auf HybondTM ECL-Nitrozellulosemembran (Amersham Biosciences, Freiburg) übertragen 

und der Transfer durch eine Ponceau S-Färbung überprüft. Die Proteindetektion erfolgte mit 

der ECL-Methode (‘enhanced chemiluminescense’) auf BioMaxTM Light Film (Eastman Ko-

dak, Genf) unter Verwendung des angegebenen Kitsystems und der in Tabelle 2.3 aufgeführ-

ten Antikörper. 

 
Tabelle 2.3. Verwendete Antikörper zur Proteindetektion in Honigbienen. 
 
Antikörper Beschreibung Verdünnung Referenz 
aTra-like (236-251) polyklonaler 

Kaninchenantikörper 
1:10000 Seqlab, 

Göttingen 
aCsd (67-80) polyklonaler 

Kaninchenantikörper 
1:10000 Seqlab, 

Göttingen 
aActin (20-33) monoklonaler 

Kaninchenantikörper 
1:10000 Sigma-Aldrich, 

Steinheim 
Ziege-a-Kaninchen-HRP polyklonaler 

Ziegenantikörper 
1:10000 Merck-Calbiochem, 

Darmstadt 
 

2.3.2 Herstellung und Aufreinigung von Antikörpern 

 
Gegen TRA-LIKE und CSD wurde je ein spezifischer Antikörper entworfen, dessen Antigen 

eine Oligopeptidsequenz von 16 bzw. 14 Aminosäuren ist. Zur Vermeidung unerwünschter 
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Kreuzreaktionen wurden Epitope ausgewählt, deren Aminosäuresequenzen eine möglichst 

hohe Divergenz zwischen TRA-LIKE und CSD aufweisen (Tab. 2.4). Im Falle von tra-like ist 

die Epitopsequenz in Exon 8 lokalisiert, wodurch nur die weibliche Spleißvariante des TRA-

LIKE-Proteins detektiert werden kann; im Falle von csd liegt die Epitopsequenz in Exon 2, 

das in allen bekannten Spleißvarianten vorhanden ist. 

 
Tabelle 2.4. Aminosäuredivergenz zwischen tra-like- und csd-Allelen im Bereich der Antikörper-Epitope. Zug-
rundegelegt ist das Alignment von Abbildung 3.15. Aminosäuren in rot geben die Epitopsequenz der Antikörper 
an. Grüne/gelbe/graue Boxen indizieren identische Aminosäuren in 4/3/2 von 4 Allelen. Werte in Klammern 
geben die Divergenz in Prozent an. Das Allel CSDZ weist eine Deletion in der Epitopsequenz auf. 
 
Antikörper Aminosäurealignment Aminosäuredivergenz 
aTra-like (236-251) Position        236          251 

SIQ88 TRA-LIKE  YEDSRHEDRNSYRNDG 
SIQ88 CSD X     ---------------- 
SIQ88 CSD Y     ---------------- 
SIQ88 CSD Z     ---------------- 

 
16/16 (100) 

Position        67          80 
SIQ88 TRA-LIKE  RRAREK-KL-SKRS 
SIQ88 CSD X     RRIREIEKLGSERS 
SIQ88 CSD Y     RRIREIEKLGSERS 
SIQ88 CSD Z     RRIRE--KLGSERS 

 
 

5/14 (35.7) 
5/14 (35.7) 
1/5 (20.0) 

aCsd (67-80) 

Alignment ohne Lücken: 
SIQ88 TRA-LIKE  RRAREKKLSKRSKS 
SIQ88 CSD X     RRIREIEKLGSERS 
SIQ88 CSD Y     RRIREIEKLGSERS 
SIQ88 CSD Z     RRIREKLGSERSKT 

 
 

9/14 (64.3) 
9/14 (64.3) 
1/5 (20.0) 

 

Synthese der Oligopeptide (Antigene), Immunisierung von je zwei Kaninchen pro Antigen 

und Abnahme des mit den polyklonalen Antikörpern angereicherten Serums erfolgte durch 

die Firma Seqlab, Göttingen. Vor ihrer Anwendung im Western-Blotting wurden die Antikör-

per durch Affinitätschromatographie aufgereinigt. Zu diesem Zweck wurde das Antigen nach 

dem Standardprotokoll des Herstellers an eine NHS-aktivierte SepharoseTM-Matrix (Amers-

ham Biosciences, Freiburg) gekoppelt und nach Durchfluss des Serums die kovalent an die 

Antigene gebundenen Antikörper in 2 M Glycin-HCl, pH 2.0, eluiert. Zur Feststellung mögli-

cher Kreuzreaktionen wurde die Spezifität der Antikörper an rekombinant exprimierten TRA-

LIKE und CSD-Fusionsproteinen im Western-Blotting überprüft. 

 

2.3.3 Herstellung und Detektion von Fusionsproteinen 

 
Zur Herstellung rekombinanter Fusionsproteine mit 6xHis-Epitop wurde cDNA des vollstän-

digen ORFs verschiedener Allele von tra-like und csd unter Verwendung einer DNA-Polyme-

rase mit 3’-5’-Exonuklease-Aktivität amplifiziert, die Fragmente unter Berücksichtigung der 

Kozak-Sequenz und des Leserasters in die MCS (‘multiple cloning site’) der Expressionsvek-
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toren pIZ/V5-His und pFastBacTMHT ligiert und zunächst in E. coli JM109 transformiert. In 

die MCS von pIZV5-His wurde zusätzlich der 720 bp umfassende ORF von EGFP (‘enhan-

ced green fluorescent protein’) (Cormack et al. 1996) entweder allein oder an das 3’-Ende von 

tra-like bzw. csd ligiert. In die MCS von pFastBacTMHT wurde zusätzlich ein 33 bp umfas-

sendes Fragment des HSV (Herpes simplex virus) an das 3’-Ende von tra-like bzw. csd li-

giert. Die korrekte Orientierung des transformierten Fragments wurde durch unterschiedliche 

Restriktionsstellen an 5’- und 3’-Terminus sichergestellt oder, falls das nicht möglich war, 

nach der Transformation durch PCR überprüft. Bei korrekter Orientierung wurde das Plasmid 

isoliert und das transformierte Fragment durch doppelsträngige Sequenzierung überprüft. 

Das isolierte pIZV5-His mit rekombinantem Fragment wurde nach dem Standardprotokoll des 

InsectSelectTM Expression Systems unter Verwendung eines liposomenbasierten Transfekti-

onsreagens in High FiveTM-Zellen transfiziert. Die Selektion von polyklonalen Zelllinien er-

folgte durch Zugabe von 500 µg/ml ZeocinTM in das Nährmedium. Die Fluoreszenzdetektion 

rekombinanter EGFP-Fusionsproteine erfolgte an lebenden Zellen unter dem Lichtmikroskop 

unter Verwendung eines Ex485/Em515-Filtersets. Zur Herstellung eines einfachen Proteinly-

sats wurden die Zellen in der Expressionsphase pelletiert und in 2% SDS in 62.5 mM Tris-

HCl, pH 6.8 lysiert. Die Expression der rekombinanten Fusionsproteine mit V5-Epitop wurde 

durch SDS-PAGE, Western-Blotting und aV5-Antikörper nachgewiesen. 

Das isolierte pFastBacTMHT mit rekombinantem Fragment wurde nach dem Standardproto-

koll des Bac-to-BacTM Baculovirus Expression System in E. coli DH10BacTM transformiert 

und das Fragment in einen Baculovirus Shuttle Vektor (Bacmid) transponiert. Das isolierte 

Bacmid mit rekombinantem Fragment wurde unter Verwendung eines liposomenbasierten 

Transfektionsreagens in Sf21-Zellen transfiziert. Infizierte Zellen gaben die virale DNA nach 

etwa 3 Tagen in das Nährmedium ab. Der Titer der viralen DNA wurde durch die wiederholte 

Infektion von frischen Zellen amplifiziert. Zur Herstellung eines einfachen Proteinlysats wur-

den die Zellen etwa drei Tage nach der Infektion pelletiert und in 2% SDS in 62.5 mM Tris-

HCl, pH 6.8 lysiert. Die Expression der rekombinanten Fusionsproteine mit HSV-Epitop 

wurde durch SDS-PAGE, Western-Blotting und aHSV-Antikörper nachgewiesen. 

 

2.3.4 Isolierung von Fusionsproteinen vom SR-Typ 

 
Zur Isolierung von rekombinant exprimierten TRA-LIKE- und CSD-Fusionsproteinen mit 

6xHis-Epitop aus Sf21- oder High FiveTM-Zellen wurde das Protokoll des angegebenen Pro-

BondTM Purification System (Invitrogen, Karlsruhe) in folgender Weise modifiziert: 
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• vor Zugabe der Harnstoffpuffer stets auf Eis oder im Klimaraum (4°C) arbeiten 

• 4x106 transfizierte Zellen in der Expressionsphase aus Adhäsionskultur in Kulturme-

dium suspendieren und 15 min zentrifugieren (500 g) 

• Zellpellet in 3 ml eiskalten Lysispuffer lösen, 5x 15 s sonifizieren (konstanter Modus) 

und 15 min ruhen lassen 

• 30 min zentrifugieren, Überstand verwerfen und Pellet in 2 ml 10 M Harnstoffpuffer, 

pH 7.8, lösen (falls nötig, vortexen; resultierendes Probevolumen ~2.5 ml) 

• 1 h bei RT auf rotierendem Rad inkubieren 

• durch Zugabe von 500 µl 500 mM NaCl das gelöste Pellet in 8 M Harnstoffpuffer, pH 

7.8, überführen (resultierendes Probevolumen ~3 ml) 

• 500 µl ProBondTM Resin 2x mit je 1.5 ml frischen 8 M Harnstoffpuffer, pH 7.8, wa-

schen und Probe zugeben (resultierendes Probevolumen ~3.5 ml) 

• 2 h bei RT auf rotierendem Rad inkubieren 

• je 2x waschen mit je 1.5 ml 8 M Harnstoffpuffer pH 7.8 bzw. pH 6.0 bzw. pH 5.3 

• 800 µl Elutionspuffer, pH 4.0, zugeben, 15 min bei RT auf rotierendem Rad inkubie-

ren und zentrifugieren 

• 800 µl Überstand (1. Eluat) mit 40 µl Glycerin versetzen und bei -20°C lagern 

• bei Bedarf die letzten beiden Schritte wiederholen und 2. Eluat ernten 

 

Lösungen: 

1. Lysispuffer   150 mM NaCl 

    50 mM Tris-HCl, pH 8.0 

    1% Tween 20 

    1 mM PMSF 

2. Lysispuffer   10 M Harnstoff 

    20 mM NaPO4, pH 7.8 

    500 mM NaCl 

Bindungs-/Waschpuffer 8 M Harnstoff 

20 mM NaPO4, pH 7.8 bzw. pH 6.0 bzw. pH 5.3 

    500 mM NaCl 

Elutionspuffer   8 M Harnstoff 

20 mM NaPO4, pH 4.0 

    500 mM NaCl 
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2.4 Bienenzucht und histologische Methoden 

 

2.4.1 Jungfräuliche und einzelbesamte Königinnen 

 
Jungfräuliche Königinnen (‘virgin queens’, VQ) legen ausschließlich unbefruchtete, haploide 

Eier, die hemizygot-männliche Genotypen darstellen. Mit Spermien eines nicht-verwandten 

Drohns artifiziell einzelbesamte Königinnen (‘single-inseminated queens’, SIQ) legen nahezu 

ausschließlich befruchtete, diploide Eier, die heterozygot-weibliche Genotypen darstellen. In 

Einzelfällen wurden einzelbesamte Königinnen eingesetzt, die ein Allel mit dem Samenspen-

der teilen und zu je 50% heterozygot-weibliche und homozygot-männliche Genotypen her-

vorbringen. In diesem Fall erfolgte die Genotypisierung der verwendeten Embryonen a poste-

riori durch Restriktionsanalyse der csd-Allele. Heterozygote Genotypen mit zwei Allelen zei-

gen ein anderes Restriktionsmuster als homozygote Genotypen mit einem Allel. 

Jungfräuliche und einzelbesamte Königinnen, die durch mehrfache CO2-Begasung zur Eiab-

lage stimuliert worden sind, wurden von den Bieneninstituten Hohen-Neuendorf, Deutsch-

land, und Dol, Tschechien, bezogen und einzeln in geeignete Bienenstöcke mit vorzugsweise 

jungen Arbeiterinnen integriert. Die Bienenstöcke wiesen ein von Karl Jenter (Nürtingen) 

patentiertes und von Omholt et al. modifiziertes Wabensystem auf, das die gleichzeitige und 

berührungsfreie Entnahme von bis zu 112 Eiern pro Wabe ermöglicht, wobei sich jedes Ei auf 

einer einzeln handhabbaren Einsteckzelle befindet (Omholt et al. 1995). 

 

2.4.2 Künstliche Aufzucht von Honigbienen 

 
Die postembryonale Ontogenese der Honigbiene ist in fünf Larvenstadien (L1-L5), Puppe und 

Imago unterteilt, die jeweils durch eine Häutung getrennt sind. Larven bis zur vierten Häu-

tung (L4) werden Rundmaden genannt. Zwischen der vierten und der fünften Häutung streckt 

sich die Larve (Streckmade) und entwickelt sich zur Vorpuppe (L5). Die fünfte Häutung leitet 

zur Puppe (P) über, die nach der sechsten und letzten Häutung die Imago bildet. 

Nach Entnahme der Eier aus dem Bienenstock erfolgte die Entwicklung der Embryonen, Lar-

ven und Puppen im Brutschrank bei 34.5°C. Zur Vermeidung von Schimmelpilzen wurden 

die Embryonen unter schwefelhaltiger Atmosphäre gehalten, die durch ca. 5 ml Schwefelsäu-

re auf dem Boden der Zuchtgefäße erzeugt wurde. Im Falle der diploiden Embryonen wurde 

16% (v/v) H2SO4, im Falle der haploiden Embryonen 8% (v/v) H2SO4 verwendet. Diploide 
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und haploide Larven und Puppen wurden je nach Grad der vorhandenen Pilzsporenkontami-

nation unter schwach schwefelhaltiger Atmosphäre (4% (v/v) H2SO4) oder unter normaler 

Wasserdampfatmosphäre gehalten. Die Zuchtgefäße wurden einmal täglich heiß ausgespült, 

getrocknet und frische Säure bzw. frisches Wasser hinzugefügt. Beim Manipulieren der Em-

bryonen, Larven und Puppen außerhalb des Brutschranks wurde eine Infrarotlampe eingesetzt 

bzw. im Klimaraum (30°C) gearbeitet, um Temperaturschwankungen zu reduzieren und ein 

Auskühlen der Tiere zu vermeiden. Die Embryonen verblieben während der gesamten Em-

bryogenese auf den Einsteckzellen und wurden erst kurz nach dem Schlupf der Larven auf 

vorgewärmten Futterbrei umgesetzt. Einmal täglich erfolgte die Umsetzung der Larven auf 

frischen, vorgewärmten Futterbrei. Kurz nach der Verpuppung wurden die Tiere auf Zellstoff 

gelegt, der nach Bedarf ausgetauscht wurde. Der Futterbrei enthält Glucose (3.6%), Fructose 

(3.6%), Hefeextrakt (1%) und flüssiges Gelee Royale (52%). Zur Herstellung werden die fe-

sten Bestandteile zermörsert, in Leitungswasser gelöst und das Gelee Royale hinzugefügt. Der 

aliquotierte Futterbrei wird bei -20°C, angebrochene Aliquots bei +4°C gelagert. 

 

2.4.3 Morphologische und histologische Präparationen 

 
Die Präparation der Individuen zur Analyse der geschlechtlichen Differenzierung der Gona-

den erfolgte in den meisten Fällen im L5-Stadium, in Einzelfällen auch im L4-Stadium. Die 

Individuen wurden entweder unmittelbar nach dem Abtöten präpariert oder bis zur Präparati-

on in 70% Ethanol konserviert. Präparation und Fotodokumentation der Gonaden erfolgten 

unter dem Stereomikroskop. Die Präparation wurde in einer Wachsschale unter PBS durchge-

führt, wobei das Tier mit einem dorsomedianen Schnitt eröffnet und die dorsolateral gelege-

nen Gonaden samt anhängiger Gonodukte freigelegt wurden. Zur besseren Unterscheidung 

der rein weißen Strukturen wurde der Situs mit 1% Orcein (Sigma-Aldrich, Steinheim) in 

45% (v/v) Essigsäure angefärbt. 

Die Präparation der Individuen zur Analyse der geschlechtlichen Differenzierung des Somas 

und der Keimzellen erfolgte überwiegend nach der fünften Häutung (Puppe), vereinzelt auch 

nach der sechsten Häutung (Imago). Bei der Puppe wurden drei Stadien unterschieden: P1 

(weiße Augen, weiße Kutikula), P2 (rote Augen, weiße Kutikula) und P3 (dunkle Augen, ge-

bräunte Kutikula). Die Individuen wurden unmittelbar nach dem Abtöten präpariert; Präpara-

tion und Fotodokumentation der äußeren Morphologie und des Gonadenapparats erfolgten 

unter dem Stereomikroskop. Die isolierten Gonaden wurden in 3% Glutaraldehyd in 0.1 M 

 32



                                                                                                                    Material & Methoden 

Natriumcacodylat, pH 7.2, fixiert. Einbettung, Schneiden und Fotodokumentation der fixier-

ten Gonaden erfolgte durch Gerd Hause, Halle. 

Die phänotypischen Analysen der Gonaden, somatischen Geschlechtsmerkmale und Keimzel-

len orientierten sich an Zander (1922), Snodgrass (1956) und Beye et al. (1994). Zur sicheren 

Definition weiblicher und männlicher Gonaden im L5-Stadium wurden einige Kriterien ent-

wickelt, die in Tabelle 2.5 zusammengefasst sind. 

 
Tabelle 2.5. Phänotypische Merkmale weiblicher und männlicher Gonaden im L5-Stadium. L5, Larve vor der 5. 
Häutung. 
 
Merkmal Ovarien Testes 
Größe der Gonade 
(maximale Ausdehnung) 

< 1.5 mm > 3 mm 

Hüllmembran um Gonade mit wenigen Tracheen mit zahlreichen Tracheen 
Bindegewebe zwischen rechter und 
linker Gonade 

obligatorisch 
ab später L5 nur anterior 

fakultativ 
ab später L5 nicht mehr vorhanden 

Länge < 0.5 mm Länge > 1.5 mm 
apikal nicht gebogen apikal gebogen 

Ovarioli/Testioli 

posterior konvergierend median konvergierend 
Ovidukt/Vas deferens posterior inserierend submedian inserierend 

separiert median verschmolzen Ausführbulbi der 
larvalen Gonodukte schlank kräftig 
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2.5 Mikromanipulation von A. mellifera 

 

2.5.1 RNA-Interferenz (RNAi) 

 
Die Repression der SDL-Gene erfolgte über die RNA-Interferenz-Technik (‘RNA interferen-

ce’, RNAi), für deren Anwendung in der Honigbiene bereits einige Daten vorliegen (Beye et 

al. 2002; Beye et al. 2003). RNAi ermöglicht es, ein Gen durch die Injektion der entspre-

chenden doppelsträngigen RNA (dsRNA aus Plus- und Minus-Strang) gezielt auszuschalten 

(Fire et al. 1998; Hannon 2002). Gegen jedes SDL-Gen wurde eine spezifische RNAi-Sonde 

aus dsRNA bzw. siRNA (‘small interfering RNA’) entwickelt (Tab. 2.6) und in weibliche und 

männliche Embryonen injiziert. 

 
Tabelle 2.6. RNAi-Sonden gegen SDL-Gene und RNAi-Kontrollen. Im Fall der dsRNA-Sonden und dsRNA-
Kontrolle sind die Oligonukleotide zur Generierung des dsRNA-Fragments angegeben, wobei die Sequenz des 
an die Oligonukleotide fusionierten T7-Promoters nicht ausgeführt ist. Im Fall der siRNA-Sonden und siRNA-
Kontrollen (*siRNA) ist die vollständige siRNA-Sequenz angegeben. dsRNA, doppelsträngige RNA. siRNA, 
small interfering RNA. 
 
Gen RNAi-Sonde RNAi-Kontrolle 
GB11211 GB11211_dsRNA 

(T7)TTGAAATTGGAACGAATCGAG 
(T7)TTGCTAAGACCTGTTGCTTC 

Q-Marker_dsRNA 
(T7)AGTGCAGCCAGCTACTGAGAG 
(T7)AGTGCAGCCACGTGCCTGAAT 

GB13727 GB13727_dsRNA 
(T7)GCTGGCTTTGATGAAACACTT 
(T7)GCAGTCATTAATGAACGAGATAC 

Q-Marker_dsRNA 
(T7)AGTGCAGCCAGCTACTGAGAG 
(T7)AGTGCAGCCACGTGCCTGAAT 

tra-like_siRNA_1 
GAUUCAAGACAUGAAGACA 

tra-like_*siRNA 
UACAUAGAAGAGAGAUCAC 

tra-like 

tra-like_siRNA_2 
AUGGUUAGACCUUGGGUUC 

– 

csd_siRNA_1 
CGUAUUCGUGAAAUAGAAA 

– csd 

csd_siRNA_2 
CAAUGGGACCUUGGAUUUC 

csd_*siRNA 
GUCAUCCGAGGUGUAUUCA 

GB30480 GB30480_dsRNA 
(T7)GTTTGGTGACTATGGAGAATAGT 
(T7)CAAATACAAGAATAATACACGTTG 

Q-Marker_dsRNA 
(T7)AGTGCAGCCAGCTACTGAGAG 
(T7)AGTGCAGCCACGTGCCTGAAT 

 

Die dsRNA-Sonden und die dsRNA-Kontrolle wurden von Martin Hasselmann, Düsseldorf, 

hergestellt und umfassen 824 bp (GB11211), 335 bp (GB13727), 552 bp (GB30480) und ~650 

bp (Q-Marker). Infolge der Notwendigkeit, tra-like und csd trotz zahlreicher konservierter 

Sequenzbereiche unabhängig voneinander zu reprimieren und gleichzeitig der Alleldiversität 

von csd Rechnung zu tragen, wurden im Falle dieser Gene siRNA-Sonden entwickelt. Die 

siRNA-Sonden und -Kontrollen umfassen jeweils 19 Nukleotide. Pro Gen wurden zwei siR-

NA-Sonden entwickelt, die jeweils im Verhältnis 1:1 gemischt und zusammen injiziert wur-
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den. Pro Gen wurde außerdem unter Anwendung der Software ‘siRNA Sequence Scrambler’ 

(www.genscript.com/tools.html) eine von einer siRNA-Sonde abgeleitete siRNA-Kontrolle 

(*siRNA) entwickelt, beide siRNA-Kontrollen im Verhältnis 1:1 gemischt und zusammen in-

jiziert. Synthese, HPLC-Aufreinigung und Annealing von sense- und antisense-Strang der 

siRNA-Sonden und siRNA-Kontrollen wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, 

durchgeführt. 

Da es nicht sinnvoll war, die Genotypen aller potentiell zum Einsatz kommenden Königinnen 

im Vorfeld zu bestimmen, wurden anhand eines Sequenzalignments, das alle bis dahin be-

kannten csd- und tra-like-Allele enthielt, vier Sequenzabschnitte, worin sich tra-like und csd 

durch Nukleotidaustausche und/oder Deletionen und/oder Insertionen unterscheiden und 

gleichzeitig die csd-Allele konserviert sind, als Zielsequenz für die siRNA-Sonden ausge-

wählt. Die Nukleotiddivergenz der Zielsequenzen von tra-like und csd ist in Tabelle 2.7 am 

Beispiel der Allele dargestellt, die in der F1-Generation der einzelbesamten Königin SIQ88 

segregieren. 
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Tabelle 2.7. Nukleotiddivergenz zwischen tra-like- und csd-Allelen im Bereich der Zielsequenzen der siRNA-
Sonden. Zugrundegelegt ist das Alignment von Abbildung 3.14. Nukleotide in rot geben die Zielsequenz der 
Sonde an. Grüne/gelbe/graue Boxen indizieren identische Nukleotide in 4/3/2 von 4 Allelen. Werte in Klammern 
geben die Divergenz in Prozent an. Das Allel csdZ weist eine Deletion in der Zielsequenz der Sonde csd_siRNA 
_1 auf. 
 
siRNA-Sonde Nukleotidalignment Nukleotiddivergenz 
tra-like_siRNA_1 Position        727             745 

SIQ88 tra-like  GATTCAAGACATGAAGACA 
SIQ88 csd X     ------------------- 
SIQ88 csd Y     ------------------- 
SIQ88 csd Z     ------------------- 

 
19/19 (100) 

Position        1204           1222 
SIQ88 tra-like  ATGGTTAGACCTTGGGTTC 
SIQ88 csd X     ATGGGA---CCTTGGATTT 
SIQ88 csd Y     ATGGGA---CCTTGGATTT 
SIQ88 csd Z     ATGGGA---CCTTGGATTT 

 
7/19 (36.8) 

Alignment ohne Lücken: 
SIQ88 tra-like  ATGGTTAGACCTTGGGTTC 
SIQ88 csd X     ATGGGACCTTGGATTTCAA 
SIQ88 csd Y     ATGGGACCTTGGATTTCAA 
SIQ88 csd Z     ATGGGACCTTGGATTTCAA 

 
15/19 (78.9) 

tra-like_siRNA_2 

Alignment ohne Lücken, revers-komplementär: 
SIQ88 tra-like  GAACCCAAGGTCTAACCAT 
SIQ88 csd Z     AAATCCAAGGTCCCATTGG 
SIQ88 csd Y     AAATCCAAGGTCCCATTGG 
SIQ88 csd Z     AAATCCAAGGTCCCATTGG 

 
8/19 (42.1) 

Position        202             220 
SIQ88 tra-like  CGTGCTCGTGAGAAA---A 
SIQ88 csd X     CGTATTCGTGAAATAGAAA 
SIQ88 csd Y     CGTATTCGTGAAATAGAAA 
SIQ88 csd Z     CGTATTCGTGAAA------ 

 
 

7/19 (36.8) 
7/19 (36.8) 
3/13 (23.1) 

Alignment ohne Lücken: 
SIQ88 tra-like  CGTGCTCGTGAGAAAAAAT 
SIQ88 csd X     CGTATTCGTGAAATAGAAA 
SIQ88 csd Y     CGTATTCGTGAAATAGAAA 
SIQ88 csd Z     CGTATTCGTGAAAAATTAG 

 
 

6/19 (31.6) 
6/19 (31.6) 
3/13 (23.1) 

csd_siRNA_1 

Alignment ohne Lücken, revers-komplementär: 
SIQ88 tra-like  TTTTCTCACGAGCACGTCG 
SIQ88 csd X     TTTCTATTTCACGAATACG 
SIQ88 csd Y     TTTCTATTTCACGAATACG 
SIQ88 csd Z     CTAATTTTTCACGAATACG 

 
 

12/19 (63.2) 
12/19 (63.2) 
9/13 (69.2) 

Position        1199                 1223 
SIQ88 tra-like  CAATAATGGTTAGACCTTGGGTTCC 
SIQ88 csd X     CA---ATGGGA---CCTTGGATTTC 
SIQ88 csd Y     CA---ATGGGA---CCTTGGATTTC 
SIQ88 csd Z     CA---ATGGGA---CCTTGGATTTC 

 
 

10/25 (40.0) 
10/25 (40.0) 
10/25 (40.0) 

Alignment ohne Lücken: 
SIQ88 tra-like  CAATAATGGTTAGACCTTG 
SIQ88 csd X     CAATGGGACCTTGGATTTC 
SIQ88 csd Y     CAATGGGACCTTGGATTTC 
SIQ88 csd Z     CAATGGGACCTTGGATTTC 

 
 

11/19 (57.9) 
11/19 (57.9) 
11/19 (57.9) 

csd_siRNA_2 

Alignment ohne Lücken, revers-komplementär: 
SIQ88 tra-like  GGAACCCAAGGTCTAACCA 
SIQ88 csd X     GAAATCCAAGGTCCCATTG 
SIQ88 csd Y     GAAATCCAAGGTCCCATTG 
SIQ88 csd Z     GAAATCCAAGGTCCCATTG 

 
 

7/19 (36.8) 
7/19 (36.8) 
7/19 (36.8) 
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2.5.2 Mikroinjektion 

 
Die RNAi-Sonden und RNAi-Kontrollen wurden in weibliche und männliche Embryonen im 

Alter von 0-3 h injiziert; in diesem Zeitfenster liegt der Embryo als Prä-Blastula vor, deren 

syncytiale Struktur die Dispersion der injizierten dsRNA/siRNA begünstigt. Die Injektion der 

Embryonen erfolgte in feuchtwarmer Atmosphäre (Infrarotlampe bzw. 30°C-Klimaraum) 

unter dem Stereomikroskop. Die Glaskanüle war an einen Druckluftinjektionsapparat (Femto-

Jet, Eppendorf, Hamburg) angeschlossen und wurde mittels eines Mikromanipulators (Singer 

Instruments, UK) manipuliert. Bei einem Innendurchmesser der Kanülenspitze von 0.5 µm, 

einer Injektionszeit von 0.1 s und einem Injektionsdruck von 400 hPa betrug das Injektionsvo-

lumen in allen Fällen 400 pl. 

Die Stamm- und Injektionskonzentration der dsRNA-Sonden und dsRNA-Kontrolle betrug 3-

5 pg/pl. In diploide Embryonen (weiblicher bzw. homozygot-männlicher Genotyp) wurden 

durchschnittlich 1600 pg je Embryo injiziert, in haploide Embryonen (hemizygot-männlicher 

Genotyp) durchschnittlich 1200 pg je Embryo. Die Stammkonzentration der siRNA-Sonden 

und siRNA-Kontrolle betrug 4 pg/pl. Die bei konstantem Injektionsvolumen effektive Injekti-

onskonzentration der siRNA-Kombinationen wurde für weibliche und männliche Embryonen 

experimentell bestimmt (Tab. 2.8). 

 
Tabelle 2.8. Übersicht über Molarität, Konzentration und Menge der siRNA-Sonden (weiß) und siRNA-Kontrol-
le (grau), die in embryonale weibliche und männliche Genotypen injiziert wurden. E, Embryo. 
 

Molarität Konzentration Menge Genotyp siRNA-Sonde/ 
siRNA-Kontrolle µM fmol/pl pg/pl fmol/E pg/E weiblich männlich 

9.375 0.009375 0.125 3.75 50 + + 
18.75 0.01875 0.25 7.5 100 + + 
37.5 0.0375 0.5 15 200 + – 

75 0.075 1 30 400 + – 

tra-like_siRNA_1 
tra-like_siRNA_2 

150 0.15 2 60 800 + – 
9.375 0.009375 0.125 3.75 50 – – 
18.75 0.01875 0.25 7.5 100 + + 
37.5 0.0375 0.5 15 200 + + 

75 0.075 1 30 400 + – 

csd_siRNA_1 
csd_siRNA_2 

150 0.15 2 60 800 + – 
9.375 0.009375 0.125 3.75 50 – – 
18.75 0.01875 0.25 7.5 100 – + 
37.5 0.0375 0.5 15 200 – – 

75 0.075 1 30 400 + + 

tra-like_*siRNA 
csd_*siRNA 

150 0.15 2 60 800 + – 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Isolierung der Genomsequenz des Geschlechtsbestimmungslokus (SDL) 

 
Weibliche Tiere sind heterozygot am SDL. Die Isolierung der genomischen Sequenz des SDL 

erfolgte im Zusammenhang mit der Kartierung des SDL anhand von Markern, die den SDL 

flankieren (Hasselmann & Beye 2006). Die Marker R und MKFHi-52 sind in 1000 Weibchen 

einer Kartierungspopulation heterozygot und liegen damit im SDL. Der Bereich zwischen 

diesen Markern umfasst inklusive Markerfragmente 36263 bp und wird im folgenden als Ge-

schlechtsbestimmungslokus sensu strictu (SDL s.s.) bezeichnet (Abb. 3.1). Die Marker B und 

GF3FMHi sind in 5 bzw. 4 von 1000 Weibchen homozygot und damit nicht im SDL lokali-

siert. Der Bereich zwischen B und R umfasst 4586 bp und ist potentieller SDL-Bereich; das-

selbe gilt für den 7013 bp umfassenden Bereich zwischen MKFHi-52 und GF3FMHi. Der um 

die potentiellen SDL-Bereiche erweiterte SDL umfasst 47862 bp und wird im folgenden als 

Geschlechtsbestimmungslokus sensu lato (SDL s.l.) bezeichnet (Abb. 3.1). 

 

3.1.1 csd und tra-like sind paraloge Gene 

 
Verschiedene bekannte Allele des Gens complementary sex determiner (csd) wurden einer 

BLAST-Analyse gegen die WGS-Sequenz (‘whole genome shotgun’) der Honigbiene unter-

worfen und die korrespondierenden Sequenzen anhand überlappender Bereiche zusammenge-

setzt (assembliert). Die assemblierte Sequenz wurde erneut gegen die WGS-Sequenz geblastet 

und die korrespondierenden Sequenzen in wiederholten Abfolgen von Montage und BLAST-

Analyse sukzessive zusammengesetzt. Dabei wurde ein bisher als Allel von csd bewertetes 

Transkript knapp 12 kb distal von csd assembliert und damit als eigenständiges Gen identifi-

ziert (Abb. 3.1). Infolge der hohen Ähnlichkeit zu csd (vgl. Abschnitt 3.3) stellt dieses Gen 

vermutlich ein Schwestergen von csd dar und wird im folgenden als transformer-like (tra-

like) bezeichnet. 
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Abbildung 3.1. Genomstruktur des Geschlechtsbestimmungslokus (Sex Determination Locus, SDL), schematische Darstellung. Der SDL befindet sich auf dem dritten Chro-
mosom und ist durch genetische Marker eingegrenzt, die mit dem SDL kosegregieren und deren genetische Distanz zum SDL anhand einer Kartierungspopulation von 1000 
Weibchen festgestellt wurde. Die Marker R und MKFHi-52 sind in 1000 Weibchen heterozygot, während die Marker B und GF3FMHi in 5 bzw. 4 Weibchen homozygot 
sind, was einer genetischen Distanz von 0.5 bzw. 0.4 cM zum SDL entspricht. Der SDL sensu strictu (s.s.) liegt zwischen den Markern R und MKFHi-52 und umfasst rund 36 
kb. Über die Homo-/Heterozygotie der Bereiche zwischen den Markern R und B und MKFHi-52 und GF3FMHi kann keine Aussage getroffen werden. Der um diese Bereiche 
erweiterte SDL umfasst knapp 48 kb und wird SDL sensu lato (s.l.) genannt. Im SDL s.s. liegen drei Gene: GB13727 (3559 bp), transformer-like (tra-like, 7543 bp) und com-
plementary sex determiner (csd, 9232 bp). Der SDL s.l. umfasst zusätzlich die Gene GB11211 (5121 bp) und GB30480 (1447 bp). Bis auf GB13727 liegen alle SDL-Gene auf 
dem Plus-Strang. 
 
 

homozygote ♀ (von 1000 ♀) 

genetische Distanz zum SDL (cM) 

Marker 

4 

0.4 

GF3FMHi 

0 

0.0 

MKFHi-52 

0 

0.0 

R 

5 

0.5 

B 

SDL s.s.   36263  bp 

 s.l.   47862  bp 

GB11211  tra-like GB13727

 

SDL
 

GB30480  csd

5 kb 
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3.1.2 Der SDL von A. mellifera enthält fünf Gene 

 
Die tra-like-Sequenz wurde einer BLAST-Analyse gegen die WGS-Sequenz unterworfen und 

die korrespondierenden Sequenzen in wiederholten Abfolgen von Montage und erneuter 

BLAST-Analyse sukzessive zusammengesetzt. Putative Gene der SDL-Region wurden unter 

Verwendung einer Genprognose-Software ermittelt, signifikante Sequenzen durch RT-PCR in 

weiblichen und männlichen Embryonen verifiziert und die Enden der Transkripte durch 5’/3’-

RACE ergänzt. Basierend auf den Sequenzdaten von WGS-Montage, RT-PCR und 5’/3’-

RACE wurde die genomische Sequenz der SDL-Region vollständig isoliert (Abb. 6.1). 

Der SDL s.s. enthält neben csd und tra-like das Gen GB13727, das sich 1616 bp distal von 

tra-like auf dem Minus-Strang befindet (Abb. 3.1). Der SDL s.l. enthält neben csd, tra-like 

und GB13727 zusätzlich die Gene GB11211 am 5’-Ende und GB30480 am 3’-Ende. Das Gen 

GB13727 ist als einziges der fünf SDL-Gene auf dem Minus-Strang lokalisiert. Die Sequenz 

des vollständig isolierten SDL s.l. ist im Anhang aufgeführt. 

 

3.1.2.1  GB11211

 
Das 5’-Ende des Gens GB11211 (Abb 3.2/A) wurde nicht vollständig isoliert. Die bekannte 

Sequenz umfasst auf genomischer Ebene 5121 bp und enthält vier Exons, die insgesamt 3345 

bp aufweisen und einen Anteil von 65.3% an der genomischen Sequenz von GB11211 haben. 

Die 3’UTR umfasst 566 bp. Der putative ORF (‘open reading frame’, durchgehendes Le-

seraster) von GB11211 besteht aus 2778 bp bzw. 926 Aminosäuren und weist im vorderen 

Drittel eine 38 Aminosäuren umfassende asparaginreiche Region auf. In der TBLASTN-Ana-

lyse des putativen Proteins von GB11211 zeigten die terminalen Bereiche signifikante Ähn-

lichkeit zu einem vorhergesagten Protein von Tribolium castaneum (N-Terminus: E=1.2-15, C-

Terminus E=5.1-19) und in schwächerer Ausprägung zu einem Protein von Anopheles gambiae 

(N-Terminus: E=2.9-6). Die TBLASTX-Analyse der Nukleotidsequenz von GB11211 ergab 

keine signifikante Ähnlichkeit zu anderen Proteinen als in der TBLASTN-Analyse. Die Funk-

tion der Proteine mit signifikant ähnlichen Abschnitten zu GB11211 ist nicht bekannt. 
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3.1.2.2  GB13727

 
Zwischen dem 3’-Ende von GB11211 auf dem Plus-Strang und dem 3’-Ende von GB13727 

auf dem Minus-Strang liegen 357 bp. Das Gen GB13727 (Abb. 3.2/B) umfasst auf genomi-

scher Ebene 3559 bp und enthält neun Exons mit insgesamt 1288 bp. Der Exon-Anteil an der 

genomischen Sequenz von GB13727 entspricht 36.2%. Die 5’UTR umfasst 295 bp, die 

3’UTR wurde nicht isoliert. Der putative ORF von GB13727 besteht aus 993 bp bzw. 331 

Aminosäuren und weist keine Domänen auf. Die TBLASTN-Analyse des putativen Proteins 

von GB13727 ergab eine signifikante Ähnlichkeit zu einem Protein von D. melanogaster 

(E=2.3-50), einem Protein von A. gambiae (E=2-40) und einem vorhergesagten Protein von T. 

castaneum (E=1.9-36). Die TBLASTX-Analyse der Nukleotidsequenz von GB3727 ergab kei-

ne signifikante Ähnlichkeit zu anderen Proteinen als in der TBLASTN-Analyse. Die Funktion 

der Proteine mit signifikant ähnlichen Abschnitten zu GB13727 ist nicht bekannt. 

 

3.1.2.3  transformer-like (tra-like) 

 
Zwischen dem 5’-Ende von GB13727 auf dem Minus-Strang und dem 5’-Ende von tra-like 

auf dem Plus-Strang liegen 1616 bp. Das Gen transformer-like (Abb. 3.2 C) umfasst auf ge-

nomischer Ebene 7543 bp. Die Analyse der Transkripte in weiblichen und männlichen Em-

bryonen ergab geschlechtsspezifische Unterschiede (vgl. Abschnitt 3.3). Das männliche Tran-

skript enthält zwölf Exons, die insgesamt 2836 bp aufweisen und einen Anteil von 37.6% an 

der genomischen Sequenz von tra-like haben. Die 5’UTR umfasst 133 bp, die 3’UTR 2190 

bp. Der putative ORF von tra-likeM besteht infolge eines Stop-Kodons in Exon 3 aus 510 bp 

bzw. 170 Aminosäuren, die eine N-terminale RS-Domäne aufweisen. Das weibliche Tran-

skript enthält zehn Exons, die insgesamt 1533 bp aufweisen und einen Anteil von 20.3% an 

der genomischen Sequenz von tra-like haben. Die 5’UTR umfasst 133 bp, die 3’UTR 194 bp. 

Der putative ORF von tra-likeF besteht aus 1203 bp bzw. 401 Aminosäuren, die zwei RS-

Domänen und eine C-terminale prolinreiche Region aufweisen. Im Fall von tra-like ergaben 

weder die TBLASTN-Analyse des putativen Proteins noch die TBLASTX-Analyse der Nu-

kleotidsequenz eine signifikante Ähnlichkeit zu Proteinen anderer Organismen. 
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3.1.2.4  complementary sex determiner (csd) 

 
Zwischen dem 3’-Ende von tra-like und dem 5’-Ende von csd liegen 11929 bp, die zahlreiche 

repetitive Sequenzen aufweisen. Das Gen complementary sex determiner (Abb. 3.2/D) um-

fasst auf genomischer Ebene 9232 bp und enthält neun Exons mit insgesamt 1533 bp, was 

einem Anteil von 16.6% an der genomischen Sequenz von csd entspricht. Die Analyse der 

Transkripte in weiblichen und männlichen Embryonen ergab keine geschlechtsspezifischen 

Unterschiede (vgl. Abschnitt 3.3). Die 5’UTR umfasst 150 bp, die 3’UTR 126 bp. Der putati-

ve ORF von csd besteht aus 1257 bp bzw. 419 Aminosäuren und ist damit um etwa 20 Ami-

nosäuren länger als der putative ORF von tra-likeF, was hauptsächlich auf die hypervariable 

Region (HVR) zurückzuführen ist. Neben der HVR, die in der Hauptsache aus einem repetiti-

ven NY-Motiv besteht, weist das putative Protein von csd zwei RS-Domänen und eine C-

terminale prolinreiche Region auf. Auch im Fall von csd ergaben weder die TBLASTN-

Analyse des putativen Proteins noch die TBLASTX-Analyse der Nukleotidsequenz eine si-

gnifikante Ähnlichkeiten zu Proteinen anderer Organismen. 

 

3.1.2.5  GB30480 

 
Zwischen dem 3’-Ende von csd und dem 5’-Ende von GB30480 liegen 4229 bp. Das 5’-Ende 

des Gens GB30480 (Abb 3.2/E) ist möglicherweise nicht vollständig isoliert. Die bekannte 

Sequenz umfasst auf genomischer Ebene 1447 bp und enthält 2 Exons, die insgesamt 599 bp 

umfassen und einen Anteil von 41.4% an der genomischen Sequenz von GB30480 haben. Die 

5’UTR wurde nicht isoliert, die 3’UTR umfasst 330 bp. Der putative ORF besteht aus 269 bp 

bzw. 89 Aminosäuren und weist keine Domänen auf. Im Fall von GB30480 ergaben weder 

die TBLASTN-Analyse des putativen Proteins noch die TBLASTX-Analyse der Nukleotid-

sequenz eine signifikante Ähnlichkeit zu Proteinen anderer Organismen. 

 42



                                                                                                                                                                                                                       Ergebnisse 

Abbildung 3.2. Genomische Organisation der SDL-Gene, schematische Darstellung. Die vollständigen Transkripte wurden durch eine Kombination aus RT-PCR und 5’/3’-
RACE isoliert. Der 5’-Terminus befindet sich in allen Darstellungen auf der linken Seite. Exone sind durch Boxen, Introne durch Linien dargestellt. Gefüllte Boxen repräsen-
tieren kodierende Sequenzen, leere Boxen nicht-translatierte Regionen (UTR). 
A. Das Gen GB11211 besteht aus 4 Exonen und umfasst einen ORF von 2778 bp. Das 5’-Ende wurde nicht vollständig isoliert. B. Das Gen GB13727 besteht aus 9 Exonen 
und umfasst einen ORF von 993 bp. Die 3’UTR wurde nicht isoliert. C. Die weibliche Spleißvariante des Gens transformer-like (tra-like) besteht aus 10 Exonen und umfasst 
einen ORF von 1206 bp. D. Die männliche Spleißvariante von tra-like tritt als mutmaßliche default-Spleißvariante auch in weiblichen Genotypen auf und besteht aus 12 Ex-
onen. Der ORF umfasst infolge eines Stop-Kodons in Exon 3 nur 510 bp. E. Das G ementary sex determiner (csd) besteht aus 9 Exonen und umfasst einen ORF von 
1257 bp. F. Das Gen GB30480 besteht aus 2 Exonen und umfasst einen ORF von as 5’-Ende wurde nicht vollständig isoliert. ORF, open reading frame (durchge-
hendes Leseraster). 
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3.2 Repression der SDL-Gene durch RNA-Interferenz (RNAi) 

 
Die potentiell geschlechtsbestimmende Funktion der SDL-Gene wurde durch die embryonale 

Repression ihrer Transkripte durch RNA-Interferenz (RNAi) überprüft. Gegen jedes Gen in 

der SDL-Region wurde eine spezifische dsRNA- bzw. siRNA-Sonde entwickelt und in weib-

liche und männliche Embryonen injiziert. Effekte infolge der künstlichen Aufzucht der Em-

bryonen wurden anhand nicht-injizierter weiblicher und männlicher Embryonen kontrolliert. 

Effekte der dsRNA-Sonden wurden durch die Injektion einer dsRNA-Kontrolle gegen den Q-

Marker, der keine Exonsequenz darstellt, überprüft. Effekte der siRNA-Sonden wurden durch 

die Injektion von siRNA-Kontrollen getestet, deren Sequenzen gegenüber den siRNA-Sonden 

zufällig vertauscht wurden und nicht funktionell sind. Zur Abschätzung der Effekte von 

künstlicher Aufzucht und Injektion wurden Schlupf- und Überlebensraten nicht-injizierter und 

injizierter weiblicher und männlicher Genotypen bestimmt. 

Als Schlupfrate wurde der prozentuale Anteil der Embryonen, die das L1-Stadium (Larve vor 

der ersten Häutung) erreichen, definiert. Überlebensrate A bezeichnet den prozentualen Anteil 

der Embryonen, die das L2-Stadium (Larve vor der zweiten Häutung) erreichen. Überlebens-

rate B bestimmt den prozentualen Anteil der Embryonen, die mindestens das L5-Stadium 

(Larve vor der fünften Häutung, Vorpuppe) erreichen. Die Schlupfrate der injizierten weibli-

chen Embryonen war mit 45.7% gegenüber den nicht-injizierten Embryonen mit 82.5% um 

etwa die Hälfte reduziert. Die Schlupfrate der injizierten hemizygot-männlichen Embryonen 

war mit 26% gegenüber den nicht-injizierten Embryonen mit 52.3% ebenfalls um etwa die 

Hälfte reduziert (Tab. 3.1 und Abb. 6.2, Schlupfrate). Diese Tendenz setzt sich in den Überle-

bensraten fort. Die Überlebensrate A (B) der injizierten weiblichen Embryonen war mit 34% 

(27.5%) gegenüber den nicht-injizierten Embryonen mit 79.6% (47.4%) um gut (knapp) die 

Hälfte reduziert. Die Überlebensrate A (B) der injizierten hemizygot-männlichen Embryonen 

war mit 18.8% (6.6%) gegenüber den nicht-injizierten Embryonen mit 38.6% (15.9%) eben-

falls um gut die Hälfte reduziert (Tab. 3.1 und Abb. 6.2, Überlebensrate A und B). 

Im Falle der siRNA wurden 50 bis 800 pg/Embryo injiziert. Generell verringerte sich mit zu-

nehmender Menge injizierter siRNA in beiden Geschlechtern sowohl die Schlupf- als auch 

die Überlebensrate (Tab. 3.1 und Abb. 6.3). Die Injektion von mehr als 50 pg/Embryo der tra-

like siRNA-Sonden verursachte im Vergleich zu anderen siRNA-Sonden und siRNA-Kontrol-

len in beiden Geschlechtern eine deutlich reduzierte Schlupf- und Überlebensrate. Die Ursa-

che dieser vergleichsweise starken und nicht geschlechtsspezifischen Effekte der tra-like 

siRNA-Sonden wurde nicht ermittelt. Denkbar wäre ein spezifischer Effekt auf tra-like, der 
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lethal ist. In diesem Fall hätte tra-like eine vitale Funktion in der Ontogenese des Embryos. 

Alternativ könnte es sich um einen unspezifischen Effekt handeln, der neben tra-like andere 

Gene beeinflusst und möglicherweise ein Apoptose-Programm initiiert. 

 
Tabelle 3.1. Absolute Anzahl und Schlupf-/Überlebensraten weiblicher und hemizygot-männlicher Embryonen 
nach Injektion von RNAi-Sonden (weiß) bzw. RNAi-Kontrollen (grau), und von nicht-injizierten weiblichen und 
hemizygot-männlichen Embryonen (grau). Werte in Klammern geben die Schlupf- bzw. Überlebensraten in 
Prozent an. RNAi, RNA-Interferenz. E, Embryo. L1/L2/L5, Larve vor der 1./2./5. Häutung. P, Puppe. 
 
Genotyp RNAi-Sonde/ 

RNAi-Kontrolle/ 
Kontrolle 

pg/E E L1
(Schlupfrate) 

L2 
(Überlebens-

rate A) 

L5-P
(Überlebens-

rate B) 
GB11211_dsRNA 1600 135 74 (54.8) 68 (50.4) 52 (38.5) 
GB13727_dsRNA 1600 226 61 (27.0) 46 (20.4) 38 (16.8) 

50 336 201 (59.8) 172 (51.2) 150 (44.6) 
100 209 107 (51.2) 52 (24.9) 37 (17.7) 
200 40 27 (67.5) 2 (5.0) 1 (2.5) 
400 76 36 (47.4) 4 (5.3) 4 (5.3) 

tra-like_siRNA_1 
tra-like_siRNA_2 

800 110 17 (15.5) 5 (4.5) 5 (4.5) 
100 116 76 (65.5) 65 (56.0) 52 (44.8) 
200 91 44 (48.4) 37 (40.7) 23 (25.3) 
400 118 74 (62.7) 64 (54.2) 59 (50.0) 

csd_siRNA_1 
csd_siRNA_2 

800 195 82 (42.1) 75 (38.5) 53 (27.2) 
GB30480_dsRNA 1600 206 44 (21.4) 36 (17.5) 31 (15.0) 
Q-Marker_dsRNA 1600 87 25 (28.7) 23 (26.4) 17 (19.5) 

400 133 80 (60.2) 64 (48.1) 56 (42.1) tra-like_*siRNA 
csd_*siRNA 800 60 28 (46.7) 13 (21.7) 11 (18.3) 

weiblich 

keine Injektion – 675 557 (82.5)  537 (79.6) 320 (47.4) 
GB11211_dsRNA 1200 137 49 (35.8) 32 (23.4) 10 (7.3) 
GB13727_dsRNA 1200 126 25 (19.8) 24 (19.0) 9 (7.1) 

50 487 151 (31.0) 107 (22.0) 42 (8.6) tra-like_siRNA_1 
tra-like_siRNA_2 100 413 67 (16.2) 31 (7.5) 6 (1.5) 

100 480 118 (24.6) 99 (20.6) 41 (8.5) csd_siRNA_1 
csd_siRNA_2 200 62 6 (9.7) 6 (9.7) 0 (0) 
GB30480_dsRNA 1200 121 39 (32.2) 33 (27.3) 12 (9.9) 

100 148 52 (35.1) 35 (23.6) 11 (7.4) tra-like_*siRNA 
csd_*siRNA 400 361 99 (27.4) 73 (20.2) 22 (6.1) 

hemizygot- 
männlich 

keine Injektion – 44 23 (52.3) 17 (38.6) 7 (15.9) 
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3.2.1 tra-like und csd sind für die weibliche Differenzierung der Gonaden essentiell 

 
Der Effekt der Repression der SDL-Gene durch RNA-Interferenz auf die geschlechtliche Dif-

ferenzierung der weiblichen und männlichen Embryonen wurde zunächst anhand des sexuel-

len Phänotyps der Gonaden im L5-Stadium analysiert. Als Kontrolle für den weiblichen Phä-

notyp der Gonaden dienten nicht-injizierte weibliche L5-Larven, als Kontrolle für den männ-

lichen Phänotyp der Gonaden dienten nicht-injizierte hemizygot-männliche und nicht-injizier-

te homozygot-männliche L5-Larven. 

 

3.2.1.1  Repression von GB11211 

 
Die Repression von GB11211 durch Injektion einer dsRNA-Sonde hatte in 52 weiblichen und 

10 hemizygot-männlichen Embryonen keinen Einfluss auf die geschlechtliche Differenzie-

rung der Gonaden (Tab. 3.2). Die GB11211-reprimierten weiblichen Embryonen entwickelten 

Ovarien (Abb. 3.3/A), vergleichbar den nicht-injizierten weiblichen Embryonen (Abb. 3.6/C). 

Die GB11211-reprimierten hemizygot-männlichen Embryonen entwickelten Testes (Abb. 

3.3/D), vergleichbar den nicht-injizierten hemizygot-männlichen Embryonen (Abb. 3.6/E). 

 

3.2.1.2  Repression von GB13727 

 
Die Repression von GB13727 durch Injektion einer dsRNA-Sonde hatte in 35 weiblichen und 

9 hemizygot-männlichen Embryonen keinen Einfluss auf die geschlechtliche Differenzierung 

der Gonaden (Tab. 3.2). Die GB13727-reprimierten weiblichen Embryonen entwickelten 

Ovarien (Abb. 3.3/B), vergleichbar den nicht-injizierten weiblichen Embryonen (Abb. 3.6/C). 

Die GB13727-reprimierten hemizygot-männlichen Embryonen entwickelten Testes (Abb. 

3.3/E), vergleichbar den nicht-injizierten hemizygot-männlichen Embryonen (Abb. 3.6/E). 

 

3.2.1.3  Repression von tra-like 

 
Die Repression von tra-like durch Injektion von zwei siRNA-Sonden hatte in 75.6% der 

weiblichen Embryonen eine eindeutig männliche Differenzierung der Gonaden zur Folge 

(Tab. 3.2). Die Gonaden der tra-like-reprimierten weiblichen L5-Larven wiesen alle in Tabel-

le 2.5 aufgelisteten phänotypischen Merkmale von Testes auf: Testioli und submedian inserie-
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rende Vasa deferentii, die in kräftige, median verschmolzene Ausführbulbi münden (Abb. 

3.4/A). Die Testioli füllten die Hüllmembran der Testes allerdings nicht vollständig aus und 

erschienen im Vergleich zu den nicht-injizierten homozygot-männlichen L5-Larven (Abb. 

3.6/F) sowohl in der Anzahl reduziert als auch in der Länge verkürzt (Abb. 3.4/A’). In 24.4% 

der injizierten weiblichen Embryonen entwickelten sich Ovarien (Abb. 3.4/B-B’). Dieser rela-

tiv hohe Wert könnte sich auf die bereits erwähnten unspezifischen bzw. lethalen Effekte der 

tra-like siRNA-Sonden zurückführen lassen, in deren Folge bei Injektionen von 200-800 

pg/Embryo bevorzugt diejenigen Individuen überleben, bei denen Injektion oder RNAi fehl-

geschlagen ist. Die Injektion von nur 50 pg/Embryo könnte dagegen bereits eine verringerte 

Penetranz besitzen und dadurch gleichfalls ein überdurchschnittliches Fehlschlagen der RNAi 

erzeugen. Berücksichtigt man nur diejenigen weiblichen Embryonen, in die 100 pg/Embryo 

siRNA injiziert wurden, entwickelten sich in 96.3% der Embryonen Testes und in 3.7% der 

Embryonen Ovarien. 

In 48 hemizygot-männlichen Embryonen hatte die Repression von tra-like durch Injektion 

von zwei siRNA-Sonden keinen Einfluss auf die geschlechtliche Differenzierung der Gona-

den (Tab. 3.2). Die tra-like-reprimierten hemizygot-männlichen Embryonen entwickelten Te-

stes (Abb. 3.4/C), vergleichbar den nicht-injizierten hemizygot-männlichen Embryonen (Abb. 

3.6/E). 

 

3.2.1.4  Repression von csd 

 
Die Repression von csd durch Injektion von zwei siRNA-Sonden hatte in 99.4% der weibli-

chen Embryonen eine eindeutig männliche Differenzierung der Gonaden zur Folge (Tab. 3.2). 

Die Gonaden der csd-reprimierten weiblichen L5-Larven wiesen alle in Tabelle 2.5 aufgeli-

steten phänotypischen Merkmale von Testes auf: Testioli und submedian inserierenden Vasa 

deferentii, die in kräftige, median verschmolzene Ausführbulbi münden (Abb. 3.5/A-B). Die 

Testioli füllten die Hüllmembran der Testes nahezu vollständig aus und erschienen weder in 

der Anzahl reduziert noch in der Länge verkürzt (Abb. 3.5/A’-B’), vergleichbar den nicht-

injizierten homozygot-männlichen L5-Larven (Abb. 3.6/F). In 0.6% der injizierten weiblichen 

Embryonen entwickelten sich Ovarien, was auf ein Fehlschlagen der Injektion oder der RNAi 

zurückzuführen sein dürfte. 

In 41 hemizygot-männlichen Embryonen hatte die Repression von csd durch Injektion von 

zwei siRNA-Sonden keinen Einfluss auf die geschlechtliche Differenzierung der Gonaden 

(Tab. 3.2). Die csd-reprimierten hemizygot-männlichen Embryonen entwickelten Testes 

 47



                                                                                                                                     Ergebnisse 

(Abb. 3.5/C), vergleichbar den nicht-injizierten hemizygot-männlichen Embryonen (Abb. 

3.6/E). 

 

3.2.1.5  Repression von GB30480 

 
Die Repression von GB30480 durch Injektion einer dsRNA-Sonde hatte in 26 weiblichen und 

12 hemizygot-männlichen Embryonen keinen Einfluss auf die geschlechtliche Differenzie-

rung der Gonaden (Tab. 3.2). Die GB30480-reprimierten weiblichen Embryonen entwickelten 

Ovarien (Abb. 3.3/C), vergleichbar den nicht-injizierten weiblichen Embryonen (Abb. 3.6/C). 

Die GB30480-reprimierten hemizygot-männlichen Embryonen entwickelten Testes (Abb. 

3.3/F), vergleichbar den nicht-injizierten hemizygot-männlichen Embryonen (Abb. 3.6/E). 

 

3.2.1.6  Kontrollexperimente 

 
Die Injektion einer dsRNA-Kontrolle hatte in 17 weiblichen Embryonen keinen Einfluss auf 

die geschlechtliche Differenzierung der Gonaden (Tab. 3.2). Die mit einer dsRNA-Kontrolle 

injizierten weiblichen Embryonen entwickelten Ovarien (Abb. 3.6/A), vergleichbar den nicht-

injizierten weiblichen Embryonen (Abb. 3.6/C). Auf die Injektion einer dsRNA-Kontrolle in 

hemizygot-männliche Embryonen wurde verzichtet. 

Die Injektion von zwei siRNA-Kontrollen hatte in 63 weiblichen und 33 hemizygot-männli-

chen Embryonen keinen Einfluss auf die geschlechtliche Differenzierung der Gonaden (Tab. 

3.2). Die mit zwei siRNA-Kontrollen injizierten weiblichen Embryonen entwickelten Ovarien 

(Abb. 3.6/B), vergleichbar den nicht-injizierten weiblichen Embryonen (Abb. 3.6/C). Die mit 

zwei siRNA-Kontrollen injizierten hemizygot-männlichen Embryonen entwickelten Testes 

(Abb. 3.6/D), vergleichbar den nicht-injizierten hemizygot-männlichen Embryonen (Abb. 

3.6/E). 

Als nicht-injizierte Kontrolltiere dienten 52 weibliche, 25 homozygot-männliche und 7 hemi-

zygot-männliche L5-Larven (Tab. 3.2). Die nicht-injizierten weiblichen Embryonen entwik-

kelten Ovarien (Abb. 3.6/C), die nicht-injizierten männlichen Embryonen entwickelten Testes 

(Abb. 3.6/E-F). Die Testes der nicht-injizierten hemizygot-männlichen Larven (Abb. 3.6/E) 

erschienen mit ihren in mehreren Lagen gefalteten Testioli deutlich kräftiger als die Testes der 

nicht-injizierten homozygot-männlichen Larven (Abb. 3.6/F). Auch die mit RNAi-Sonden 

und RNAi-Kontrollen injizierten hemizygot-männlichen Embryonen entwickelten kompakte 

Testes mit mehrfach geschichteten Testioli (Abb. 3.3/D-F, 3.4/C, 3.5/C, 3.6/D). 
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Tabelle 3.2. Gonadenentwicklung in weiblichen und hemizygot-männlichen Embryonen nach Repression einzel-
ner SDL-Gene durch RNA-Interferenz (RNAi). Die entsprechenden Kontrollen (nicht-injizierte Embryonen und 
Embryonen, in die dsRNA/siRNA-Kontrollen injiziert wurden) sind in grau unterlegten Zellen aufgeführt. Werte 
in Klammern geben den prozentualen Anteil der Individuen mit den jeweiligen Gonaden an. E, Embryo. L5, 
Larve vor der 5. Häutung. 
 
Genotyp Gen RNAi-Sonde/ 

RNAi-Kontrolle/ 
Kontrolle 

pg/E L5 Ovarien Testes 

GB11211 GB11211_dsRNA 1600 52 52 (100) 0 (0) 
GB13727 GB13727_dsRNA 1600 35 35 (100) 0 (0) 

50 120 32 (26.7) 88 (73.3) 
100 27 1 (3.7) 26 (96.3) 
200 1 0 (0) 1 (100) 
400 4 2 (50.0) 2 (50.0) 

tra-like tra-like_siRNA_1 
tra-like_siRNA_2 

800 4 3 (75.0) 1 (25.0) 
100 42 1 (2.4) 41 (97.6) 
200 12 0 (0) 12 (100) 
400 59 0 (0) 59 (100) 

csd csd_siRNA_1 
csd_siRNA_2 

800 52 0 (0) 52 (100) 
GB30480 GB30480_dsRNA 1600 26 26 (100) 0 (0) 
Kontrolle Q-Marker_dsRNA 1600 17 17 (100) 0 (0) 

400 52 52 (100) 0 (0) Kontrolle tra-like_*siRNA 
csd_*siRNA 800 11 11 (100) 0 (0) 

weiblich 

Kontrolle keine Injektion – 52 52 (100) 0 (0) 
homozygot- 
männlich 

Kontrolle keine Injektion – 25 0 (0) 25 (100) 

GB11211 GB11211_dsRNA 1200 10 0 (0) 10 (100) 
GB13727 GB13727_dsRNA 1200 9 0 (0) 9 (100) 

50 42 0 (0) 42 (100) tra-like tra-like_siRNA_1 
tra-like_siRNA_2 100 6 0 (0) 6 (100) 

csd csd_siRNA_1 
csd_siRNA_2 

100 41 0 (0) 41 (100) 

GB30480 GB30480_dsRNA 1200 12 0 (0) 12 (100) 
Kontrolle Q-Marker_dsRNA 1200 0 0 (0) 0 (0) 

100 11 0 (0) 11 (100) Kontrolle tra-like_*siRNA 
csd_*siRNA 400 22 0 (0) 22 (100) 

hemizygot- 
männlich 

Kontrolle keine Injektion – 7 0 (0) 7 (100) 
 

Die in der Gonadenanalyse erzielten Ergebnisse zeigen, dass die embryonale Repression der 

Transkripte von tra-like und csd die weibliche Differenzierung der Gonaden unterbindet. Die 

Transkripte von tra-like und csd sind für die weibliche Differenzierung der Gonaden essenti-

ell und in der Embryogenese weiblicher Genotypen aktiv. Umgekehrt werden die embryona-

len Transkripte von tra-like und csd für die männliche Differenzierung der Gonaden nicht 

benötigt. Die übrigen Gene des SDL scheinen im Embryonalstadium weder für die weibliche 

noch für die männliche Differenzierung der Gonaden von Bedeutung zu sein. 
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Abbildung 3.3. Effekt der embryonalen Repression von GB11211, GB13727 und GB30480 auf die geschlechtli-
che Differenzierung der Gonaden. Pro Embryo wurden 1600/1200 (A-C/D-F) pg dsRNA injiziert. Die Gonaden 
wurden aus L5-Larven präpariert und mit Orcein angefärbt. Index des Individuums unten rechts. Balken = 1 mm. 
A-C. Ovarien von L5-Larven mit weiblichem Genotyp nach embryonaler Repression von GB11211 (A), 
GB13727 (B) und GB30480 (C). Die Ovarien zeigen fadenförmige Ovarioli (vgl. Linienverlauf) und posterior 
inserierende Ovidukte (Pfeilköpfe), die in separierte, schlanke Ausführbulbi münden. D-F. Testes von L5-Lar-
ven mit hemizygot-männlichem Genotyp nach embryonaler Repression von GB11211 (D), GB13727 (E) und 
GB30480 (F). Die Testes weisen fadenförmige Testioli (vgl. Linienverlauf) und submedian inserierende Vasa 
deferentii (Pfeilköpfe) auf, die in median verschmolzene, kräftige Ausführbulbi münden (nicht dargestellt). 
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Abbildung 3.4. Effekt der embryonalen Repression von tra-like auf die geschlechtliche Differenzierung der Go-
naden. Pro Embryo wurden 100/400/50 (A/B/C) pg siRNA injiziert. Die Gonaden wurden aus L5-Larven präpa-
riert und mit Orcein angefärbt. A’/B’ zeigen die Gonaden von A/B mit entfernter Hüllmembran. Index des Indi-
viduums unten rechts. Balken = 1 mm. 
A. Testes einer L5-Larve mit weiblichem Genotyp. Die Testes weisen fadenförmige Testioli (vgl. Linienverlauf) 
und submedian inserierende Vasa deferentii (Pfeilköpfe) auf, die in median verschmolzene, kräftige Ausführbul-
bi münden. B. Ovarien einer L5-Larve mit weiblichem Genotyp. Die Ovarien zeigen fadenförmige Ovarioli (vgl. 
Linienverlauf) und posterior inserierende Ovidukte (Pfeilköpfe), die in separierte, schlanke Ausführbulbi mün-
den. C. Testes einer L5-Larve mit hemizygot-männlichem Genotyp. Beschreibung vgl. A. Die Ausführbulbi der 
Vasa deferentii sind nicht dargestellt. 
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Abbildung 3.5. Effekt der embryonalen Repression von csd auf die geschlechtliche Differenzierung der Gona-
den. Pro Embryo wurden 800/100 (A/B-C) pg siRNA injiziert. Die Gonaden wurden aus L5-Larven präpariert 
und mit Orcein angefärbt. A’/B’ zeigen die Gonaden von A/B mit entfernter Hüllmembran. Index des Indivi-
duums unten rechts. Balken = 1 mm. 
A. Testes einer L5-Larve mit weiblichem Genotyp. Die Testes weisen fadenförmige Testioli (vgl. Linienverlauf) 
und submedian inserierende Vasa deferentii (Pfeilköpfe) auf, die in median verschmolzene, kräftige Ausführbul-
bi münden (nur in A’ dargestellt). B. Testes einer L5-Larve mit weiblichem Genotyp. Beschreibung vgl. A. Die 
Ausführbulbi der Vasa deferentii sind nicht dargestellt. C. Testes einer L5-Larve mit hemizygot-männlichem 
Genotyp. Beschreibung vgl. A. Die Ausführbulbi der Vasa deferentii sind nicht dargestellt. 
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Abbildung 3.6. Geschlechtliche Differenzierung der Gonaden nach embryonaler Injektion von RNAi-Kontrollen 
und von nicht-injizierten Embryonen. Im Falle der RNAi-Kontrollen wurden pro Embryo 1600 pg dsRNA bzw. 
400 pg siRNA injiziert. Die Gonaden wurden aus L5-Larven präpariert und mit Orcein angefärbt. Index des Indi-
viduums unten rechts. Balken = 1 mm. 
A-B. Ovarien von L5-Larven mit weiblichem Genotyp nach embryonaler Injektion einer dsRNA-Kontrolle (A) 
und siRNA-Kontrolle (B). Die Ovarien zeigen fadenförmige Ovarioli (vgl. Linienverlauf) und posterior inserie-
rende Ovidukte (Pfeilköpfe), die in separierte, schlanke Ausführbulbi münden (in A nicht dargestellt). C. Ovari-
en einer nicht-injizierten L5-Larve mit weiblichem Genotyp. Beschreibung vgl. A-B. Die Ausführbulbi der Ovi-
dukte sind nicht dargestellt. D. Testes einer L5-Larve mit hemizygot-männlichem Genotyp nach embryonaler 
Injektion einer siRNA-Kontrolle. Die Testes weisen fadenförmige, mehrfach gewundene Testioli (vgl. Linien-
verlauf) und submedian inserierende Vasa deferentii (Pfeilköpfe) auf, die in median verschmolzene, kräftige 
Ausführbulbi münden (nicht dargestellt). E-F. Testes nicht-injizierter L5-Larven mit hemizygot-männlichem (E) 
und homozygot-männlichem (F) Genotyp. Beschreibung vgl. D. 
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3.2.2 tra-like und csd sind für die weibliche Differenzierung von Soma und Keimzellen 

essentiell 

 
Das Gonadengewebe besteht aus Zellen der somatischen Zelllinie und der Keimbahn, deren 

Abkömmlinge die Keimzellen sind. Die vorhergehende Analyse belegt die Bedeutung von 

tra-like und csd für die weibliche Differenzierung der Gonaden, unterscheidet jedoch nicht 

zwischen den Zellen der somatischen Zelllinie und der Keimbahn. Die folgende Analyse 

nimmt diese Unterscheidung vor und soll klären, ob tra-like und csd die weibliche Differen-

zierung von Soma und Keimzellen verursachen. Zu diesem Zweck wurden die Transkripte 

von tra-like und csd durch RNA-Interferenz reprimiert und die geschlechtliche Differenzie-

rung der weiblichen und männlichen Embryonen anhand des sexuellen Phänotyps von Soma, 

Gonadenapparat und Keimzellen im Puppenstadium analysiert. Als Kontrolle für den weibli-

chen Phänotyp von Soma, Gonadenapparat und Keimzellen dienten nicht-injizierte weibliche 

Puppen, als Kontrolle für den männlichen Phänotyp von Soma, Gonadenapparat und Keim-

zellen dienten nicht-injizierte hemizygot-männliche und nicht-injizierte homozygot-männli-

che Puppen. 

 

3.2.2.1  Repression von tra-like 

 
Die Repression von tra-like durch Injektion von zwei siRNA-Sonden bewirkte in 17 weibli-

chen Embryonen eine eindeutig männliche Differenzierung von Soma, Gonadenapparat und 

Keimzellen (Tab. 3.3). Die tra-like-reprimierten weiblichen Puppen wiesen einen Kopf mit 

rundem Umriss, median angenäherten Komplexaugen und 13 Antennengliedern sowie eine 3. 

Extremität ohne Vorrichtungen für das Pollensammeln auf (Abb. 3.7/A-C), vergleichbar den 

nicht-injizierten hemizygot-männlichen Puppen (Abb. 3.8/D-F). Der Gonadenapparat der tra-

like-reprimierten weiblichen Puppen umfasste paarige Testes mit spiraligen Vasa deferentii, 

keulenförmige Glandulae mucosae (Schleimdrüsen) und einen unpaaren Ductus ejaculatorius 

(Spritzkanal) mit blasig erweitertem Begattungsbulbus (Abb. 3.9/A), vergleichbar den nicht-

injizierten hemizygot-männlichen Puppen (Abb. 3.10/D). Allerdings wiesen die Testes der 

tra-like-reprimierten weiblichen Puppen deutlich weniger und kürzere Testioli auf als die Te-

stes der nicht-injizierten hemizygot-männlichen Puppen. Die Testioli der tra-like-reprimierten 

weiblichen Puppen enthielten Spermatocyten, die in charakteristischen Spermatocysten orga-

nisiert waren und je nach Alter und Anzahl der erfolgten Mitosen eine kegelförmige, kugel-
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förmige oder langgestreckte Gestalt zeigten (Abb. 3.9/B-C), vergleichbar den nicht-injizierten 

hemizygot-männlichen Puppen (Abb. 3.10/E-F). 

In 9 homozygot-männlichen Embryonen hatte die Repression von tra-like durch Injektion von 

zwei siRNA-Sonden keinen Einfluss auf die geschlechtliche Differenzierung von Soma, Go-

nadenapparat und Keimzellen (Tab. 3.3). Die tra-like-reprimierten homozygot-männlichen 

Puppen wiesen einen Kopf mit rundem Umriss, median angenäherten Komplexaugen und 13 

Antennengliedern sowie eine 3. Extremität ohne Vorrichtungen für das Pollensammeln auf 

(Abb. 3.7/D-F), vergleichbar den nicht-injizierten hemizygot-männlichen Puppen (Abb. 3.8/ 

D-F). Der Gonadenapparat der tra-like-reprimierten homozygot-männlichen Puppen umfasste 

paarige Testes mit spiraligen Vasa deferentii, keulenförmige Glandulae mucosae und einen 

unpaaren Ductus ejaculatorius mit blasig erweitertem Begattungsbulbus (Abb. 3.9/D), ver-

gleichbar den nicht-injizierten hemizygot-männlichen Puppen (Abb. 3.10/D). Die Testes der 

tra-like-reprimierten homozygot-männlichen Puppen erschienen einerseits kleiner als die Te-

stes der nicht-injizierten hemizygot-männlichen Puppen, andererseits aber deutlich größer als 

die Testes der tra-like-reprimierten weiblichen Puppen (Abb. 3.9/A). Die Testioli der tra-like-

reprimierten homozygot-männlichen Puppen enthielten Spermatocyten, die in Spermatocysten 

organisiert waren und nach mehreren Mitosen eine langgestreckte Gestalt zeigten (Abb. 3.9/ 

E-F), vergleichbar den nicht-injizierten hemizygot-männlichen Puppen (Abb. 3.10/E-F). 

 

3.2.2.2  Repression von csd 

 
Die Repression von csd durch Injektion von zwei siRNA-Sonden bewirkte in 7 weiblichen 

Embryonen eine eindeutig männliche Differenzierung von Soma, Gonadenapparat und Keim-

zellen (Tab. 3.3). Die csd-reprimierten weiblichen Puppen wiesen einen Kopf mit rundem 

Umriss, median angenäherten Komplexaugen und 13 Antennengliedern sowie eine 3. Extre-

mität ohne Vorrichtungen für das Pollensammeln auf (Abb. 3.11/A-C), vergleichbar den 

nicht-injizierten hemizygot-männlichen Puppen (Abb. 3.8/D-F). Der Gonadenapparat der csd-

reprimierten weiblichen Puppen umfasste paarige Testes mit spiraligen Vasa deferentii, keu-

lenförmige Glandulae mucosae und einen unpaaren Ductus ejaculatorius mit blasig erweiter-

tem Begattungsbulbus (Abb. 3.12/A), vergleichbar den nicht-injizierten hemizygot-männli-

chen Puppen (Abb. 3.10/D). Die Testes der csd-reprimierten weiblichen Puppen erschienen 

einerseits kleiner als die Testes der nicht-injizierten hemizygot-männlichen Puppen, anderer-

seits aber größer als die Testes der tra-like-reprimierten weiblichen Puppen (Abb. 3.9/A). Die 

Testioli der csd-reprimierten weiblichen Puppen zeigten in Spermatocysten gruppierte Sper-
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matocyten, die je nach Alter und Anzahl der erfolgten Mitosen eine kugelförmige oder lang-

gestreckte Gestalt zeigten (Abb. 3.12/B-D), vergleichbar den nicht-injizierten hemizygot-

männlichen Puppen (Abb. 3.10/E-F). 

In 2 homozygot-männlichen Embryonen hatte die Repression von csd durch Injektion von 

zwei siRNA-Sonden keinen Einfluss auf die geschlechtliche Differenzierung von Soma, Go-

nadenapparat und Keimzellen (Tab. 3.3). Die csd-reprimierten homozygot-männlichen Pup-

pen wiesen einen Kopf mit rundem Umriss, median angenäherten Komplexaugen und 13 An-

tennengliedern sowie eine 3. Extremität ohne Vorrichtungen für das Pollensammeln auf (Abb. 

3.11/D-F), vergleichbar den nicht-injizierten hemizygot-männlichen Puppen (Abb. 3.8/D-F). 

Der Gonadenapparat der csd-reprimierten homozygot-männlichen Puppen umfasste paarige 

Testes mit spiraligen Vasa deferentii, keulenförmige Glandulae mucosae und einen unpaaren 

Ductus ejaculatorius mit blasig erweitertem Begattungsbulbus, vergleichbar den nicht-inji-

zierten hemizygot-männlichen Puppen (Abb. 3.10/D). Die Testioli der csd-reprimierten ho-

mozygot-männlichen Puppen enthielten Spermatocyten, die in Spermatocysten organisiert 

waren und nach einigen Mitosen eine langgestreckte Gestalt zeigten, vergleichbar den nicht-

injizierten hemizygot-männlichen Puppen (Abb. 3.10/E-F). 

 

3.2.2.3  Kontrollexperimente 

 
8 nicht-injizierte weibliche Embryonen entwickelten ein weibliches Soma, einen weiblichen 

Gonadenapparat und weibliche Keimzellen (Tab. 3.3). Die nicht-injizierten weiblichen Pup-

pen besaßen einen Kopf mit dreieckigem Umriss, median isolierten Komplexaugen und 12 

Antennengliedern sowie eine an das Pollensammeln adaptierte 3. Extremität mit Pollenkamm, 

Depstum (Pollenkneter) und Corbiculum (Körbchen) an Tibia und 1. Tarsus (Abb. 3.8/A-C). 

Der Gonadenapparat der nicht-injizierten weiblichen Puppen umfasste paarige Ovarien mit je 

3-4 Ovarioli, basalen Ovarialbecken, zylinderförmige Ovidukte und eine unpaare Vagina 

(Abb. 3.10/A). Die Ovarioli der nicht-injizierten weiblichen Puppen enthielten kugelige 

Keimzellen, die nicht in der Art von Spermatocysten gruppiert und zum Zeitpunkt der Analy-

se noch nicht in Ei- und Nährzellen differenziert waren (Abb. 3.10/B-C). 

12 nicht-injizierte homozygot-männliche und 6 nicht-injizierte hemizygot-männliche Em-

bryonen entwickelten ein männliches Soma, einen männlichen Gonadenapparat und männli-

che Keimzellen (Tab. 3.3). Die nicht-injizierten hemizygot-männlichen Puppen besaßen einen 

Kopf mit rundem Umriss, median angenäherten Komplexaugen und 13 Antennengliedern 

sowie eine 3. Extremität ohne Vorrichtungen für das Pollensammeln (Abb. 3.8/D-F). Der Go-
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nadenapparat der nicht-injizierten hemizygot-männlichen Puppen umfasste paarige Testes mit 

spiraligen Vasa deferentii, keulenförmige Glandulae mucosae und einen unpaaren Ductus 

ejaculatorius mit blasig erweitertem Begattungsbulbus (Abb. 3.10/D). Die Testioli der nicht-

injizierten hemizygot-männlichen Puppen enthielten Spermatocyten, die in Spermatocysten 

organisiert waren und nach vielfachen Mitosen eine langgestreckte Gestalt zeigten (Abb. 

3.10/E-F). 

 
Tabelle 3.3. Sexuelle Ausprägung ausgewählter somatischer Merkmale in weiblichen und männlichen Puppen 
nach embryonaler Repression von tra-like und csd durch RNA-Interferenz und in nicht-injizierten weiblichen 
und männlichen Puppen (grau). E, Embryo. P3, Puppe im 3. Puppenstadium. 
 

Komplex-
augen 

Antennen-
glieder 

3. Extremität Genotyp Gen RNAi-Sonde/ 
Kontrolle 

pg/E P3 

♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ 
tra-like tra-like_siRNA_1 

tra-like_siRNA_2 
50 17 0 17 0 17 0 17 

csd csd_siRNA_1 
csd_siRNA_2 

100 7 0 7 0 7 0 7 

weiblich 

Kontrolle keine Injektion 
 

– 8 8 0 8 0 6 0 

tra-like tra-like_siRNA_1 
tra-like_siRNA_2 

50 9 0 9 0 8 0 9 

csd csd_siRNA_1 
csd_siRNA_2 

100 2 0 2 0 2 0 2 

homozygot- 
männlich 

Kontrolle keine Injektion 
 

– 12 0 12 0 12 0 12 

hemizygot- 
männlich 

Kontrolle keine Injektion – 6 0 6 0 6 0 6 

 

Die in der Gonadenanalyse erzielten Ergebnisse zeigen, dass die embryonale Repression der 

Transkripte von tra-like und csd die weibliche Differenzierung von Soma, Gonadenapparat 

und Keimzellen unterbindet. Die Transkripte von tra-like und csd sind für die weibliche Dif-

ferenzierung von Soma, Gonadenapparat und Keimzellen essentiell und in der Embryogenese 

weiblicher Genotypen aktiv. Umgekehrt werden die Transkripte von tra-like und csd im Em-

bryonalstadium für die männliche Differenzierung von Soma, Gonadenapparat und Keimzel-

len nicht benötigt. 
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Abbildung 3.7. Effekt der embryonalen Repression von tra-like auf die geschlechtliche Differenzierung des 
Somas. Pro Embryo wurden 50 pg siRNA gegen tra-like injiziert. Die Merkmalsanalyse erfolgte im dritten Pup-
penstadium (P3). Index des Individuums unten rechts. Balken = 1 mm. 
A. Männlich differenzierter Kopf einer Puppe mit weiblichem Genotyp. Der Kopf besitzt einen runden Umriss, 
median angenäherte Komplexaugen und Antennen aus 13 Segmenten (vgl. Linienverlauf). B-C. Männlich diffe-
renzierte 3. Extremität desselben Tieres, Ansicht von dorsal (B) und ventral (C). Tibia und 1. Tarsus weisen 
keine Vorrichtungen für das Pollensammeln auf. D. Männlich differenzierter Kopf einer Puppe mit homozygot-
männlichem Genotyp. Beschreibung vgl. A. E-F. Männlich differenzierte 3. Extremität desselben Tieres, An-
sicht von dorsal (E) und ventral (F). Beschreibung vgl. B-C. 
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Abbildung 3.8. Geschlechtliche Differenzierung des Somas von nicht-injizierten Embryonen. Die Merkmalsana-
lyse erfolgte im dritten Puppenstadium (P3). Index des Individuums unten rechts. Balken = 1 mm. 
A. Weiblich differenzierter Kopf einer Puppe mit weiblichem Genotyp. Der Kopf besitzt einen dreieckigen Um-
riss, median isolierte Komplexaugen (Pfeilspitzen) und Antennen aus 12 Segmenten (vgl. Linienverlauf). B-C. 
Weiblich differenzierte 3. Extremität desselben Tieres, Ansicht von dorsal (B) und ventral (C). Tibia und 1. 
Tarsus weisen Vorrichtungen für das Pollensammeln auf: Pollenkamm, Depstum und Corbiculum. D. Männlich 
differenzierter Kopf einer Puppe mit hemizygot-männlichem Genotyp. Der Kopf besitzt einen runden Umriss, 
median angenäherte Komplexaugen (Pfeilspitze) und Antennen aus 13 Segmenten (vgl. Linienverlauf). E-F. 
Männlich differenzierte 3. Extremität desselben Tieres, Ansicht von dorsal (E) und ventral (F). Tibia und 1. 
Tarsus weisen keine Vorrichtungen für das Pollensammeln auf. 
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Abbildung 3.9. Effekt der embryonalen Repression von tra-like auf die geschlechtliche Differenzierung des 
Gonadenapparats und der Keimzellen. Pro Embryo wurden 50 pg siRNA gegen tra-like injiziert. Die Merkmals-
analyse erfolgte im dritten Puppenstadium (P3). Index des Individuums unten rechts. Weiße Balken = 1 mm. 
Schwarze Balken = 10 µm. 
A. Männlich differenzierter Gonadenapparat einer Puppe mit weiblichem Genotyp. Der Gonadenapparat weist 
paarige Testes mit fadenförmigen Testioli (vgl. Linienverlauf), spiralig gewundene Vasa deferentii, keulenför-
mige Glandulae mucosae und einen unpaaren Ductus ejaculatorius mit stark erweitertem Begattungsbulbus auf. 
B-C. Männlich differenzierte Keimzellen von Puppen mit weiblichem Genotyp. Ausgewählte Testioli sind 
schwarz, ausgewählte Spermatocysten punktiert umrandet. B. Querschnitt durch Testioli. Junge Spermatocyten 
(rot) besitzen eine kegelförmige Gestalt und sind rosettenartig um das Zentrum der Spematocyste angeordnet. 
Ältere Spermatocyten kugeln sich ab (grün), bleiben jedoch im Verband der Spermatocyste. C. Querschnitt 
durch Testioli. Die in den Spermatocysten enthaltenen kugelförmigen Spermatocyten (grün) vervielfachen ihre 
Anzahl durch mitotische Teilungen. D. Männlich differenzierter Gonadenapparat einer Puppe mit homozygot-
männlichem Genotyp. Beschreibung vgl. A. E-F. Männlich differenzierte Keimzellen von Puppen mit homozy-
got-männlichem Genotyp. Querschnitt durch Testioli. Beschreibung vgl. B-C. 
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Abbildung 3.10. Geschlechtliche Differenzierung des Gonadenapparats und der Keimzellen von nicht-injizierten 
Embryonen. Die Merkmalsanalyse erfolgte im dritten Puppenstadium (P3). Index des Individuums unten rechts. 
Weiße Balken = 1 mm. Schwarze Balken = 10 µm. 
A. Weiblich differenzierter Gonadenapparat einer Puppe mit weiblichem Genotyp. Der Gonadenapparat weist 
paarige Ovarien mit je 3-4 Ovarioli (Pfeile) auf, die in das Ovarialbecken münden; das Ovarialbecken ist von 
dem angrenzenden Ovidukt durch eine Scheidewand getrennt (Pfeilspitze). Die Ovidukte vereinigen sich basal in 
die Vagina. B-C. Weiblich differenzierte Keimzellen von Puppen mit weiblichem Genotyp. Ausgewählte Ova-
rioli sind schwarz umrandet. B. Längsschnitt durch Ovarioli. Junge weibliche Keimzellen (rot) sind quer zur 
Längsrichtung des Eischlauchs angeordnet und liegen dachziegelartig übereinander. C. Querschnitt durch Ova-
rioli. Ältere Keimzellen (grün) kugeln sich ab, sind jedoch noch nicht in Ei- und Nährzellen differenziert. D. 
Männlich differenzierter Gonadenapparat einer Puppe mit hemizygot-männlichem Genotyp. Der Gonadenappa-
rat weist paarige Testes mit fadenförmigen Testioli (vgl. Linienverlauf), spiralig gewundene Vasa deferentii, 
keulenförmige Glandulae mucosae und einen unpaaren Ductus ejaculatorius mit stark erweitertem Begattungs-
bulbus auf. E-F. Männlich differenzierte Keimzellen von Puppen mit hemizygot-männlichem Genotyp. Testioli 
sind schwarz, ausgewählte Spermatocysten punktiert umrandet. Querschnitt durch Testioli. Die in den Spermato-
cysten enthaltenen Spermatocyten vervielfachen ihre Anzahl durch mitotische Teilungen. 
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Abbildung 3.11. Effekt der embryonalen Repression von csd auf die geschlechtliche Differenzierung des Somas. 
Pro Embryo wurden 100 pg siRNA gegen csd injiziert. Die Merkmalsanalyse erfolgte im dritten Puppenstadium 
(P3). Index des Individuums unten rechts. Balken = 1 mm. 
A. Männlich differenzierter Kopf einer Puppe mit weiblichem Genotyp. Der Kopf besitzt einen runden Umriss, 
median angenäherte Komplexaugen (Pfeilspitze) und Antennen aus 13 Segmenten (vgl. Linienverlauf). B-C. 
Männlich differenzierte 3. Extremität desselben Tieres, Ansicht von dorsal (B) und ventral (C). Tibia und 1. 
Tarsus weisen keine Vorrichtungen für das Pollensammeln auf. D. Männlich differenzierter Kopf einer Puppe 
mit homozygot-männlichem Genotyp. Beschreibung vgl. A. E-F. Männlich differenzierte 3. Extremität dessel-
ben Tieres, Ansicht von dorsal (E) und ventral (F). Beschreibung vgl. B-C. 
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Abbildung 3.12. Effekt der embryonalen Repression von csd auf die geschlechtliche Differenzierung des Gona-
denapparats und der Keimzellen. Pro Embryo wurden 100 pg siRNA gegen csd injiziert. Die Merkmalsanalyse 
erfolgte im dritten Puppenstadium (P3). Index des Individuums unten rechts. Weiße Balken = 1 mm. Schwarze 
Balken = 10 µm. 
A. Männlich differenzierter Gonadenapparat einer Puppe mit weiblichem Genotyp. Der Gonadenapparat weist 
paarige Testes mit fadenförmigen Testioli (vgl. Linienverlauf), spiralig gewundene Vasa deferentii, keulenför-
mige Glandulae mucosae und einen unpaaren Ductus ejaculatorius mit stark erweitertem Begattungsbulbus auf. 
B-C. Männlich differenzierte Keimzellen von Puppen mit weiblichem Genotyp. Ausgwählte Testioli sind 
schwarz, ausgewählte Spermatocysten punktiert umrandet. B. Längsschnitt durch Testioli. Die Spermatocysten 
enthalten kugelförmige Spermatocyten (grün). C. Querschnitt durch Testioli. Die in den Spermatocysten enthal-
tenen Spermatocyten vervielfachen ihre Anzahl durch mitotische Teilungen. 
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3.3 Kodierung der geschlechtsspezifischen Information von tra-like und csd auf der 

Ebene von Transkription und Translation 

 
Die in den funktionellen Analysen nachgewiesene aktive Funktion der Gene tra-like und csd 

in der weiblichen Regulationskaskade der Honigbiene warf die Frage auf, auf welche Weise 

die geschlechtsspezifische Information in diesen Genen kodiert ist. Im Zuge der Isolierung 

der genomischen Sequenz des SDL wurden zunächst verschiedene Transkripte von tra-like 

und csd in einer Kombination von RT-PCR und 5’/3’-RACE in nicht-verwandten weiblichen 

und männlichen Embryonen isoliert (vgl. Abschnitt 3.1). Da das Modell der allelischen Kom-

plementierung unterschiedliche funktionelle Allele in weiblichen Individuen prognostiziert, 

wurden in einem zweiten Ansatz alle in den weiblichen Individuen einer Kreuzung segregie-

renden Transkripte von tra-like und csd über den gesamten ORF isoliert. In diesem Ansatz 

erfolgte die Isolierung in einer Kombination von cDNA-PCR mit multiplen Oligonukleotiden, 

Restriktionsanalyse und 5’/3’-RACE. 

 

3.3.1 tra-like weist geschlechtsspezifische Spleißvarianten auf 

 
Aus cDNA von weiblichen Embryonen amplifizierten die für die 5’/3’-RACE-Analysen ent-

wickelten Oligonukleotide ‘Race_typeII_fw1’ und ‘Race_typeII_rv1’ ein Fragment, das etwa 

1000 bp umfasst und den größten Teil des putativen ORFs von tra-like darstellt. Aus cDNA 

von männlichen Embryonen konnte unter Verwendung derselben Oligonukleotide ein 1000 

bp-Fragment und zusätzlich Fragmente zwischen 1700 und 2000 bp amplifiziert werden, die 

alternativ gespleißte Transkripte darstellen und neben einem verlängerten Exon 3 zusätzlich 

die männlichen Exons 4 und 5 umfassen (vgl. Abb. 3.2/C-D). Das 1000 bp-Fragment der 

weiblichen cDNA entstand durch Annealen des 5’-Oligonukleotids an Exon 2 und entspricht 

nicht dem 1000 bp-Fragment der männlichen cDNA, das durch Annealen des 5’-

Oligonukleotids an Exon 4 entstand. Die Sequenzen von Exon 2 und Exon 4 sind sich mit 

einer Nukleotididentität von 93.1% sehr ähnlich, dasselbe gilt mit einer Nukleotididentität 

von 94.8% für die Sequenzen von Exon 3 und Exon 5. Dieser Befund könnte ein Hinweis 

darauf sein, dass diese Exonpaare durch Duplikation entstanden sind. 

Die weibliche Spleißvariante ohne die männlichen Exons 4 und 5 wurde unter Verwendung 

eines 5’-Oligonukleotids, das unter bestimmten Voraussetzungen nur an Exon 3 und nicht an 

Exon 5 bindet, nachgewiesen. Die Oligonukleotide ‘TypeII-W2’ und ‘Race_typeII_rv2’ am-

plifizierten aus cDNA von männlichen Embryonen ein 1600 bp-Fragment und aus cDNA von 
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weiblichen Embryonen ein 1600 bp-Fragment und zusätzlich ein 300 bp-Fragment (Abb. 

3.13). Das Auftreten des 1600 bp-Fragments in beiden Geschlechtern deutet darauf hin, dass 

das männliche Transkript die voreingestellte Spleißvariante darstellt, während das Spleißen 

im weiblichen Modus einen zusätzlichen Faktor erfordert. 

Ein isoliertes männliches Transkript von tra-like umfasst 2836 bp und ist infolge des ver-

längerten Exons 3 und der zusätzlichen Exons 4 und 5 um 1303 bp länger als ein isoliertes 

weibliches Transkript mit 1533 bp. Infolge eines Stop-Kodons in Exon 3 umfasst der putative 

ORF des männlichen Transkripts jedoch nur 510 bp, während der putative ORF des weib-

lichen Transkripts mit 1203 bp mehr als doppelt so lang ist. Der putative ORF des männlichen 

Transkripts kodiert für ein Protein, das 170 Aminosäuren umfasst und ein prognostiziertes 

Molekulargewicht von 20265 Dalton aufweist. 

 
Abbildung 3.13. Geschlechtsspezifische Spleißvarianten von tra-like. Aus cDNA von weiblichen Embryonen 
wurde ein 300 bp- und ein 1600 bp-Fragment amplifiziert (2), während aus cDNA von männlichen Embryonen 
unter Verwendung desselben Oligonukleotidpaars lediglich das 1600 bp-Fragment amplifiziert werden konnte 
(3). Das 300 bp-Fragment ist ein Teil des weiblichen Transkripts und nur in weiblichen Embryonen nachweisbar. 
Das 1600 bp-Fragment ist ein Teil des männlichen Transkripts und in beiden Geschlechtern nachweisbar. M, 
Größenstandard in Basenpaaren (1). 
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3.3.2 csd weist allelische Varianten in einer Kreuzung auf 

 
In weiblichen L3-Larven einer Kreuzung der Königin SIQ88 mit einem nicht-verwandten 

Drohn wurden die vollständigen Transkripte von einem tra-like-Allel und drei csd-Allelen 

(csdX, csdY, csdZ) isoliert (Abb. 3.14 und 3.15). Der putative ORF des tra-like-Transkripts 

umfasst 1209 bp und kodiert für ein Protein, das 403 Aminosäuren umfasst und ein prognosti-

ziertes Molekulargewicht von 48690 Dalton besitzt. Der putative ORF des csd-Transkripts 

umfasst je nach Allel 1257, 1221 und 1269 bp und kodiert für ein Protein, das je nach Allel 

419, 407 und 423 Aminosäuren umfasst und ein prognostiziertes Molekulargewicht von je 

nach Allel 50511, 48969 und 51113 Dalton besitzt. 

Das tra-like-Allel wies bei paarweiser Distanzkalkulation unter vollständiger Deletion der 

Lücken im Alignment eine Aminosäureidentität von durchschnittlich 75.4% mit den csd-

Allelen auf (Tab. 3.4). Unter Berücksichtigung der Lücken im Alignment wies das tra-like-

Allel eine lückenintegrierte Aminosäureidentität von durchschnittlich 65.5% mit den csd-

Allelen auf (Tab. 3.4). Diese hohe Ähnlichkeit zwischen den Transkripten von tra-like und 

csd weist darauf hin, dass diese Gene durch Duplikation entstanden sein könnten. 

Die csd-Allele wiesen bei paarweiser Distanzkalkulation unter vollständiger Deletion der 

Lücken im Alignment eine Aminosäureidentität von durchschnittlich 96.6% auf (Tab. 3.4). 

Unter Berücksichtigung der Lücken im Alignment wiesen die csd-Allele eine lückenintegrier-

te Aminosäureidentität von durchschnittlich 92.6% (Tab. 3.4). Im Bereich der hypervariablen 

Region (HVR) ist die lückenintegrierte Aminosäureidentität der csd-Allele auf durchschnitt-

lich 64.9% reduziert (Tab. 3.4). Umgekehrt entspricht dieser Wert einer Divergenz von durch-

schnittlich 35.1% zwischen den in einer Kreuzung segregierenden csd-Allelen. 

 
Tabelle 3.4. Prozentuale Aminosäureidentität des vollständigen ORF und der hypervariablen Region (HVR) von 
tra-like- und csd-Allelen, die in einer Kreuzung segregieren. Der ORF von tra-like bezieht sich auf das weibliche 
Transkript. Die paarweise Distanzkalkulation basiert auf dem Aminosäurealignment von Abbildung 3.14. Weiße 
Zellen geben die Aminosäureidentität für den vollständigen ORF, graue Zellen die Aminosäureidentität für die 
hypervariable Region (HVR) an. Werte in Klammern geben die lückenintegrierte Aminosäureidentität an. ORF, 
durchgehendes Leseraster. 
 

SIQ88 TRA-LIKEF SIQ88 CSDX SIQ88 CSDYProzentuale  
Aminosäureidentität ORF HVR ORF HVR ORF HVR 
SIQ88 TRA-LIKEF       
SIQ88 CSDX 76.1 (65.6) –     
SIQ88 CSDY 76.1 (68.2) – 99.0 (94.6) 100 (51.4)   
SIQ88 CSDZ 74.0 (62.7) – 95.3 (92.5) 100 (83.8) 95.5 (90.6) 100 (59.5) 
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Abbildung 3.14. Transkripte von tra-like und csd. Nukleotidalignment der putativen ORF-Region von einem tra-like- und drei csd-Allelen (csdX, csdY, csdZ), die in weiblichen 
L3-Larven einer Kreuzung segregieren. Die Allele wurden in einem kombinierten Ansatz aus cDNA-PCR mit multiplen Oligonukleotiden, Restriktionsanalyse und 5’/3’-
RACE isoliert und jedes Allel aus den Sequenzen von mindestens sechs cDNA-Klonen assembliert. Das Alignment zeigt das weibliche Transkript von tra-like mit 10 Exonen. 
Zahlen über dem Alignment geben die Exon-Exon-Grenzen an, wobei sich der obere Wert auf tra-like und der untere Wert auf csd bezieht. Bindestriche markieren Lücken, die 
zur Maximierung der Allelhomologie eingefügt wurden. Grüne/gelbe/graue Boxen indizieren identische Nukleotide in 4/3/2 von 4 Allelen. 
 
 
SIQ88 tra-like F    1 ATGAAACGGAATACAACAAATCATTCGCATCATGATGAGAGATTTAGACAATCACGCAGTGAAGATAGCGAAACTGGTCTGCGTTCAAGAACACAAGAAGAACGATTACGACGTAGACG  119 
SIQ88 csd X         1 ATGAAACGAAATATATCAAGTTATTCACATCACGATGAGAAATTTAAACAATTACGAAATGAAGATAGCGAAATTGATTTGCCTTCAAGAACAAAAGAAGAACGATTACAACATAGACG  119 
SIQ88 csd Y         1 ATGAAACGAAATATATCAAGTTATTCACATCACGATGAGAAATTTAAACAATTACGAAATGAAGATAGCGAAATTGATTTGCGTTCAAGAACAAAAGAAGAACGATTACAACATAGACG  119 
SIQ88 csd Z         1 ATGAAACGAAATATATCAAGTTATTCACATCACGATGAGAAATTTAAACAATTACGGAATGAAGATAACGAAATTGATCTGCGTTCAAGAACAAAAGAAGAACGATTACAACATAGATG  119 
 
 
SIQ88 tra-like F  120 CGAA---TGGATGATACAACAAGAACGGGAACGAGAACACGAAAGATTGAAGAAAAAAATGATTTTAGAATACGAATTACGACGTGCTCGTGAGAAA---AAATTA---TCGAAAAGAA  229 
SIQ88 csd X       120 TGAAGCATGGTTGATACAACAAGAACGCGAACGAGAACATCAAAGATTGATGAAAAAAATGATTTTAGAATATGAATTACGACGTATTCGTGAAATAGAAAAATTAGGATCGGAAAGAA  238 
SIQ88 csd Y       120 TGAAGCATGGTTGATACAACAAGAACGCGAACGAGAACATCAAAGATTGATGAAAAAAATGATTTTAGAATATGAATTACGACGTATTCGTGAAATAGAAAAATTAGGATCGGAAAGAA  238 
SIQ88 csd Z       120 CGAAGCGTGGTTGATACAACAAGAACGCGAACGAGAACATCAAAGATTGATGAAAAAAATGATTTTAGAATATGAATTACGACGTATTCGTGAA------AAATTAGGATCGGAAAGAA  232 
                                                                                                       2/3 
                                                                                                       2/3 
SIQ88 tra-like F  230 GTAAA------AGTAGATCCCCAGAAAGCCGAGGTAGAAGTAATGCATCAAACACGTCTAAAACATTTATATTATCTGAAAAACGCAGATTAGAATCTTCAGATGGTACATCTTTATTT  342 
SIQ88 csd X       239 GTAAA------AGTAGATCCCCAGATAGTCGTGATAGAAGTAATGCATCAAACACATCTAAAACAGTTATATTATCCGATAAA------TTAGAATCTTCAGATGATATATCTTTATTT  345 
SIQ88 csd Y       239 GTAAA------AGTAGATCCCCAGATAGTCGTGATAGAAGTAATGCATCAAACACATCTAAAACAGTTATATTATCCGATAAA------TTAGAATCTTCAGATGATATATCTTTATTT  345 
SIQ88 csd Z       233 GTAAAACTAAAAGTAGATCCCCAGATAATCGTGATAGAAGTAATACATCAAATACATCTAAAACAGTTATATTATCCGATAAA------TTAGAATCTTCAGATGATAAATCTTTATTT  345 
 
 
SIQ88 tra-like F  343 AGAGGACCAGAAGGTACTCAAGTTAGTGCAACAGAACTACGAAAAATTAAGGTAGATATTCATAGAGTTTTGCCAGGAAAACCAACAACAACATCTGATGAACTTAAACGGGATATTAT  461 
SIQ88 csd X       346 AGAGGACCAGAAGGTATTCAAATTAATGCAACAGAACTACAAAAAATTAAGCTAGAAATTCACAGAGATTTGCCAGGAAAATCAACAACAACAATTGTGGAAGTTAAACGAGATATTAT  464 
SIQ88 csd Y       346 AGAGGACCAGAAGGTATTCAAATTAATGCAACAGAACTACAAAAAATTAAGCTAGAAATTCACAGAGATTTGCCAGGAAAATCAACAACAACAACTGTGGAAGTTAAACGAGATATTAT  464 
SIQ88 csd Z       346 AGAGGATCAGAAGATATTCAAATTAACGCAACAGAACTACAAAAAATTAAGCTAGAAATTCACAGAGATTTGCCAGGAAAATCAACAACAACT---GTGGAAGTTAAACGAGATATTAT  461 
                                                        3/6 
                                                        3/4 
SIQ88 tra-like F  462 CAATCCTGAAGATGTGATGCTCAAAAGAAGAACGGGAGAAGGATCTAAGCCTATATTTGAAAGAGAAGAAATAAAAAATATATTAAATAAAACAAATGAAATTACAGAACATCGTACAG  580 
SIQ88 csd X       465 CAATCCTGAAGATGTGATTCTCATAAGAAGAACGGGAGAAGGATCTAAGCCTATATTTGAAAGAGAAGAAATAAAAAATGTATTAACAAAAATAAATAAAATTGAAGAACATGATACAG  583 
SIQ88 csd Y       465 CAATCCTGAAGATGTGATTCTCATAAGAAGAACGGGAGAAGGATCTAAGCCTATATTTGAAAGAGAAGAAATAAAAAATGTATTAACAAAAATAAATAAAATTGAAGAACATGATACAG  583 
SIQ88 csd Z       462 CAATCCTGAAGATGTGATTCTCATAAGAAGAACGGGAGAAGGATCTAAGCCTATATTTGAAAGAGAAGAAATAAAAAATGTATTAACAAAAATAAATAAAATTAAAGAACATGATACAG  580 
                                                6/7 
                                                4/5 
SIQ88 tra-like F  581 TTTTAGCTGTAAATATTGAAAAATCAGAAAACGAAACTAAAACATGTAAAAAATATGCTATTTCATCAAATTCTTTAAGAAGTCGAAGTCGTAGTTTTCAACGTACATCATCCTGTCAT  699 
SIQ88 csd X       584 TTTTAGTTGTAAATATTAAAAAATCAGGAAACGAAAGCAAA---------AAATATGCTACTTCATCAAATTCTTTAAGAAGTCGAACTCATGGTTTTCAACATACATCGTCTCGGTAT  693 
SIQ88 csd Y       584 TTTTAGTTGTAAATATTAAAAAATCAGGAAACGAAAGCAAA---------AAATATGCTACTTCATCAAATTCTTTAAGAAGTCGAACTCATGGTTTTCAACATACATCGTCTCGGTAT  693 
SIQ88 csd Z       581 TTTTAGTTGTAAATATTGAAAAATCAGGAAACGAAAGCAAA---------AAATATGCTACTTCATCAAATTCTTTAAGAAATCGAACTCATGGTTTTCAACATACATCGTCTCGTTAT  690 
                         7/8                                              8/9 
                         5/6 
SIQ88 tra-like F  700 TCCAGATATGAAGATTCAAGACATGAAGACAGAAATAGTTATAGAAATGATGGGGAAAGAAGTTGCAGTAGAGATAGAAGTAGAGAATACAAAAAAAAGGATAGACGATATGACCAATT  818 
SIQ88 csd X       694 TCCAGG------------------------------------------------GAAAGAAGTTGCAGTAGAGATAGAAATAGAGAATATAAAGAAAAGGACAGACGATATGAAAAATT  764 
SIQ88 csd Y       694 TCCAGG------------------------------------------------GAAAGAAGTTGCAGTAGAGATAGAAATAGAGAATATAAAGAAAAGGACAGACGATATGAAAAATT  764 
SIQ88 csd Z       691 TCCAGG------------------------------------------------GAAAGAAGTTGCAGTAAAGATAGAAATAGAGAATATAAAGAAAAGGACAGACGATATGAAAAATT  761 
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Abbildung 3.14. Fortsetzung. 
 
 
                                                                                                     9/10 
                                                                                                     6/7 
SIQ88 tra-like F  819 GCACAATGTAGAAGAAAAGCATTTACGAGAAAGAACAAGTCGTAGACGTTATTCCCGTTCAAGAGAACGAGAGCAAAAGTCATATAAAAATGAAAGAGAATATCGAGAATATCGAGAAA  937 
SIQ88 csd X       765 ACACAATGAAAAAGAAAAACTTTTAGAAGAAAGAACAAGTCGTAAGCGTTATTCTCGTTCAAGAGAACGAGAGCAAAACTCGTATAAAAATGAAAGAGAATATCGAAAATATCGAGAAA  883 
SIQ88 csd Y       765 ACACAATGAAAAAGAAAAACTTTTAGAAGAAAGAACGAGTCGTAAGCGTTATTCTCGTTCAAGAGAACGAGAGCAAAAATCATATAAAAATGAGAATTCTTATCGAAAATATCGAGAAA  883 
SIQ88 csd Z       762 ATACAATGAAAAAGAAAAACTTTTAGAAGAAAGAACAAGTCGTAAGCGTTATTCCCGTTCAAGAGAACGAGAACAAAAGTCATATAAAAATGAAAGAAAATATCGAAAATATCGAGAAA  880 
 
 
SIQ88 tra-like F  938 CATCGAGAGAAAGATCTCGAGATAGAAGAGAACGAGGAAGATCTAGAGAACATAGAATAATTCCATCT--------------------------------------------------- 1005 
SIQ88 csd X       884 CATCGAAAGAACGGTCTCGAGATAGAACAGAACGAGAGAGATCTAGAGAACCTAAAATAATTTCATCTTTATCGAACAAGACAATACATAATAATAATAAATATAATTATAATAAATAT 1002 
SIQ88 csd Y       884 CATCAAAAGAACGATCTCGAGATAGAACAGAACGAGAGAGATCTAGAGAACCTAAAATAATTTCATCTTTATCGAAC------------------------------------------  960 
SIQ88 csd Z       881 GATCGAAAGAACGATCTCGAGATAGAACAGAACGAGAGAGATCTAGAGAACCTAAAATAATTTCATCTTTATCGAACAAGACAATACATAATAATAATAATTATAATAATAATAATTAT  999 
 
                                                                                                                                    7/8 
SIQ88 tra-like F 1006 ------------------------------------------------------------CATTATATTGAACAAATTCCTGTTCCTGTT------------TACTATGGGAATTTTCC 1052 
SIQ88 csd X      1003 AAT---------TATAATAATAATAATTATAATAATTATAAAAAATTATATTACAATATTAATTATATTGAACAAATTCCTATTCCTGTTCCT------ATTTATTGTGGGAATTTTCC 1106 
SIQ88 csd Y       961 ---AATTACAATTATAATAATAATAATTATAATAATTATAAAAAATTATATTACAATATTAATTATATTGAACAAATTCCTATTCCTGTTCCT------ATTTATTGTGGGAATTTTCC 1070 
SIQ88 csd Z      1000 AATAATTATAATTATAATAATAATAATTATAATAATTATAAAAAATTATATTATAATATTAATTATATTGAACAAATTCCTGTTCCTGTTCCTGTTCCTATTTATTGTGGGAATTTTCC 1118 
 
 
SIQ88 tra-like F 1053 ACCAAGACCAATAATGGTTAGACCTTGGGTTCCAATGCGGGGTCAAGTACCAGGATCTAGACATATTGGTCCACTAACACCATTTCCACCACGATTTATTCCTCCAGATATGTATAGAC 1171 
SIQ88 csd X      1107 ACCAAGACCA---ATGGGA---CCTTGGATTTCAATGCAAGAACAAATACCAAGATTTAGGTATATTGGTCCACCAACACCATTTCCA---CGATTCATTCCTCCAAATGCGTATAGAT 1216 
SIQ88 csd Y      1071 ACCAAGACCA---ATGGGA---CCTTGGATTTCAATGCAAGAACAAATACCAAGATTTAGGTATATTGGTCCACCAACACCATTTCCA---CGATTCATTCCTCCAAATGCGTATAGAT 1180 
SIQ88 csd Z      1119 ACCAAGACCA---ATGGGA---CCTTGGATTTCAATGCAAGAACAAATACCAAGATTTAGGTATATTGGTCCACCAACACCATTTCCA---CGATTCATTCCTCCAAATGCGTATAGAT 1228 
 
                                           8/9 
SIQ88 tra-like F 1172 TTCGTCCACCTCCAAATCCTAGATTTGGACCTATGTATTAA 1212 
SIQ88 csd X      1217 TTCGTCCACCTCTAAATCCTAGATTTGGACCTACACATCAA 1257 
SIQ88 csd Y      1181 TTCGTCCACCTCTAAATCCTAGATTTGGACCTACACATCAA 1221 
SIQ88 csd Z      1229 TTCGTCCACCTCTAAATCCTAGATTTGGACTTGCGCATCAA 1269 
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Abbildung 3.15. Translatierte Nukleotidsequenzen von tra-like- und csd. Aminosäurealignment der putativen ORF-Region von einem tra-like- und drei csd-Allelen (csdX, 
csdY, csdZ), die in weiblichen L3-Larven einer Kreuzung segregieren. Das Alignment zeigt die weibliche Aminosäuresequenz von tra-like. Bindestriche markieren Lücken, 
die zur Maximierung der Allelhomologie eingefügt wurden. Grüne/gelbe/graue Boxen indizieren identische Aminosäuren in 4/3/2 von 4 Allelen. Rote Balken unter dem 
Alignment bezeichenen Arginin-Serin-reiche Domänen (RS-Domänen), grüne Balken eine hypervariable Region (HVR) und blaue Balken eine prolinreiche Region (PRR). 
Die N-terminale RS-Domäne ist nur für das tra-like-Allel prognostiziert, tritt schwächer ausgeprägt jedoch auch in den csd-Allelen auf. Die HVR ist nur in den csd-Allelen 
vorhanden und weist in jedem Allel eine andere Länge auf. 
 
 
SIQ88 TRA-LIKE F   1 MKRNTTNHSHHDERFRQSRSEDSETGLRSRTQEERLRRRRE-WMIQQEREREHERLKKKMILEYELRRAREK-KL-SKRSK--SRSPESRGRSNASNTSKTFILSEKRRLESSDGTSLFR 115 
SIQ88 CSD X        1 MKRNISSYSHHDEKFKQLRNEDSEIDLPSRTKEERLQHRREAWLIQQEREREHQRLMKKMILEYELRRIREIEKLGSERSK--SRSPDSRDRSNASNTSKTVILSDK--LESSDDISLFR 116 
SIQ88 CSD Y        1 MKRNISSYSHHDEKFKQLRNEDSEIDLRSRTKEERLQHRREAWLIQQEREREHQRLMKKMILEYELRRIREIEKLGSERSK--SRSPDSRDRSNASNTSKTVILSDK--LESSDDISLFR 116 
SIQ88 CSD Z        1 MKRNISSYSHHDEKFKQLRNEDNEIDLRSRTKEERLQHRCEAWLIQQEREREHQRLMKKMILEYELRRIRE--KLGSERSKTKSRSPDNRDRSNTSNTSKTVILSDK--LESSDDKSLFR 116 
                                                                                                                 .                                
 
SIQ88 TRA-LIKE F 116 GPEGTQVSATELRKIKVDIHRVLPGKPTTTSDELKRDIINPEDVMLKRRTGEGSKPIFEREEIKNILNKTNEITEHRTVLAVNIEKSENETKTCKKYAISSNSLRSRSRSFQRTSSCHSR 235 
SIQ88 CSD X      117 GPEGIQINATELQKIKLEIHRDLPGKSTTTIVEVKRDIINPEDVILIRRTGEGSKPIFEREEIKNVLTKINKIEEHDTVLVVNIKKSGNESK---KYATSSNSLRSRTHGFQHTSSRYSR 233 
SIQ88 CSD Y      117 GPEGIQINATELQKIKLEIHRDLPGKSTTTTVEVKRDIINPEDVILIRRTGEGSKPIFEREEIKNVLTKINKIEEHDTVLVVNIKKSGNESK---KYATSSNSLRSRTHGFQHTSSRYSR 233 
SIQ88 CSD Z      117 GSEDIQINATELQKIKLEIHRDLPGKSTTT-VEVKRDIINPEDVILIRRTGEGSKPIFEREEIKNVLTKINKIKEHDTVLVVNIEKSGNESK---KYATSSNSLRNRTHGFQHTSSRYSR 232 
                                                                                                                                            -     
 
SIQ88 TRA-LIKE F 236 YEDSRHEDRNSYRNDGERSCSRDRSREYKKKDRRYDQLHNVEEKHLRERTSRRRYSRSREREQKSYKNEREYREYRETSRERSRDRRERGRSREHRIIPS-------------------- 335 
SIQ88 CSD X      234 ----------------ERSCSRDRNREYKEKDRRYEKLHNEKEKLLEERTSRKRYSRSREREQNSYKNEREYRKYRETSKERSRDRTERERSREPKIISSLSNKTIHNNNKYNYNKYN-- 335 
SIQ88 CSD Y      234 ----------------ERSCSRDRNREYKEKDRRYEKLHNEKEKLLEERTSRKRYSRSREREQKSYKNENSYRKYRETSKERSRDRTERERSREPKIISSLSN---------------NY 322 
SIQ88 CSD Z      233 ----------------ERSCSKDRNREYKEKDRRYEKLYNEKEKLLEERTSRKRYSRSREREQKSYKNERKYRKYRERSKERSRDRTERERSREPKIISSLSNKTIHNNNNYNNNNYNNY 336 
                     -                                                                                           -         .                .     
 
SIQ88 TRA-LIKE F 336 -----------------HYIEQIPVPV----YYGNFPPRPIMVRPWVPMRGQVPGSRHIGPLTPFPPRFIPPDMYRLRPPPN--PRFGPMY* 403 
SIQ88 CSD X      336 -YNNNNYNNYKKLYYNINYIEQIPIPVP--IYCGNFPPRP-MG-PWISMQEQIPRFRYIGPPTPFP-RFIPPNAYRFRPPLN--PRFGPTHQ 419 
SIQ88 CSD Y      323 NYNNNNYNNYKKLYYNINYIEQIPIPVP--IYCGNFPPRP-MG-PWISMQEQIPRFRYIGPPTPFP-RFIPPNAYRFRPPLN--PRFGPTHQ 407 
SIQ88 CSD Z      337 NYNNNNYNNYKKLYYNINYIEQIPVPVPVPIYCGNFPPRP-MG-PWISMQEQIPRFRYIGPPTPFP-RFIPPNAYRFRPPLN--PRFGLAHQ 423 
                     .                 .                                                                     -        
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3.3.3 TRA-LIKE und CSD gehören dem SR-Typ an 

 
Die Proteinstruktur von TRA-LIKEF (Abb. 3.16/A) weist an N- und C-Terminus je eine RS-

Domäne und eine prolinreiche Region am C-Terminus auf. Die Proteinstruktur von TRA-

LIKEM teilt lediglich die N-terminale RS-Domäne mit der weiblichen Spleißvariante (Abb. 

3.16/B). Die Proteinstruktur von CSD (Abb. 3.16/C-E) ähnelt derjenigen von TRA-LIKEF. 

Unterschiede bestehen in der im CSD-Protein nur schwach ausgeprägten N-terminalen RS-

Domäne und der in TRA-LIKE nicht vorhandenen hypervariablen Region (HVR), die im 

CSD-Protein zwischen der C-terminalen RS-Domäne und der prolinreichen Region lokalisiert 

ist. Die HVR der in einer Kreuzung segregierenden CSD-Proteine umfasst je nach Allel 33, 

22 und 37 Aminosäuren und ist maßgeblich für die Längendifferenz der Proteine verantwort-

lich (Tab. 3.5). Die RS-Domänen und die C-terminale prolinreiche Region stellen das TRA-

LIKEF- und das CSD-Protein in die Verwandtschaft der SR-Typ-Proteine. 

 
Tabelle 3.5. Eigenschaften von putativen TRA-LIKE- und CSD-Proteinen, die in einer Kreuzung segregieren. 
Werte in Klammern geben den prozentualen Anteil der betreffenden Domänen am ORF an. ORF, durchgehendes 
Leseraster. HVR, hypervariable Region. PRR, prolinreiche Region. aa, Aminosäuren. 
 
 Molekular- 

gewicht 
[Dalton] 

ORF

[aa] 

RS-Domäne
N-terminal

[aa] 

RS-Domäne
C-terminal

[aa] 

HVR 
 

[aa] 

PRR

[aa] 
SIQ88 TRA-LIKEF 48689.6 403 75 (18.6) 109 (27.0) – 60 (14.9) 
SIQ88 CSDX 50510.7 419 63 (15.0) 93 (22.2) 33 (7.9) 59 (14.1) 
SIQ88 CSDY 48969.0 407 63 (15.5) 93 (22.9) 22 (5.4) 59 (14.5) 
SIQ88 CSDZ 51113.4 423 63 (14.9) 93 (22.0) 37 (8.7) 61 (14.4) 
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Abbildung 3.16. Putative Proteinstrukturen von einem tra-like- und drei csd-Allelen (csdX, csdY, csdZ), die in weiblichen L3-Larven einer Kreuzung segregieren. Schemati-
sche Darstellung. Der N-Terminus befindet sich in allen Darstellungen auf der linken Seite. Domänen wurden auf Basis der vom putativen ORF abgeleiteten Aminosäurese-
quenz prognostiziert. Rote Boxen repräsentieren Arginin-Serin-reiche Domänen (RS-Domänen), blaue Boxen prolinreiche Regionen (PRR) und grüne Boxen hypervariable 
Regionen (HVR), die im wesentlichen aus repetitiven Asparagin-Tyrosin-Motiven (NY-Motiven) bestehen. Hellgraue Boxen stellen die übrigen Proteinbereiche dar. 
A-B. tra-like weist geschlechtsspezifische Spleißvarianten auf. A. Die weibliche Spleißvariante von tra-like umfasst einen putativen ORF von 1209 bp bzw. 403 Aminosäu-
ren. Das Protein besitzt zwei RS-Domänen und eine PRR am C-Terminus. B. Die männliche Spleißvariante von tra-like tritt im Embryonalstadium in beiden Geschlechtern 
auf und umfasst einen putativen ORF von nur 510 bp bzw. 170 Aminosäuren. Das Protein ist stark verkürzt und teilt lediglich die N-terminale RS-Domäne mit der weiblichen 
Spleißvariante. C-E. csd besitzt keine geschlechtsspezifischen Spleißvarianten, tritt in einer Kreuzung jedoch in unterschiedlichen Allelen (C-E) auf. Der putative ORF von 
csdX/csdY/csdZ umfasst 1257/1221/1269 bp bzw. 419/407/423 Aminosäuren. Die Proteine enthalten eine schwach ausgeprägte RS-Domäne am N-Terminus sowie eine RS-
Domäne und eine PRR am C-Terminus, die durch die HVR getrennt sind. Die HVR ist je nach Allel unterschiedlich lang und maßgeblich für die Längendifferenz der CSD-
Proteine verantwortlich. ORF, open reading frame (durchgehendes Leseraster). 
 
 

TRA-LIKEFA ♀ 

TRA-LIKEMB ♂

CSDXC 

CSDYD 

CSDZE 
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Sowohl das TRA-LIKEF- als auch das CSD-Protein weisen zahlreiche putative Erkennungs-

motive für verschiedene Kinasen auf, die häufig im Bereich der RS-Domänen lokalisiert sind 

(Tab. 3.6). Diese Motive sind Ansatzstellen für Phosphorylierungen, Glykosylierungen und 

Myristoylierungen, die wichtige posttranslationale Kontrollmechanismen darstellen und die 

Aktivität des Proteins regulieren. Die in einer Kreuzung segregierenden CSD-Proteine unter-

scheiden sich in Anzahl und Position dieser Erkennungsmotive, so dass allelspezifische Mu-

ster an Phosphorylierungen, Glykosylierungen und Myristoylierungen zu erwarten sind. So-

wohl TRA-LIKEF als auch CSD weisen mindestens eine bipartielle nukleare Zielsequenz 

(NLS, ‘nuclear localisation signal’) auf, was ein Indiz dafür ist, dass die Proteine in den Kern 

transportiert werden. 

 
Tabelle 3.6. Anzahl der Erkennungsmotive für Phosphorylierungen (CK2, PKC, TYR, CAMP), Glykosylierun-
gen (ASN) und Myristoylierungen (MYR) und Anzahl der bipartiellen nuklearen Zielsequenzen (NLS) von 
TRA-LIKEF- und CSD-Proteinen, die in einer Kreuzung segregieren. Werte in Klammern geben die Anzahl der 
Motive an, die im Bereich der prognostizierten RS-Domänen liegen. CK2, Kaseinkinase II. PKC, Proteinkinase 
C. TYR, Tyrosinkinase. CAMP, cAMP- und cGMP-abhängige Proteinkinase. 
 
 CK2 PKC TYR CAMP ASN MYR NLS 
SIQ88 TRA-LIKEF 10 (5) 10 (6) 4 (4) 4 (2) 6 (0) 2 (0) 2 (1) 
SIQ88 CSDX 9 (3) 12 (8) 4 (3) 1 (1) 6 (0) 2 (1) 1 (1) 
SIQ88 CSDY 9 (4) 12 (9) 3 (2) 1 (1) 5 (0) 2 (1) 1 (1) 
SIQ88 CSDZ 7 (2) 11 (7) 4 (3) 1 (1) 7 (1) 1 (1) 2 (2) 
 

3.3.4 CSD ist während der gesamten Embryonalphase aktiv 

 
Unter Verwendung eines polyklonalen aCsd-Antikörpers konnte das CSD-Protein in weibli-

chen und hemizygot-männlichen Genotypen durch Western-Blotting nachgewiesen werden. 

Der Nachweis der Expression erfolgte in embryonalen Stadien von 24±6 h, 48±6 h und 72±6 

h und in L3-Larven (Abb. 3.17/2-9). In den Proteinlysaten von allen Stadien wurden 2-3 Pro-

teinbanden detektiert, die nicht geschlechtsspezifisch sind. Die Banden weisen ein Molekular-

gewicht von 60 bis 70 kDalton auf und liegen damit deutlich über dem prognostizierten Mo-

lekulargewicht putativer CSD-Proteine von etwa 50 kDalton (vgl. Abschnitt 3.3.2). Ein durch 

Baculoviren in Sf21-Zellen rekombinant exprimiertes CSD:HSV-Fusionsprotein mit einem 

prognostizierten Molekulargewicht von 55296 Dalton zeigt auf demselben Blot ein Moleku-

largewicht von annähernd 60 kDalton (Abb. 3.17/10). Die Größendifferenz der geblotteten 

CSD-Proteine zum prognostiziertem Molekulargewicht und zur Kontrolle könnten auf unter-

schiedliche Zustände der Proteinmodifikation, insbesondere der Phosphorylierung, zurückzu-

führen sein. Es könnte sich auch um Produkte verschiedener csd-Allele handeln, die infolge 

variierender Kinase-Erkennungsmotive unterschiedlich phosphoryliert sind. Die alternative 
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Nutzung eines anderen Startkodons kann dagegen ausgeschlossen werden, da ein in 3’-

Richtung gelegenes ATG das Protein verkleinern würde und in allen bisher isolierten csd-

Transkripten kein weiteres ATG in 5’-Richtung isoliert wurde.  

 

3.3.5 TRA-LIKEF:EGFP erscheint mit der nuklearen Matrix assoziiert 

 
Das TRA-LIKEF- und das CSD-Protein gehören dem SR-Typ an. Da SR-Typ-Proteine wie 

auch SR-Proteine häufig Spleißregulatoren und im Zellkern lokalisiert sind, wurde im folgen-

den Ansatz geprüft, ob TRA-LIKEF und CSD im Nukleus nachweisbar sind. Zu diesem 

Zweck wurde der ORF von tra-likeF bzw. csd und von EGFP (‘enhanced green fluorescent 

protein’) in den Expressionsvektor pIZ/V5-His transformiert und anschließend in High Fi-

veTM-Zellen transfiziert. Bei der Fluoreszenzdetektion an lebenden Zellen unter dem Lichtmi-

kroskop war rekombinant exprimiertes TRA-LIKEF:EGFP-Fusionsprotein auf den Zellkern 

beschränkt und erschien mit der nuklearen Matrix assoziiert (Abb. 3.18/A). Im Kontrollexpe-

riment war rekombinant exprimiertes EGFP gleichmäßig in der Zelle verteilt und nicht auf 

den Nukleus beschränkt (Abb. 3.18/B). Rekombinant exprimiertes CSD:EGFP-Fusionsprotein 

konnte mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden. Möglicherweise lag das Expressions-

niveau von CSD:EGFP unter der Nachweisgrenze des verwendeten Lichtmikroskops. 

Die Beschränkung der TRA-LIKEF:EGFP-Expression auf den Zellkern ist neben der putati-

ven SR-Typ-Eigenschaft ein weiteres Indiz für die Hypothese, dass TRA-LIKEF ein Spleißre-

gulator ist. 
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Abbildung 3.17. Expression von CSD in weiblichen und männlichen Genotypen. Dargestellt ist die Expression 
in embryonalen Entwicklungsstadien von 24±6 h (2-3), 48±6 h (4-5) und 72±6 h (6-7) sowie in einem L3-
Stadium (8-9). Pro Genotyp und Stadium treten 2-3 Proteinbanden auf, die nicht geschlechtsspezifisch sind und 
deren Molekulargewicht zwischen 60 und 70 kDa liegt, während rekombinant exprimiertes CSD:HSV-Fusions-
protein (10) ein Molekulargewicht von knapp 60 kDa aufweist. M, Größenstandard in kDalton (1). L3, Larve vor 
der dritten Häutung. K, Kontrolle in Form eines Proteinlysats von Sf21-Zellen mit rekombinant exprimiertem 
CSD: HSV-Fusionsprotein (pFastBacTMHT/CSD:HSV). 
Proteinauftrennung und Western-Blotting der Proteinlysate erfolgte über SDS-PAGE und Nassblot auf Nitrozel-
lulosemembran. Die Detektion des CSD-Proteins erfolgte über einen polyklonalen aCsd-Antikörper und einen 
polyklonalen Ziege-a-Kaninchen-HRP-Antikörper mit anschließender ECL-Reaktion. Als semiquantitative Kon-
trolle wurde die Blotmembran unterhalb der punktierten Linie statt mit dem aCsd-Anti-körper mit einem mo-
noklonalen aActin-Antikörper inkubiert. 
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4 Diskussion 

 

4.1 Die geschlechtsbestimmenden Gene des SDL tragen Signaturen von Duplikation 

 
Die Isolierung des geschlechtsbestimmenden Lokus (Sex Determination Locus, SDL) der Ho-

nigbiene wurde mit der vorliegenden Arbeit abgeschlossen. Der genomische Bereich, der in 

weiblichen Tieren stets heterozygot ist und dadurch per Definition den Geschlechtsbestim-

mungslokus darstellt, wurde von beiden Seiten eingegrenzt und die darin enthaltenen kodie-

renden Sequenzen isoliert. Der SDL sensu strictu (s.s.) umfasst über 36 kb und ist von Mar-

kern begrenzt, die in 1000 von 1000 weiblichen Tieren einer Kartierungspopulation heterozy-

got sind. An beide Seiten des SDL s.s. schließen sich Übergansgsbereiche von jeweils ca. 6 

kb an, über deren Heterozygotie in der Kartierungspopulation, i.e. über deren Zugehörigkeit 

zum SDL, infolge fehlender Marker keine Aussage getroffen werden kann. Der um diese 

Übergangsbereiche erweiterte SDL umfasst knapp 48 kb und wurde als SDL sensu lato (s.l.) 

bezeichnet. Der SDL s.l. enthält fünf Gene. Drei dieser Gene, GB13727, transformer-like 

(tra-like) und complementary sex determiner (csd), sind vollständig im Bereich des SDL s.s. 

lokalisiert, während die Gene GB11211 und GB30480 außerhalb des SDL s.s. im potentiell 

heterozygoten Übergangsbereich liegen. Der Geschlechtsbestimmungslokus der Honigbiene 

enthält somit maximal fünf Gene, deren Transkripte in der vorliegenden Arbeit vollständig 

isoliert und funktionell analysiert wurden. 

Von fünf Genen auf dem SDL besitzen nur tra-like und csd eine durch embryonale RNA-

Interferenz nachweisbare geschlechtsbestimmende Funktion. Hinsichtlich der fundamentalen 

Bedeutung der Geschlechtsbestimmung in der Ontogenese eines Organismus ist es überra-

schend, dass diese Gene keine signifikanten Sequenzhomologien zu Genen anderer Taxa der 

Insekten aufweisen. Allerdings wird dieser Befund durch die geringe Anzahl sequenzierter 

Modellorganismen relativiert: innerhalb der Klasse Hexapoda ist das Genom von nur 17 Ar-

ten aus lediglich vier Ordnungen sequenziert, wobei 14 sequenzierten Arten der Ordnung 

Diptera je eine sequenzierte Art der Ordnung Lepidoptera (Bombyx mori), der Coleoptera 

(Tribolium castaneum) und der Hymenoptera (Apis mellifera) gegenüberstehen (Sequencing 

Consortium 2006). In jedem Fall jedoch weist die fehlende Sequenzhomologie der in der Ho-

nigbiene geschlechtsbestimmenden Gene tra-like und csd zu Genen anderer Insekten darauf 

hin, dass tra-like und csd innerhalb der Insekten eine hohe Evolutionsrate aufweisen. 

Von den übrigen Genen auf dem SDL weisen GB11211 und GB13727 in einigen Sequenzab-

schnitten signifikante Homologien zu Genen von Vertretern der Coleoptera und Diptera auf. 
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GB30480 weist wie tra-like und csd keine signifikanten Homologien zu Genen anderer Taxa 

auf. Die Funktionen der zu GB11211 und GB13727 orthologen Gene sind nicht bekannt und 

können daher keine Hinweise auf potentielle Funktionen von GB11211 und GB13727 geben. 

Ein solcher Hinweis wäre allerdings nicht zwingend, da die Sequenzhomologie von ortholo-

gen Genen nicht notwendig mit der Funktion übereinstimmt und sequenzorthologe Gene ver-

schiedener Taxa häufig unterschiedliche Funktionen ausüben. 

Der genomische Umfang der Gene tra-like und csd ist mit 7.5 bzw. 9.2 kb deutlich größer als 

der 1.5-5 kb messende Umfang der übrigen SDL-Gene. Zugleich befindet sich das innerhalb 

des SDL umfangreichste nicht-kodierende Intervall mit knapp 12 kb zwischen tra-like und 

csd und weist zahlreiche repetitive Sequenzen auf. Die Allele von tra-like und csd in einer 

Kreuzung weisen eine durchschnittliche Aminosäureidentität von 75.4% auf. Sowohl die ben-

achbarte Lage als auch die hohe Sequenzähnlichkeit von tra-like und csd bilden Argumente 

für die Hypothese, dass hier ein Duplikationsereignis stattgefunden hat und tra-like und csd 

paraloge Gene darstellen. Die Duplikation einzelner Genabschnitte und ganzer Gene stellt 

einen wichtigen Prozess in der Evolution dar, der durch verschiedene Mechanismen herbeige-

führt werden kann und eine Grundlage zur Rekrutierung neuer Gene bildet (Ohno 1970; Hol-

land 1999; Otto & Yong 2002). Einer der Mechanismen, die zur Duplikation eines Gens oder 

Genabschnitts führen, ist die replikative Transposition, wobei mobile Elemente wie Trans-

posons, Retrotransposons oder Retroviren, die für Proteine kodieren, die ihre Replikation und 

Insertion in das Wirtsgenom ermöglichen, benachbarte Wirtsgene transponieren (Baldo & 

McClure 1999). In D. melanogaster ereignen sich pro Transposon und Generation etwa 10-4 

replikative Transpositionen, was die Punktmutationsrate des Transposons um mehrere Grös-

senordnungen übersteigt (Charlesworth & Langley 1989). Weitere Ursachen einer Duplika-

tion können die Paarung nicht-homologer Sequenzen durch zufälligen Bruch beim Crossover 

(Maeda & Smithies 1986) und die ungleiche homologe Rekombination zwischen repetitiven 

Elementen (einschließlich Transposons) sein, die entweder zu Verlust oder Duplikation der 

dazwischenliegenden Sequenzen führt und an einer Kopie des repetitiven Elements zwischen 

Gen und Duplikat zu erkennen ist. Unter diesem Aspekt ist es besonders interessant, dass das 

nicht-kodierende Intervall zwischen tra-like und csd zahlreiche repetitive Sequenzen aufweist, 

darunter auch eine mariner-Sequenz, die die Signatur eines früheren Duplikationsereignisses 

darstellen könnten. 

Denkbar ist, dass im Falle von tra-like zwei Duplikationsereignisse stattgefunden haben. Zum 

einen könnte tra-like als vollständiges Gen dupliziert worden sein und damit das ursprüng-

liche csd erzeugt haben. Zum anderen könnten die einander sehr ähnlichen Exonpaare 2/4 und 
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3/5 des männlichen Transkripts von tra-like durch die Duplikation einzelner Genabschnitte 

entstanden sein. Im Falle des transformer-Gens von D. melanogaster sind dagegen keine Sig-

naturen von Duplikation vorhanden. 

In der Modellvorstellung kann ein dupliziertes Gen stillgelegt werden (Pseudogenisierung), 

diesselbe Funktion wie sein Schwestergen erfüllen (Redundanz), Teile der Funktion des 

Schwestergens übernehmen (Subfunktionalisierung) oder eine neue Funktion erhalten (Neo-

funktionalisierung) (Rastogi & Liberles 2005). Eine Neofunktionalisierung kann spontan oder 

über mehrere Stadien der Subfunktionalisierung erfolgen. Der Fall von tra-like und csd könn-

te ein Beispiel dafür sein, wie nach der Duplikation eines Gens (tra-like) das Duplikat (csd) 

neofunktionalisiert und ein neues initiales Signal der Geschlechtsbestimmung rekrutiert 

wurde. 
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4.2 Das Gen transformer-like ist struktur- und funktionsortholog mit dem transfor-

mer-Gen, in seiner Sequenz jedoch nicht konserviert 

 

4.2.1 tra-like ist ein Schaltergen der Geschlechtsbestimmung 

 
Die embryonale Repression des Gens transformer-like (tra-like) durch RNA-Interferenz ver-

ursachte in weiblichen Genotypen eine vollständig männliche Ausprägung des Somas und die 

Produktion männlicher Keimzellen. Eine frühembryonale Inaktivierung von tra-like ist hin-

reichend, die vom Genotyp implementierte weibliche Regulationskaskade dauerhaft zu unter-

drücken bzw. durch die männliche Regulationskaskade zu ersetzen. Diese Schalterfunktion 

übt tra-like in der weiblichen Regulationskaskade der Somazellen als auch der Keimzellen 

aus. In dieser dualen Regulationskontrolle unterscheidet sich tra-like von seinem Namensge-

ber, dem Gen transformer (tra) in D. melanogaster, das in der weiblichen Regulationskaskade 

der Somazellen aktiv ist und für den somatischen Anteil an der Induktion weiblicher Keimzel-

len benötigt wird, in den Keimzellen selbst jedoch nicht aktiv ist (Steinmann-Zwicky 1994a; 

Steinmann-Zwicky 1994b; Hinson & Nagoshi 1999; Evans & Cline 2006). 

tra-like ist in der weiblichen Regulationskaskade der Soma- und Keimzellen aktiv. In männli-

chen Genotypen verursachte die embryonale Repression von tra-like weder in den Soma- 

noch in den Keimzellen einen geschlechtsspezifischen Effekt, was zeigt, dass tra-like in der 

frühen männlichen Regulationskaskade keine Schalterfunktion ausübt und nicht aktiv ist. Die-

ser Befund entspricht dem Aktivitätsmuster von tra, das in der männlichen Regulationskaska-

de von D. melanogaster ebenfalls inaktiv ist (Baker 1989; Steinmann-Zwicky et al. 1990). 

Im Vergleich zu den Testes der nicht-injizierten männlichen L5-Larven und der csd-repri-

mierten weiblichen L5-Larven erschienen die Testioli der tra-like-reprimierten weiblichen 

L5-Larven in der Anzahl reduziert und in der Länge verkürzt, so dass sie die Hüllmembran 

der Testes nicht vollständig ausfüllten. Auch die Testes der tra-like-reprimierten weiblichen 

Puppen besaßen deutlich weniger und kürzere Testioli als die Testes der nicht-injizierten 

männlichen Puppen und der csd-reprimierten weiblichen Puppen. Nichtsdestotrotz enthielten 

die Testioli der tra-like-reprimierten weiblichen Puppen männliche Keimzellen, und die ge-

schlechtsspezifische Ausprägung sämtlicher larvaler und pupaler Anhangsorgane der Testes 

und des übrigen Somas unterschied sich nicht von den nicht-injizierten männlichen und den 

csd-reprimierten weiblichen Larven bzw. Puppen. Quantitative Effekte der siRNA-Injektion 

können dabei nicht ausgeschlossen werden, da die Injektion höherer Dosen lethal war. Aller-

dings bildeten Embryonen, die mit derselben Menge csd siRNA injiziert worden waren, keine 
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verkleinerten Testes aus. Effekte infolge der Vielzahl an Kreuzungen, die für die RNAi-Ana-

lysen verwendet wurden, können dagegen ausgeschlossen werden, da bei der RNAi von csd 

diesselben Kreuzungen zum Einsatz kamen und dort keine Effekte erkennbar waren. Schließt 

man experimentelle Artefakte aus, könnten die in der Anzahl reduzierten und verkürzten Sa-

menschläuche ein Hinweis darauf sein, dass bei der embryonalen Inaktivierung von tra-like in 

weiblichen Embryonen zwar eine Umstellung auf die männliche Regulationskaskade erfolgt, 

diejenigen Gene, die für Anzahl und Ausprägung der Testioli verantwortlich sind, jedoch 

nicht unter der Kontrolle von tra-like stehen. Ein alternatives Erklärungsmodell wäre, dass 

eine möglicherweise nur transiente Inaktivierung von tra-like das Zeitfenster nicht mehr er-

fasst, in dem die testesausprägenden Gene aktiv sind, die in der Folge durch aktives tra-like 

inhibiert werden. 

 

4.2.2 Die weibliche Spleißvariante tra-likeF wird posttranskriptionell reguliert 

 
Die Transkripte von tra-like sind in embryonalen Stadien ab 12-24h nachweisbar (Beye et al. 

2003). Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden erstmals geschlechtsspezifische Spleißvari-

anten von tra-like nachgewiesen, wie sie auch das transformer-Gen von D. melanogaster 

aufweist (Boggs et al. 1987). Die geschlechtsspezifischen Transkripte von tra bestehen in 

beiden Geschlechtern aus 3 Exonen, und männliches und weibliches Transkript unterscheiden 

sich dadurch, dass in der prä-mRNA von weiblichen Genotypen durch aktives Umlenken des 

Spleißapparats ein 5’-terminaler Abschnitt von Exon 2 herausgespleißt wird (Sosnowski et al. 

1989). In der Honigbiene weist das männliche Transkript tra-likeM 12 Exone und das weibli-

che Transkript tra-likeF nur 10 Exone auf. tra-likeF fehlen im Vergleich zu tra-likeM sowohl 

ein 3’-terminaler Abschnitt von Exon 3 als auch die männlichen Exons 4 und 5 (vgl. Abb. 

3.2). Die Spleißprozesse, die zu den geschlechtsspezifischen Transkripten von tra und tra-like 

führen, unterscheiden sich. Während in der prä-mRNA von tra das Herausspleißen eines 5’-

Exonabschnitts ein dort lokalisiertes Stop-Kodon eliminiert, wird in der prä-mRNA von tra-

like ein 3’-Exonabschnitt mit Stop-Kodon herausgespleißt. In beiden Fällen verhindert das 

Herausspleißen des Exonabschnitts ein Abbrechen des Leserasters im weiblichen Transkript. 

In der Honigbiene tritt in cDNA aus embryonalen Stadien tra-likeM in beiden Geschlechtern, 

tra-likeF dagegen ausschließlich in weiblichen Genotypen auf. Dieser Befund stützt ein Mo-

dell, das das männliche Transkript als voreingestellte (‘default’) Spleißvariante definiert und 

in weiblichen Genotypen einen zusätzlichen aktiven Faktor erfordert, der einen Teil der prä-

mRNA von tra-like posttranskriptionell im weiblichen Modus spleißt. 
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4.2.3 Das TRA-LIKEF-Protein ist ein potentieller Spleißregulator 

 
Der in dieser Arbeit angestrebte Nachweis des TRA-LIKEF-Proteins gelang bisher nicht. Ur-

sache könnte eine niedrige Expression sein, wie es auch für TRA in D. melanogaster vermutet 

wird (D. Bopp, mündliche Mitteilung). Der putative ORF des aus einer Kreuzung isolierten 

weiblichen Transkripts tra-likeF kodiert für ein Protein, TRA-LIKEF, das 403 Aminosäuren 

umfasst und infolge der prognostizierten RS-Domänen und der C-terminalen prolinreichen 

Region dem SR-Typ zuzurechnen ist. Im Gegensatz zu SR-Proteinen besitzen SR-Typ-

Proteine kein RNA-Bindungsmotiv (RNA-recognition motif, RRM) (Blencowe et al. 1999), 

einige SR-Typ-Proteine weisen jedoch eine prolinreiche Region auf (Blencowe et al. 1998). 

Die SR-Typ-Eigenschaft teilt TRA-LIKEF mit TRA, das gleichfalls eine ausgedehnte RS-

Domäne, eine C-terminale prolinreiche Region und kein RRM besitzt. 

SR-Proteine und SR-Typ-Proteine sind hauptsächlich Spleißregulatoren, die die Nutzung al-

ternativer Spleißstellen kontrollieren, indem die RS-Domänen Protein-Protein-Interaktionen 

vermitteln, die die Bildung von konstitutiven und regulatorischen Spleißkomplexen ermögli-

chen (Bingham et al. 1988; Bandziulis et al. 1989; Wu & Maniatis 1993; Amrein et al. 1994). 

Die Komponenten des konstitutiven Spleißapparats sind vorzugsweise in einem subnuklearen 

Kompartiment (‘speckled compartment’) lokalisiert (Fu & Maniatis 1990; Fu 1995), und es 

konnte gezeigt werden, dass die etwa 120 Aminosäuren umfassende RS-Domäne von TRA 

nicht nur für den Proteintransport in den Nukleus verantwortlich ist, sondern das Protein auch 

direkt zu dem subnuklearen Spleißregulationskompartiment dirigiert (Li & Bingham 1991). In 

der vorliegenden Arbeit wurden Hinweise darauf gefunden, dass rekombinantes TRA-

LIKEF:EGFP-Fusionsprotein bei Expression in Insektenzellen mit der nuklearen Matrix asso-

ziiert ist (vgl. Abb. 3.18). Das in Säugerzellen exprimierte SR-Typ-Protein SRm160 ist eben-

falls mit der nuklearen Matrix assoziiert und als Ko-Aktivator durch Interaktion mit SR-

Proteinen und dem konstitutiven Spleißkomplex über ESE-Elemente (‘exonic splicing enhan-

cer’) in die spezifische Spleißregulation der prä-mRNA involviert (Blencowe et al. 1998; 

Longman et al. 2001). Dieser Befund steht in Einklang mit der Hypothese, dass TRA-LIKEF 

in der Honigbiene eine ähnliche Funktion ausübt. 

Anders als TRA, das nur eine ausgedehnte RS-Domäne aufweist, besitzt das putative TRA-

LIKEF-Protein zwei RS-Domänen, die deutlich voneinander abgegrenzt sind (vgl. Abb. 

3.16/A). Die Anordnung der RS-Domänen ähnelt der Situation im TRA2-Protein in D. mela-

nogaster (Amrein et al. 1988; Goralski et al. 1989) und MdTRA2-Protein in M. domestica 

(Burghardt et al. 2005), wobei TRA-LIKEF im Gegensatz zu TRA2 und MdTRA2 zwischen 
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den RS-Domänen kein RRM einschließt. In D. melanogaster interagieren das geschlechtsspe-

zifisch exprimierte TRA als Aktivator und das in beiden Geschlechtern exprimierte TRA2 als 

Ko-Spleißregulator zusammen mit weiteren SR-Proteinen über die ESE-Elemente mit dem 

dsx-Spleißkomplex (Tian & Maniatis 1993; Lynch & Maniatis 1996). Sollte TRA-LIKEF als 

SR-Typ-Protein ähnlich wie TRA die Bildung eines Spleißregulationskomplexes vermitteln, 

wäre zur Bindung an das zu regulierende Zielgen mindestens ein Spleißregulator mit RRM in 

der Art von TRA2 notwendig. 

Das vom putativen ORF des männlichen Transkripts abgeleitete TRA-LIKEM-Protein teilt die 

N-terminale RS-Domäne mit der weiblichen Proteinvariante TRA-LIKEF. Infolge eines Stop-

Kodons in Exon 3 fehlen dem nur 170 Aminosäuren umfassenden TRA-LIKEM-Protein so-

wohl die zweite RS-Domäne als auch die C-terminale prolinreiche Region des weiblichen 

Proteins. Das auf diese Weise verkürzte TRA-LIKEM-Protein ist möglicherweise nicht funk-

tionell, weist jedoch im Gegensatz zu dem inaktiven männlichen tra-Transkript in D. melano-

gaster eine RS-Domäne auf. 
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4.3 Das Gen complementary sex determiner aktiviert den allelischen Mechanismus 

posttranslationell und reguliert seine Zielgene posttranskriptionell 

 

4.3.1 csd ist das Haupt-Schaltergen der Geschlechtsbestimmung 

 
Das Gen complementary sex determiner (csd) wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals un-

abhängig von tra-like durch RNA-Interferenz inaktiviert. Die embryonale Repression von csd 

verursachte in weiblichen Genotypen eine vollständig männliche Ausprägung des Somas und 

die Produktion männlicher Keimzellen. Die frühembryonale Inaktivierung von csd ist ohne 

gleichzeitige Repression von tra-like hinreichend, die vom Genotyp implementierte weibliche 

Regulationskaskade zu unterbinden und dauerhaft die männliche Regulationskaskade zu akti-

vieren. Diese übergeordnete Schalterfunktion übt csd in der weiblichen Regulationskaskade 

der Somazellen als auch der Keimzellen aus. 

csd ist wie tra-like in der weiblichen Regulationskaskade der Soma- und Keimzellen aktiv. In 

männlichen Genotypen bewirkte die embryonale Repression von csd weder in den Soma- 

noch in den Keimzellen einen geschlechtsspezifischen Effekt, was beweist, dass csd in der 

frühembryonalen männlichen Regulationskaskade keine Funktion ausübt und nicht aktiv ist 

(vgl. hierzu auch Beye et al. 2003). Anders als im Fall von tra-like waren bei der Repression 

von csd keine quantitativen Limitierungen der Testesentwicklung von weiblichen Embryonen 

zu beobachten. Dieser Befund ist ein Baustein zu der Hypothese, dass csd das Haupt-Schal-

tergen der Geschlechtsbestimmung von A. mellifera ist, dessen Aktivitätsstatus die männliche 

oder weibliche Regulationskaskade initiiert und alle peripheren Verzweigungen des ge-

schlechtsspezifischen Regulationswegs umfasst. 

 

4.3.2 csd weist in einer Kreuzung unterschiedliche Allele auf, die die Voraussetzung für 

einen aktiven Genzustand darstellen 

 
Während die Befunde der funktionellen Analysen zeigen, dass sowohl tra-like als auch csd in 

der weiblichen Regulationskaskade eine aktive Schalterrolle besetzen, ermöglichen die aus 

einer Kreuzung isolierten Transkripte von tra-like und csd Rückschlüsse auf den Mechanis-

mus dieser Regulation. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die in einer Kreuzung se-

gregierenden Allele von tra-like und csd isoliert. Anders als tra-like, das geschlechtsspezi-

fisch gespleißt wird, zeigen die Transkripte von csd keine geschlechtsspezifischen Spleißvari-

 82



                                                                                                                                     Diskussion 

anten. Doch während die in einer Kreuzung segregierenden Transkripte von tra-like keine 

Allelvariation aufweisen, unterscheiden sich die aus einer Kreuzung isolierten Transkripte 

von csd durch singuläre Nukleotidaustausche, Insertionen, Deletionen und in der für dieses 

Gen charakteristischen hypervariablen Region (HVR) (vgl. Abb. 3.13 und 3.14). Die in einer 

Kreuzung segregierenden csd-Allele weisen eine Aminosäureidentität von durchschnittlich 

96.6% auf, was umgekehrt einer Aminosäuredivergenz von durchschnittlich 3.4% entspricht. 

Die lückenintegrierte Aminosäureidentität der hypervariablen Region (HVR) dieser Allele ist 

auf durchschnittlich 64.9% reduziert, was einer lückenintegrierten Aminosäuredivergenz von 

durchschnittlich 35.1% entspricht. Die beobachtete Aminosäuredivergenz von csd-Allelen aus 

einer Kreuzung untermauert das Modell der komplementären Geschlechtsbestimmung durch 

heterozygoten Allelzustand am Geschlechtsbestimmungslokus (Whiting 1943). Infolge der 

durch das Sozialverhalten bedingten Letalität diploider Männchen ist der heterozygote Allel-

zustand in der Honigbiene vorteilhaft und wird durch Selektion begünstigt (Hasselmann & 

Beye 2004). Andere Beispiele für repetitive NY-Motive und damit verbundene Allelpoly-

morphismen sind in der Literatur nicht bekannt. Weitere Beispiele für eine mit einem Hetero-

zygotenvorteil verbundene Allelvielfalt an einem Lokus stellen der MHC-Komplex (‘major 

histocompatibility complex’) der Säugetiere (Takahata & Nei 1990; Takahata et al. 1992) und 

der S-Lokus (‘self-incompatibility locus’) der Solanaceae (Richman et al. 1996; Richman & 

Kohn 1999) dar. 

 

4.3.3 Das CSD-Protein ist ein potentieller Spleißregulator mit an den Aktivitätszustand 

gekoppelten Proteinbindungs-Eigenschaften 

 
In der vorliegenden Arbeit gelang der erstmalige Nachweis des CSD-Proteins durch einen 

polyklonalen Antikörper gegen ein Oligopeptid-Epitop von CSD. Das CSD-Protein ist wäh-

rend der gesamten Embryonalphase aktiv, was dem Transkriptionsmuster von csd entspricht 

(Beye et al. 2003). Mit einer Aminosäureidentität von durchschnittlich 75.4% sind sich die in 

einer Kreuzung segregierenden CSD- und TRA-LIKEF-Proteine sehr ähnlich. Auf strukturel-

ler Ebene drückt sich diese Ähnlichkeit in den RS-Domänen und der C-terminalen prolinrei-

chen Region aus, wenngleich die N-terminale RS-Domäne von CSD im Vergleich zu der N-

terminalen RS-Domäne von TRA-LIKEM/F weniger stark ausgeprägt ist (vgl. Abb. 3.16). Die 

RS-Domänen und die C-terminale prolinreiche Region ordnet das CSD-Protein den SR-Typ-

Proteinen zu und verleiht ihm eine strukturelle Ähnlichkeit zu TRA (vgl. hierzu auch Beye et 

al. 2003). Wie TRA und TRA-LIKEF weist auch das CSD-Protein kein RRM auf. Der ange-

 83



                                                                                                                                     Diskussion 

strebte Hinweis auf eine Assoziation des CSD-Proteins mit der nuklearen Matrix gelang in 

der vorliegenden Arbeit zwar nicht, doch sprechen die strukturellen Eigenschaften des CSD-

Proteins und seine Ähnlichkeit zu TRA-LIKEF dafür, dass CSD an der Spleißregulation be-

teiligt ist. 

Der auf Sequenz- wie Strukturebene augenfälligste Unterschied zwischen TRA-LIKEF und 

CSD besteht in der hypervariablen Region (HVR), die das TRA-LIKEF-Protein nicht auf-

weist. Die HVR besteht im wesentlichen aus einem repetitiven NY-Motiv (vgl. Abb. 3.14) 

und ist maßgeblich für die Längendifferenz der in einer Kreuzung segregierenden CSD-

Proteine im Umfang von 4-16 Aminosäuren (vgl. Abb. 3.16/C-E) verantwortlich. Die HVR 

könnte bei der Spezifikation funktioneller Allele im Kontext der komplementären Ge-

schlechtsbestimmung eine Schlüsselrolle spielen, indem sie eine relative Verschiebung der 

Proteindomänen verursacht und dadurch möglicherweise die Assoziation von gleichen und/ 

oder ungleichen Allelen beeinflusst (Beye 2004). Durch Verschiebung der Domänen könnte 

die zunächst unspezifische Proteinbindungs-Eigenschaft der RS-Domänen die spezifische 

Assoziation von gleichen und/oder ungleichen Allelen begünstigen und csd auf diese Weise 

posttranslationell aktivieren. 
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4.4 Modell der Geschlechtsbestimmungkaskade von A. mellifera 

 

4.4.1 Das Schlüsselgen csd erzeugt das initiale Signal der weiblichen Regulationskas-

kade und reguliert ein wichtiges Schaltergen 

 
Die obligate Heterozygotie am weiblichen Geschlechtsbestimmungslokus, die Schalterfunkti-

on in der weiblichen Regulationskaskade, das Auftreten allelischer Varianten, die Absenz 

geschlechtsspezifischer Spleißvarianten und die prognostizierte SR-Typ-Eigenschaft machen 

csd zum Kandidatengen für die molekulare Entscheidungsfindung in der Geschlechtsbestim-

mungskaskade der Honigbiene. Gene mit einer übergeordneten Schalterfunktion, deren Akti-

vitätsstatus über die Initiation eines komplexen Regulationswegs mit weitreichenden Konse-

quenzen wie die Geschlechtsbestimmung entscheidet, werden als Schlüsselgene (key genes) 

bezeichnet (Schütt & Nöthiger 2000). In seiner durch den heterozygoten Allelzustand verur-

sachten aktiven Form weist csd mit der Erzeugung des initialen Signals und der Regulation 

eines wichtigen Schaltergens eine Doppelfunktion auf, die seine Bezeichnung als Schlüssel-

gen der Geschlechtsbestimmung von A. mellifera rechtfertigen. 

In dem hier vorgestellten Modell der Geschlechtsbestimmungskaskade (Abb. 4.1) ist csd als 

initiales Signal auf posttranslationeller Ebene aktiv und reguliert das geschlechtsspezifische 

Spleißen der prä-mRNA von tra-like oder einem anderen nachgeschalteten Gen posttranskrip-

tionell. Die RS-Domänen könnten eine Protein-Protein-Interaktion zwischen CSD-Proteinen 

begünstigen und auf diese Weise das initiale Signal in Form einer noch zu bestimmenden 

funktionellen Proteinkomplementation erzeugen. Der auf diese Weise aktivierte CSD-Kom-

plex könnte die Bildung eines Spleißregulationskomplexes vermitteln und damit das initiale 

Signal auf ein nachgeschaltetes Gen weiterleiten. Da CSD kein RRM aufweist, wäre bei die-

sem Modell ein zusätzlicher Spleißregulator mit RRM erforderlich, der den Spleißregulati-

onskomplex an das Zielgen bindet. 

Im Falle der Honigbiene Apis mellifera ist das Schlüsselgen der Geschlechtsbestimmung mit 

dem initialen Signal identisch. Für die Taufliege Drosophila melanogaster, die Mittelmeer-

Fruchtfliege Ceratitis capitata und die Stubenfliege Musca domestica trifft dies jedoch nicht 

zu. Das initiale Signal der Geschlechtsbestimmung von D. melanogaster wird durch das in 

männlichen und weiblichen Genotypen unterschiedliche Verhältnis von Numeratorgenen auf 

dem X-Chromosom zu Denominatorgen auf dem Autosom erzeugt, das auf transkriptioneller 

Ebene die geschlechtsspezifischen Transkripte des Schlüsselgens Sex-lethal (Sxl) und damit 

dessen Aktivitätsstatus reguliert (Parkhurst et al. 1990; Parkhurst & Ish-Horowicz 1992; Estes 
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et al. 1995). Aktives SXL kontrolliert auf posttranskriptioneller Ebene das geschlechtsspezifi-

sche Spleißen seiner eigenen Transkripte (Deshpande et al. 1996), der Transkripte von male-

specific lethal-2 (msl-2) (Kelley et al. 1995; Bashaw & Baker 1997) und der Transkripte von 

transformer (tra) (Boggs et al. 1987; Sosnowski et al. 1989). Die autoregulatorische Auf-

rechterhaltung des Signals und die Regulation von zwei Schaltergenen an der Spitze verschie-

dener Regulationskaskaden (Dosiskompensation und Soma) machen Sxl zum Schlüsselgen 

der Geschlechtsbestimmung von D. melanogaster, das seinerseits von einem polygenen initia-

len Signal reguliert wird. Das Schlüsselgen der Geschlechtsbestimmung von C. capitata und 

M. domestica (Cctransformer bzw. Feminizer) ist mit dem initialen Signal (‘Masculinizer’-

Faktor) dieser Taxa ebenfalls nicht identisch. In A. mellifera ist dagegen initiales Signal und 

Schlüsselgen in Form von csd vereint, das zu den Genen des X:A-Signals keine Sequenz-, 

Struktur- und Funktionshomologie aufweist. 

 

4.4.2 Das Schaltergen tra-like wird posttranskriptionell reguliert und ist selbst ein 

Spleißregulator 

 
Im Embryonalstadium der Honigbiene tritt die männliche Spleißvariante tra-likeM in beiden 

Geschlechtern auf, die weibliche Spleißvariante tra-likeF dagegen nur in weiblichen Genoty-

pen. In dem hier vorgestellten Modell ist der männliche Spleißmodus voreingestellt, während 

der weibliche Spleißmodus aktiv erzeugt werden muss. Das Gen tra-like steht trotz seiner 

Schalterfunktion nicht an der Spitze der Geschlechtsbestimmungskaskade von A. mellifera, 

sondern wird auf posttranskriptioneller Ebene durch mindestens ein übergeordnetes Gen regu-

liert, dessen Produkt im aktiven Zustand die weibliche Spleißvariante tra-likeF begünstigt. In 

D. melanogaster ist Sxl das posttranskriptionelle Regulatorgen für tra (Sosnowski et al. 

1989), während in A. mellifera der initiale Signalgeber csd, dessen Transkripte bereits in der 

frühen Embryonalphase nachweisbar sind (Beye et al. 2003), ein plausibler Kandidat für das 

Regulatorgen von tra-like ist. 

In der Modellvorstellung kodiert die durch aktives csd regulierte weibliche Spleißvariante tra-

likeF für ein aktives Protein, das dem SR-Typ angehört. Damit stellt TRA-LIKEF selbst einen 

putativen Spleißregulator dar, der ein oder mehrere nachgeschaltete Gene auf posttranskrip-

tioneller Ebene kontrollieren könnte. Da TRA-LIKEF kein RRM aufweist, wäre auch auf die-

ser Stufe der Kaskade in dem von TRA-LIKEF als Aktivator vermittelten Spleißregulations-

komplex ein zusätzlicher Spleißregulator mit RRM notwendig, der den Spleißregulations-

komplex an das Zielgen bindet. Ein potentielles Zielgen von tra-like ist Amdsx, ein Sequenz- 
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und Struktur-Orthologon zu doublesex (dsx) in D. melanogaster, das auch in der Honigbiene 

in geschlechtsspezifischen Spleißvarianten vorliegt (Daten nicht publiziert). 

 

4.4.3 Aufrechterhaltung des Signals? 

 
Die vorliegenden Daten und das daraus abgeleitete Modell der Geschlechtsbestimmungskas-

kade in der Honigbiene können keine Auskunft darüber geben, wie und auf welcher Stufe der 

Kaskade das geschlechtsbestimmende Signal aufrechterhalten wird. Ein autoregulatorischer 

Mechanismus zur Aufrechterhaltung wäre auf einer Stufe mit geschlechtsspezifischen Spleiß-

varianten vorstellbar, wie er in D. melanogaster auf der Stufe von Sxl und in C. capitata auf 

der Stufe von Cctra vorkommt (s. Abschnitt 4.5). 

Sollte csd nur während eines begrenzten Zeitraums aktiv sein und nur ein transientes initiales 

Signal erzeugen, wäre der von ihm generierte Vorrat an tra-likeF-Transkripten endlich. In der 

Folge müsste das an tra-likeF übermittelte Signal entweder von tra-likeF aufrechterhalten wer-

den, eine Vorstellung, die durch die nachgewiesene Schalterfunktion von tra-like unterstützt 

wird, oder durch ein unbekanntes drittes Gen, das dann ebenfalls eine Schalterfunktion auf-

weisen müsste. Im ersten Fall könnte aktives csd einen Autoregulationszyklus von tra-likeF 

initiieren, indem die durch aktives csd erzeugten tra-likeF-Transkripte den weiblichen 

Spleißmodus der eigenen prä-mRNA begünstigen und damit weitere tra-likeF-Transkripte 

erzeugen. Zu dem Modell einer zeitlich limitierten Aktivität von csd mit anschließender Auto-

regulation von tra-likeF passt die Beobachtung, dass nach der embryonalen Repression von 

tra-like der männliche Regulationsweg dauerhaft eingeschlagen wird, was ein Hinweis darauf 

sein könnte, dass nach Störung der Autoregulationsschleife die weibliche Spleißvariante tra-

likeF nicht mehr etabliert werden kann. 

Sollte csd dagegen permanent aktiv sein und ein permanentes initiales Signal erzeugen, würde 

es beständig tra-likeF generieren und auf diese Weise die Aufrechterhaltung des Signals selbst 

gewährleisten. Für eine permanente Aktivität des csd-Gens spricht, dass seine Transkripte und 

Proteine während der gesamten Embryonalphase nachweisbar sind. 
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Abbildung 4.1. Vergleichende Darstellung ausgewählter Elemente der Geschlechtsbestimmungskaskade von Drosophila melanogaster, Ceratitis capitata und Apis mellifera. 
Geschlechtsspezifisch aktive Zustände sind fett gedruckt. Gene in grün en Bereichen regulieren auf Transkriptionsebene, Gene in gelb unterlegten Bereichen regulie-
ren auf Posttranskriptionsebene. Der M-Faktor von C. capitata ist no harakterisiert und könnte Cctra sowohl auf transkriptioneller als auch posttranskriptioneller 
Ebene inhibieren. Der Allelzustand des Gens csd von A. mellifera wird ranslationeller Ebe ur) aktiviert und reguliert tra-like auf posttranskriptioneller 
Ebene. Erläuterungen zu den einzelnen Stufen und Elementen der Kas he Text. SR-Gen, Gen, das für einen Spleißregulator mit RRM kodiert. Modell von D. mela-
nogaster modifiziert nach Schütt & Nöthiger, 2000; Modell von C. cap ifiziert nach Pane et al., 2002. 
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4.5 Die Modelle der Geschlechtsbestimmung der Insekten konvergieren auf der Stufe 

der transformer-orthologen Gene 

 
Vergleicht man das für die Honigbiene aufgestellte Modell der Geschlechtsbestimmung mit 

den Modellen anderer Insekten (Abb. 4.1) fällt zunächst auf, dass die Gene des X:A-Signals 

und das Schlüsselgen Sex lethal (Sxl) von D. melanogaster in der geschlechtsbestimmenden 

Regulationskaskade von A. mellifera, C. capitata und M. domestica keine Rolle spielen, wäh-

rend auf der Stufe des terminalen Doppel-Schaltergens doublesex (dsx) die dsx-orthologen 

Gene in A. mellifera, C. capitata und M. domestica konserviert sind. Eine weitere Gemein-

samkeit aller Regulationskaskaden besteht darin, dass der männliche Regulationsweg vorein-

gestellt ist und mit Ausnahme von dsx die männlichen Zustände der Kaskadenelemente inak-

tiv sind, während der weibliche Regulationsweg bzw. die weiblichen Zustände der Kaskaden-

elemente aktiv erzeugt werden müssen und selbst aktiv sind. 

Das initiale Signal von A. mellifera ist der heterozygote Allelzustand des Gens complementa-

ry sex determiner (csd), das auf posttranslationeller Ebene aktiviert wird und das nachgeschal-

tete Schaltergen transformer-like (tra-like) posttranskriptionell reguliert. Dieses initiale Signal 

unterscheidet sich grundlegend sowohl von dem initialen Signal von C. capitata und M. do-

mestica, wo ein M-Faktor in männlichen Genotypen das maternal vererbte aktive Transkript 

des transformer-Orthologons transkriptionell oder posttranskriptionell inhibiert (Dübendorfer 

& Hediger 1998; Dübendorfer et al. 2002; Pane et al. 2002), als auch dem initialen Signal von 

D. melanogaster, wo das Verhältnis von Numerator- zu Denominatorgenen die geschlechts-

spezifische Expression von Sxl auf Transkriptionsebene reguliert (Parkhurst et al. 1990; Park-

hurst & Ish-Horowicz 1992; Estes et al. 1995). Die autoregulatorische Aufrechterhaltung des 

initialen Signals erfolgt in D. melanogaster auf der Stufe von Sxl (Bell et al. 1991) und in C. 

capitata und M. domestica auf der Stufe von Cctransformer (Cctra) bzw. Feminizer (F) (Pane 

et al. 2002; Burghardt et al. 2005). Für die Honigbiene kann bezüglich der Aufrechterhaltung 

des initialen Signals noch keine Aussage getroffen werden. 

Die auf so unterschiedliche Weise initiierten Geschlechtsregulationskaskaden der Insekten 

konvergieren auf der Stufe der transformer-orthologen Gene, die mit ihrer RS-Domäne und 

prolinreichen Region strukturell und möglicherweise auch funktionell in A. mellifera (tra-

like), C. capitata (Cctra) und D. melanogaster (tra) konserviert sind. 
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4.6 Die transformer-orthologen Gene weisen eine hohe Evolutionsrate und ein bedeu-

tendes plastisches Potential auf 

 
Die geschlechtsbestimmenden Gene tra-like und csd von A. mellifera teilen wichtige Protein-

domänen und möglicherweise auch die Spleißregulator-Funktion mit den tra-orthologen Ge-

nen von D. melanogaster und C. capitata, zeigen in ihrer Sequenz jedoch keine signifikante 

Ähnlichkeit. Dieser Befund relativiert sich vor der Tatsache, dass das Gen transformer (tra) 

bereits zwischen verschiedenen Arten der Gattung Drosophila eine hohe Sequenzdivergenz 

aufweist (O'Neil & Belote 1992). Die geringen Aminosäureidentitäten von TRA-Proteinen 

nahe verwandter Drosophila-Arten und verschiedener Zuchtlinien einer Art demonstrieren 

eine hohe Evolutionsgeschwindigkeit von tra (McAllister & McVean 2000; Kulathinal et al. 

2003). Die eng verwandten Arten D. melanogaster, D. simulans, D. mauritiana und D. se-

chellia spalteten sich vor etwa 3 bis 0.5 Millionen Jahren auf. Zwischen diesen Arten 

schwankt der Umfang des TRA-Proteins aufgrund von Tandem-Duplikationen zwischen 184 

und 258 Aminosäuren, während der Anteil der SR-/RS-Dipeptide am Gesamtprotein mit Wer-

ten zwischen 15.5% und 19.2% relativ konstant bleibt (Kulathinal et al. 2003). Dieser Befund 

könnte ein Hinweis darauf sein, dass lediglich der Anteil der SR-/RS-Dipeptide, die in der 

RS-Domäne als Vermittler des TRA/TRA2-Spleißregulationskomplexes ein wichtiges Funk-

tionsmerkmal des TRA-Proteins darstellen, selektiven Beschränkungen unterliegt, während 

die Sequenz der RS-Domäne nicht notwendig konserviert ist. 

Die Aufspaltung von D. melanogaster und C. capitata erfolgte vor etwa 100 Millionen Jahren 

(Beverley & Wilson 1984). Das TRA-Protein und das CcTRA-Protein weisen eine Aminosäu-

reidentität von nur 17.9% auf, und dennoch kann CcTRA in transgenen tra-Nullmutanten von 

D. melanogaster TRA bei der Spleißregulation von dsx und fru funktionell ersetzen (Pane et 

al. 2005). Dieser Befund ist ein weiterer Hinweis darauf, dass bei der Evolution der tra-ortho-

logen Gene ein funktioneller Anteil an SR-/RS-Dipeptiden und Prolin-Monopeptiden, nicht 

jedoch eine spezifische Sequenz dieser Domänen selektiert wurde. 

Die Evolution der Hymenoptera und Diptera verläuft seit etwa 300 Millionen Jahren getrennt 

(Grimaldi & Engel 2005). In Anbetracht der bereits innerhalb der Diptera hohen Sequenzdi-

vergenz der tra-orthologen Gene ist es nicht überraschend, dass die paralogen Gene tra-like 

und csd von A. mellifera zwar keine Sequenzhomologie zu den tra-orthologen Genen der Dip-

tera aufweisen, jedoch eine struktur- und möglicherweise auch funktionsorthologe RS-Domä-

ne und prolinreiche Region mit diesen Genen teilen (Abb. 4.2). 
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Abbildung 4.2. Modell der Evolution von transformer-orthologen Genen. A. Aus einem Vorläufergen (prä-tra) 
entwickelten sich in den verschiedenen Insektentaxa unterschiedliche tra-orthologe Gene, die strukturell und 
funktionell, nicht jedoch in ihrer Sequenz konserviert sind. In Apis mellifera führte die Duplikation eines tra-or-
thologen Gens zu den paralogen Genen tra-like und csd. B. Evolutive Distanzen ausgewählter Gattungen der 
Hymenoptera und Diptera, die tra-orthologe Gene aufweisen. 
 
   A. prä-tra  ➔ tra-like  ➔ csd        B.   Apis 

➔ F       Musca 

➔ Cctra      

➔ tra      
 

 

Mio. Jahre 

300 

Nach dem sogenannten ‘Bottom-up’-Modell werden in der Evolution 

den die Gene in der Reihenfolge von unten nach oben rekrutiert (Wilk

Ende der Regulationskaskade befinden sich die älteren Gene mit konser

rend am oberen Ende der Kaskade die jüngeren Gene mit neuer Funkt

tierte Gene an der Spitze der Kaskade regulieren konservierte Gene a

Dieses Modell impliziert, dass mono- oder oligoregulative Genbaustei

Kaskade leichter durch einen anderen Genbaustein ersetzt werden kön

netzte Genbausteine am Ende einer Kaskade. 

In den hier vorgestellten Modellen der Geschlechtsbestimmungskaska

ben dem terminalen Schaltergen dsx auch ein oberhalb von dsx lokal

Form eines tra-orthologen Gens konserviert, das eine Funktion als S

Domäne und prolinreicher Region aufweist. Im Gegensatz zu dsx, dess

tur in allen dsx-orthologen Genen konserviert ist, sind die tra-orthologe

tionskaskade der Insekten strukturell und funktionell, nicht jedoch in 

viert. 

In Übereinstimmung mit dem ‘Bottom-up’-Modell wurde in der Honig

kation eines tra-orthologen Gens das Gen csd als neues Schaltergen an

tionskaskade rekrutiert, das mit der allelischen Komplementierung e

rung erfuhr und damit einen neuen Mechanismus der Geschlechtsb

konnte. Die Neofunktionalisierung von csd zeigt sich in der Ausbildu

Allelvarianten, die in Form des heterozygoten Allelzustands aktiviert

Allele von csd könnten dabei durch Sequenzvarianten und insbesond

Region, die einen vollständigen Neuerwerb des csd-Gens darstellt, spez

rerseits behielt csd als Spleißregulator eines nachgeschalteten Gens die

der tra-orthologen Gene bei, während im Fall seines ursprünglicheren 
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nicht nur die Funktion als Spleißregulator, sondern auch die Aktivierung durch geschlechts-

spezifische Spleißvarianten konserviert ist. 

Zusammen mit der hohen Evolutionsrate belegen die unterschiedlichen Arten der Aktivierung 

und Regulation eine bemerkenswerte Plastizität der tra-orthologen Gene in den Geschlechts-

bestimmungskaskaden der Insekten (Tab. 4.1). Infolge der selektierten RS- und prolinreichen 

Domänen weisen alle tra-orthologen Gene eine Funktion als Spleißregulator auf. Während 

jedoch csd durch den heterozygoten Allelzustand aktiviert wird, werden die übrigen tra-

orthologen Gene durch geschlechtsspezifische Spleißvarianten aktiviert. Von diesen wieder-

um regulieren Cctra, F und möglicherweise auch tra-like ihre aktiven Spleißvarianten über 

eine autoregulatorische Schleife, während die aktive Spleißvariante von tra durch Sxl fremd-

reguliert wird. 

 
Tabelle 4.1. Eigenschaften von transformer-orthologen Genen der Hymenoptera und Diptera hinsichtlich ihrer 
Aktivierung und Regulation in der Geschlechtsbestimmungskaskade. 
 
Gen heterozygote 

Allelvarianten 
geschlechtsspezifische 
Spleißvarianten 

Autoregulation 

csd + – ? 
tra-like – + ? 
F – +   (D. Bopp, mündl. Mitt.) +   (Burghardt et al. 2005) 
Cctra – +   (Pane et al. 2002) +   (Pane et al. 2002) 
tra – +   (Boggs et al. 1987) – 
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5 Zusammenfassung 

 
Die komplementäre Geschlechtsbestimmung der Honigbiene bringt bei homozygotem Allel-

zustand am Geschlechtsbestimmungslokus männliche Tiere, bei heterozygotem Allelzustand 

weibliche Tiere hervor. In der vorliegenden Arbeit wurde der Geschlechtsbestimmungslokus 

(SDL) der Honigbiene vollständig isoliert und die dort kodierten Gene strukturell und funk-

tionell charakterisiert. Die genomische Region des SDL umfasst minimal ~36 kb, maximal ~ 

48 kb und enthält fünf Gene: GB11211, GB13727, tra-like, csd und GB30480. GB11211 und 

GB13727 zeigen signifikante Sequenzähnlichkeiten zu nicht näher bekannten Genen anderer 

Insekten, die übrigen SDL-Gene besitzen keine signifikante Sequenzähnlichkeit zu Genen 

anderer Organismen. Die SDL-Gene transformer-like (tra-like) und complementary sex de-

terminer (csd) weisen in einer Kreuzung eine Aminosäureidentität von durchschnittlich 75.4 

% auf und tragen Signaturen von Duplikation. Von fünf SDL-Genen besitzen nur tra-like und 

csd eine nachweisbare Funktion in der frühembryonalen Geschlechtsbestimmung des Somas 

und der Keimzellen. Die embryonale Repression von tra-like und csd durch RNA-Interferenz 

führte in weiblichen Genotypen zu einem männlich differenzierten Soma und zu männlich 

differenzierten Keimzellen, während die embryonale Repression dieser Gene in männlichen 

Genotypen keinen phänotypischen Effekt bewirkte. tra-like zeigt in embryonalen Transkrip-

ten geschlechtsspezifische Spleißvarianten, wobei das weibliche Transkript nur in weiblichen 

Genotypen, das männliche Transkript dagegen in beiden Geschlechtern auftritt und gegenüber 

dem weiblichen Transkript einen deutlich verkürzten ORF aufweist. In einer Kreuzung segre-

gieren unterschiedliche Allele von csd, die sich neben singulären Aminosäureunterschieden 

vor allem in der hypervariablen Region (HVR) unterscheiden, deren repetitives NY-Motiv 

eine Längendifferenz der verschiedenen Allele verursacht und möglicherweise funktionelle 

Allele spezifiziert. Das Haupt-Schaltergen csd und das Schaltergen tra-like kodieren für Pro-

teine, die zwei RS-Domänen und eine C-terminale prolinreiche Region aufweisen und als SR-

Typ-Proteine eine Funktion als Spleißregulator haben könnten. In der Modellvorstellung wird 

das CSD-Protein posttranslationell und das TRA-LIKEF-Protein posttranskriptionell aktiviert. 

Die Modelle der Geschlechtsbestimmungskaskaden der Insekten haben die Voreinstellung des 

männlichen Regulationswegs gemein und konvergieren bei unterschiedlichen initialen Signa-

len auf der Stufe der transformer-orthologen Gene. Die tra-orthologen Gene der Insekten sind 

strukturell und funktionell konserviert, zeigen jedoch eine hohe Evolutionsrate und bedingt 

durch unterschiedliche Arten der Aktivierung und Regulation ein hohes plastisches Potential. 
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7 Anhang 

 
Abbildung 6.1. Vollständige genomische Sequenz des Geschlechtsbestimmungslokus (SDL). Rote Nukleotide 
indizieren die Sequenzen der Oligonukleotide, die zur Amplifizierung der Marker-Fragmente verwendet wurden. 
Gelb unterlegte Nukleotide indizieren den ORF von GB11211, gelbe Nukleotide dessen 3’UTR. Grün unter-
legte Nukleotide indizieren den ORF von GB13727, grüne Nukleotide dessen 5’UTR. Rosa unterlegte Nukle-
otide indizieren den weiblichen ORF von tra-like, rosa Nukleotide dessen 5’UTR und 3’UTR. Türkis unter-
legte Nukleotide indizieren das 3’-Ende des männlichen ORFs von tra-like, türkise Nukleotide den Beginn von 
dessen 3’UTR. Blau unterlegte Nukleotide indizieren den ORF von csd, blaue Nukleotide dessen 5’UTR und 
3’UTR. Rot unterlegte Nukleotide indizieren den ORF von GB30480, rote Nukleotide dessen 3’UTR. ORF, 
durchgehendes Leseraster. UTR, nicht-translatierte Region. 
 
ACATAACTTGCATAATTCTCAAGGACGAGCATAGCAAGATAATTTTATGTCTTTAGATACATCATCTTTTTTACC
GACTTATGATAAGTATTTTTTAAAAATAAATATTCATCATTTAATTCTTAAATTAGCAAAAAAAATATAAAAACG
TCTTTGGAAATATTTTTATTATCGTTGTTATAAATACAGTTATCTATATATAACCTGTTACATTTCACTAGAATT
TTATCTTTCTAGTGCAGACATAAACCGATAAAATTTTTACACGATATAACATAAACAGCTACTGCTTTAACGATA
AAGATTTTTTAAAGTAAAAAATAAAAATATTTCGATATTTCGCAATCTACTAGATAATACACATTTATTTCTCTC
ACAAAAATTCGAATTATTGCAATTTATATAATTCTAGTCTCGAGCTAGTAACTTTTTCGATACGAATTTCCGGAT
GACACTAGAAGTTCGCAAAATAAGTGGCAAAAATTCGAAGAAGAAGAATTGAGGGAAAAAAAATCTCGATCGATT
AATAGATCGATAGATTTATCGATACAAATTGTCTCGAGAAGAAGACGAATAGGCCGAATCAGTTGGGGAATTCCA
AACGGTGGATATTACTTTTCACTCCGTGATGAAACGAAGAAAACGGCGAAGCGTGAATGCATTTCTCGCGGCACA
TCGGCCACCGTATAATTACACCTTGTACAGAGCCGCGAAAATTTGCTGCTTCCTGCGATCTGCCTCTGCCTCCAT
AAATTCACCGCGTTGGCTCGCTGCCAGCTTTATTACACCACTGACACAACGTTTTCGAGACCCACCACCAGAGCC
GCAACACAGTTCTAGTTGAACGCGAAACAAAACCATTTCCCCCCTTCGTTCTGTTATTACGTTTCACTGTTGTTT
TAGAGAGACGAGGCCTTCTTCTATAGACGGCCCCTATCCCGCGCTCAACTGCCATTTACTTTCGAATAAACGCTT
CTTTAACTAGCACGCGATAGGTGTTCTTTTATTCTTAAAACGCTTCTCTTTGACCGTGCAACGATGGGGAGTGGA
TTGTTGCTAACGTTGTTGGAACGTCATAAATTTTATAACGCGAAAGGAAAGAGAGATAATATTTGAGAGAACGTG
CGTGTAAAAATGAACGATATAGTTGGAGCAATATTTTTTAAAAAAGAAATATTTAAAATATTATCGTATTATTAT
TTTTTCTTTTACATTGCAAAATCAATTTTTGATCTCGTAGTTACGGGATTATTTTTTAACGATAGTTTTCTAATA
TAGATGTTATTAACAAAGTTTAAAGGTTTGATAAATCGATTTCAGAAATTTGTGAAGCGAGCTAAACGCTGTTGG
TGCAAATTAACTGTCAAAGTTTTTAGAATTTATACGTGTATTGGGATATTTCATGAAGTGAAAATAATTTCACCT
TTGTTGTTGTATCGGTGTTGTATCCCGTCGAAACTTTATAGTTAAATAAAGAACTGAAACGCGTTCGATCCATAT
TTGCTCACTTACTTAGACCCATTTTGCTTATAAAATATTTCGAATCGTGTGAAAAATCGTGTTCGAACTCGATAC
AAATATTTTGATCATTAAATTAAATTTTAACAAACCTTCTCCCTTTTCGAATAAAATCGTATTAGAATTCGATAC
AAATATTTTTTATTTTTTATAAAATACTCCTTTTTTCGAATACAAATATTTCGATTACTAAATTAAATTTTAATA
AACCCTTTTCGAAAATCGTATTAGAATTCGATACAAATATTTTTTATATAAATTCTTTCTTCTTTTTTAAATATT
TGAATTAAATTTTAATAAATCCTCCCGTCTTTCGCTAAAACATGATCAATGACATTAATAATAAATTCGAATATT
GTTTATCGTTGCCTAAGTGTCCTTGAAACGAAATGTCCGGAAGTGGAAACTCCCACCATAAATTTCCTTGCCGCG
ATTCCGTTATCTTGAAGCGCACTTTAATTGAAAAGACGCGTTCTCGTTCTAGTCGCGATTAGCATTTCGTGATTT
AATTGCGCGCTCGAGCCTCGTCGATACGATTTTTACACCACTCGATAATATTGAATCGATCGATTTTATTATTAA
CAAGAATCGATTTAACAAGAAGAGGAAAAATTTAATTTAACAGCGATTACAACTATATTTACGATGATTTTTAGT
CGACGAATTCAATCCGTCCCGTTTGAAGAATAAAATAGACTCTTTCGGCAAAGAATTCGAACAATGGAATCCCCT
TTTTATATCGCCTGGCTTCTTCCTTCCTTTCTCTCTTTCTCTTTTTTTTTTTCGTCTGTTTGGCTTGCCAATTCC
TGCAGGTCAGGTCCTTCCGGTCCTTCGTCTACACCTGGATGAATTCCAAAGTTTCTGCCCCGGAGTCAGCCTTCG
ACATTTTTTTGTGCGTTAACAAAGCGAAGGGTCCATCTTCGTTCGTTCGTTTCTTTTCTCGTTCGATCATGCGCA
AATCATTTCATCGTCACCTTATCTCTAAATATTACTAGACTCTAAATCTAGTAATATTTAGAGATAAGTCTGAAT
TTATATAATAGAGAGTCTGAATTTTTTATTGCATATACGCGAAATTATACACTTGAACCACTGATAATCAACCAT
TAATAATAATTCGATATTTTATTTAAATATTTTATTCAATATTCAATTTTGATTATTCGTAGACAGATGTTCTAT
AATCGATGATAATAATAATAATAATAATACAATATTTTTAGATTGAGATTTTCACATAAATAAAAAAAAAAAAAA
ACAAGCTTGTCTAATGGTCAAATTGTTTTCCAGATGGAAACCGAGGTGCGGACGCTCAAGCAAGAGCTGGTTCGT
ACCCAAGAGGCCCTGAAGGTGGCCACAAAGAAATGCCGTGATCTGGTGAAAGAGCTGGACAATCGCACCACGAGT
CACGAGTCCGAGAGGAGTCTTCGGGATCAACAGTTGTCGCGTATACTTCGCGCTCTGCTGGTGCTCGAGGCCCGG
CTCAAGCAGGAGCAGAAATCGATTAGGCAGCTGCTGTGCGAGAAGGACAACGTGATCAGGAATCAACAGCTCGAA
ATCGCGAGGCTGAGACGTTACACCAAGAATTACATCAAATGTAAACGCGAACAGACGCTTGGCAAATCGTCCATG
AAGGTCGAAACGGCGACCGATATCGAGAACAACGATCTTCAAACGTCCAACGTCGATGTAAGTTTTTTTCAATTT
CCTCGATCGATTTCGTCGTTCGATAATTTAATTGTATCGCGTTTAAACTAACCTTATTTTTCGATCATAGCGATG
ATGAAATTCCAAATGTATCTTTGTAAGTCAATATTTTATACCGATTTCTTTACAAATCTTGTTTTTTTCATTTCA
TTCGAAGTAAACTTAACCTTAATCTTAATCTTAATCGTATCGCGTTGATTTAAACTAACGTTATTTTTCGAATAT
AGTGACAATGAAATTCCAAATGTATCTTTGTAAGTCAATATTTTATACTGATTTATACTGATATATTATACTGAT
TTCTTTACAAATCTTTTTTCTTTTCTTTTCGATAATAATAATAATAGTAATTGTCAACGAAGTAAACTTAACCTT
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AATCTTAATCGTGTTGATTTGAACTAACGTTACTTTTCGATCATAGTGACGATGAAATTCCAAATGTATCCTTGT
AAGTCAATATTTTATACTGATTTCTTTACAAATCTTGTTTTTCTTTTCTTTTCGATAATAATAATAATAGTAATC
GTCAACGAAGTAAACTTAACCTTGATTTAAACTAATGTTACTTTTCGATCATAGTGACGATGAAATTCCAAATGT
ATTCTTGTAAATTAATATTTTATACTGATTTCTTTACAAATCTTGTTTTTTCTTTTCTTTTTGATAATAATAATA
ATAGTAATCGTACGAAGTAAACTTAACCTTAATCTTAATCGTGTTAATTTGAACTAACGTTACTTTTCGATCATA
ATGACAATGAAATTCCAAATGTATCCTTGTAAATTAATATTTTATACTGATTTCTTTACAAATCTTGTTTTTCAT
TTCATTTCGATAATAACAATAATAATAATCGTCAACGAAGTAAACTTAACCTTGATTTAAACTAATATTACTTTT
CGATCATAGTGACGATGAAATTTCAAATGTATCTTTGTAAATCAATATTTTATACTGATTTCTTTACAAATCTCT
AGGTTTTTTTCGTTTCATTTTGATAATAATAATAATAGTAATCGTCAACGAAGTAAACTTAACCTTGATTTAAAC
TAATGTTACTTTTCGATCATAGTGACGATGAAATTCCAAATGTATTCTTGTAAATCAATATTTTATACCGATTTC
TTTACAAATCTTGTTTTTTCGTTTCATTTCGATAATAATAATAATAACAATCGTCAACAAAGTAAACTTAACCTT
AACCTTAACCTTAATTTTAATCTTAACCTGTTCATTTTAGGTTAGCTCGAGGCAGGATTGCAGTATTAGTAAAGA
CATTCAGAATTTGAAATGCGAGATAATCACGAAACTGAATCCGTTAGAAGTACCTGTTGCGCTCGACGACCTGGA
CAGGGGGGTGAAGAAAACGCACAGCTTTGCCGGGAGCGACATCTCGAAAACAAGTCTGACGAGCAGCGAGAATAC
GGATGTGTCGATTATCACGACCACCACGGAGGGCAGTCCCTCGTTGCTCAGCACCGAAGGTTTTTGCGAGGGTGA
GAGCACCGACGTATCGCCAAGTTCCACGTTGAATAAATCCAATAGGTGTACGCCGACAATGGTTACCGACAGCGA
GAACGAGACCACGATGATATACGACGACGACGACGACGACGAGGAGGAGAAAACGATGATTATGGAGAACGGTTG
TAAATTGTCGAAGAAAAAGTTGGGGATCGGCAGGGATCGGAGAACGCAGAAAGCGTTGAAGGAAATGGACGTGAT
CGAATCGACGAATATCGCGAGGACAGAGAGCAAGGACGATGGGATGGATTGTAATTTCGCGTCGGGAGATGAACA
GGAGAGGGAACAGGAACCTATTTACGTAAATTCTTTCAACGAGACAAATTCGAGGAACCATGCGGAAAATGTAAT
CGCGCCGAAGATGAACGAGGATTATAGTAATAATAACGGCAACAGTAATAATACCGGGAACAATAATAATAGTAT
GTGAGTATTTGTTTCTTGAAAAAAATGTAAGCATAAATGCAAACAATGTTCGTTATTTACTGTATATATATATAT
ATATTAATTATTGTAAAATTAATATTCATAATTGTATTTGCATAGATCCTTGAAAATGGAAATGGAAGAGCATAA
CGTGGAAGATACCAGCGGGAACTGGTATAGCGATCCTGACGAAGATAAAATGAACGATGATGTTTTCAGGCAGCA
TAGCATGTATCGACCGAATAGCAATCATAATTCCGTTTTGGAATGCGTTAATCAGATCCTCTTGCGTGATATGGA
GGACGAAGAAAACATTCTTTCAATGTCCAGAAGATTTAAGCATCGAGGGAGAATTGTACGGTTTCAACCGGCTAA
ATTGTCGGACATCGAGTCGGTAGGATCTGAAATGGAAAGGAAAAACTCCGAAGAAGGTATCATAGAAAAAGAATC
GGTTGACAACGAGTTCACCGATGTTCCTACCAACAGTTTCGAACCTACTGCTACGGAAGACGAGTTTGGAATGAG
CCTTACCCAAAGTGTTTCAACTTCAAACGTTACAACCACAATCACGAATCACGTCGAGTCGAGTCTTGAGGAAGA
ATCGGAAGAAGCAAAAGCTATTCCAATTGTCATTATAGAGCCAAAGATCAAGATGGAAGAAACGAGACACGCAGC
TTTCCAATCTTCGCAAGTATCGCAAAAGATCAAAACATCTGTAAACGCCTCGAATCCGCCTTTGAAATTGGAACG
AATCGAGGAAAAGACTTGTTTACAGATGTCTACAAAGGGACTAACTATAGCAAAAAATTTAGATTACGAGGATAT
CGAATCGCTCCCGGAAATTATATCACCACCTCCTAAAACACCTCCTGCCTTGCCCCCGAAACCACAGTTTAAAAA
CAACACGTTGATCTTGAAAAAAATTCCTAGTCCTTCGTTTCTGATCGATGAGACACGAAAGAAACAACAACTCCT
TGAATCCGGTTCGTCTGAACACAGCAAGAAGATATTTGGCTTTATATCCTCTCCTTTAAAATCTACAGGGATTAA
TGTATCGTCTGCAAGAAGCTTAAATTTCGATGATACGACTAATAAAGGTACAGGAAACAACGAAGAAGGGAACTT
CTGGAAGAACAGATTCAACAATGTTCGATCCTCCTTTCAAACGCGTCAGAACCACGAGATTAGTGGAGAACAAAT
GCGAAAAATACCCAAAGTCACCAATATTGTTCGTCATTTTGAAGAGTTTAAAATTGGTGGTGATTCGGAAGATCA
AGCAAAGAAACGCACGAAAACGAAGGAAAAACACGTCCATTCGGAATTCGATCAAGAATTTGATATTAGACAAAA
TTTTGAGGAATTCAATTTGGATGAATGTGATCTATCGGATGATCCAGATAGACCGGAAGGCGATGGATCGGAAAG
ACTTGGCAATCTTGGGGTAACAATTAGTCAGAATGAGAAAACTGCTGCAACCAAAGACAATAATAATGTTCCTCT
TGCTGCGAGCAATTCGAATAGCGGTTACGATCACTTTCTAGAAGCAACAGGTCTTAGCAACAAATCCATACTGAC
TCCCTCAAGGTTATTGAGTAATCATAAGAGCATGTTAAAGCCGAAAGATGTAAAATATAAGAACAAAATCAAAGC
AACAGCTGTTATGGAAAAACATGGTGTTTCCACAACGAATACTACTCATGTTAGACATTGGACAGGCCCATTTGT
CTGACGATTGGCACAAGTTTTTCCAAAAAATCTATTCCGACAAGAAACACCCGACGAAAGAAGATAAATTAGACA
AATATGATCTATATTAACGAAAGTTGAAAGAAACCGTGGTTCAAACGAAATTCTTCTTTGTACATGAAATATATA
ATTTCGTGTAAATTATTATTAATATTTTCTTTTCTCTTTTTAATATTTTATCAAATTTTTTGTTATTAAAGAAAT
TGAAAGTTAATTTATTTAATTAAATTTGAAAAATACTTTTATGTATTGTATATTTTAATGAAATATGTCCTACTT
ATTTAAAATATTAATACGATTGACAAAATAATTAATTGAATGATAATTGACAATATTATACATACATTAATATTT
AGTTTTTTCGCTGTAAATTGCAATTAGTACTTTATTTACTATGGAAATGTTTTTATGAAAACGTTTTTATTTTAT
TTTCTACTGAAAATCCTGAATAAAAAATTGAAAATGTTAAATAAATAATATTGTTATATTGTATGAAATGAAACA
AATAGACAAATTCATTATAATAAAATATGATTATATAAATTTAAATTATTATGTTTTTACTTTAACCCGTAATTA
CACTCATGTTATATAACACTGTATATAAATTTACAAAATTTTAAATATTTCAATTGATCGTTATTTAAATTTTGA
TGAATGATATTTAAGAATCCGTATGTATATAATTATTAATTAATTATTTGTTGATTAAATAGTATAAAAGCAAAT
CATATGTATTTTGTAAAAAGATTAAATATACACAATGACAAAAATCAGTTCGAGGATAAAAATAAAAAAATGTAT
TTTTTTTCGGAAATAAAATTAAAAATAATTTTATTGAAAGATTTTTGCGTTTGATTAAGAAATAGGAATACACCA
GTATAATATTAAGTATTTTATGACGATTTATAAACAACTAGAACATATGATACAATTATATATAATTTCTACTAC
CTATAAAAATACAACGCAACTCTATAAAAATACAACGCTAACTGTCACTGGTATCAAAATCTAAATAGAATATGG
AAGAAAAAAGTACTTTGGAAAATGGACAATATTTAAATTCAAACATTTCATCGGTAAATGTTTTAAAAGGATTCC
ATTTTCGCAGATTAGTATGAATCATTCGTTCAGGCACTCTATTACACTTGGCTAGTGCTACATTATCAATACAAA
TGTATAGACATAGCTGAAAAATTGCATGAAGAATCACACAATTAATTTGGCACAGTGGTTTCTTCAAGTTTCTCT
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CTCTGCACGAAAGTCATAAAAAAACTAAACAAAAAAAAAATAAAATAAAGAATAAGAATATTAAATGTATTAATT
AATATTTAATGTATTAATAATATATTAATAATTAATATAAAAATGTATTATTATATATTTTAATCTTACCTCTTT
ATCCAAATTTTCTTGAGTCCAATTTTTAATTACAGGAAGTTTATTCTGTAAACGATTAATTGTAAAAAAAACATA
ATGAACATGAAAATACAAATTTTTGTAAAAATAACTTACAGTAGAAGAATCAGAATGAACACTAAGACGTGAATT
TAGAATAAATGGAACTCCATCTAAATCAGAAGATCCTGGCAGTGTACCATAAATTGATGTAGAACCAGTAATTAT
TGACGTAGGAGGTTGTGGAGCAGGTCTAGTTGGTCTAATTCTTGCATTAGGATTCAAAATTTCATAATCTCTATC
ATCAGATTCTTCTATATCCTTTCCTCCACTTCCACTAATTTGTGGATAAACCCCATTTGTAGGTTTTGGTGGTCT
TTCAGGAGGTATTCTATGGGATGTTCCATTTGATGAATTTGGAGAAACACTTTGAAGTAAACTAGATAAAATATA
GTATATAATAATTATTATACAAGAATATTATATAAATATATTCTAATCTTAATTTCTAAAATAAAATGATTCATA
CTCTATATTAACATATGATTGTGAATTTGAATTTTCATTTACAATATCCACAGTTTTATAGCAAACACAAACTCC
ATTGATAATACTGAAAAAAAATAAAGATGAAATAATTAAATTTTTATAAAATTTTAACATATTTATATATATAAA
TATATATATATATATATATATATATATACCCAGCAGCAATAAATCCGTTTGGTGCCATTTTGGATGTATTATAAA
CTTTATGTATAAGTCTACTACATATGATAATATCAGTAACTGCTTTTGAGCATAATTCTTTATTTTTAATTTTAT
AGCACACCTGCTTTTTTCTCCATGCTTTCTGCACTAAAATTCATTACTGCAATGTATTAAATGAAAATATTTTTT
TAATAAGTGATATATTAATCACTCTTACGTATGCTCACTTGAATCTACAGTGTAAGAAATTATGCTGTATCCTTC
TGGAGGAGTATCTCGTTCATTAATGACTGCTATATCTTCAACAACACACTGAGGTAAACCTTCAGTCTTTGAAAA
ACATATATATCTACCTTTTTTTTTAATAAAAAGCCCACTTTCTCTCCATAAATCAGCATCAGTATCTTGATCATA
CGTTCTTGAAACCTAATAGTAAAATAATAATCCATAATTTTGATTATTTTGTGATATTAATTGCTTAATAAATAA
AATTTAAAAATAATTATTTGAATTAAAAATTTAAATTAATAATGTAAATAATTATATGTAAAATAATTAATTTAA
AAATATTTTTATAAACATTAAATAAAATATGATAAAAAATATAAATATAATATTCTCTTATAACATACCACTGTA
AAATTTGGTGGACATTTATCTATATCTTCAACAACACTAATGGCTGTGATTGGTCTATCATCAGGTAGCACTGAT
GATAACTGATGAACCAACATCTTGTTGCAATTAGTCTTTTTAGACATTATTGCAAGGCTGTTAAAAATATATATA
TGTGTATATGTAACTGCCTTTGTTTCCTTTTCTTAATACATATTAATTTACAGATATTAAAATGTTTAATTAATT
AATTTAAATTTACAGATATAAAATATTAAAATGTTATTTTGTGTATAAAAATTATAAATTAATAGCTATAATCTT
CTAATTTACAGATTTTATAATATATTTATTATAAAAAATTAGTTTTGTTAGATCGATTATGAAACAATTTGATAT
TGAATATCACAGAAATGAAGAAAAAAAAAATAAACAATTCATATAATCGCATAATTAATATCATAAAATATAAAA
AATATATTTCAAATATCTTAAATTCTTAAATTCTTCTATCTATTTAATTCATTATATCTTGATTCATCAAAAATG
CGAATAATATAAGTATATGGATTTCCCTTACTTTATCTTGATGACCTAATTTCGATCGGTAAAAAAATTTAAAGT
AAAAATTTATAGTAAAAATTATTTTTAATAAATAAATGTCAATTAGACAATAGTTTAGAAATGATAATCTTCAAA
TGAATAGTAATGAATAATAAAAACGAATTCTTATATTATTTATACGTTATATATAGATATAGATATATTTATATT
ACATATATATAGATATATTATATTTAATATAATTAATTTGTTAAATACTTACAGTAAGTAATCATTATATTTAAT
AATTATCAATCATTTACACTATTTTTCTTAATTTAGTTACCTTTGTAAATTTTGCACGATACAAATTTACAAATT
CCGTATATTTGTTATGTTATTTGTCATACTTTTAATTAACAAATCAATAAATCTCAATAGAACAAGATAACAATT
TACGATCGAGTCACGATTGACTCGTATTTCCTTTGACACGCAATCGTATTCTTTGAAAGATTTGTTCGTAATACT
GTAGAACGACTAATTAATAAACAAGGGGGAAGGAAAGAACTAAGGACTGAAGAGAGAAACGGAATAGAACAACAA
AAAGAGAGAAATAAACCTATTGAAAGGAAGATAAACGTGTGTGTATATGTATATATATGTATATACAATCAATTG
TTCCTTCACTATTAAGTACTTTACATTCACATATTTTTAAATGATACTAACTAAAAAACCGATAAGATAGCCACC
GAAGCTCATAAATAATGACACTCATAAGAATTGCTTTCCTCCTTTGTTTTTTCATTGAATGTTTTAACTAAATTG
ATATCATTTCGACTACCACCATAACCATAATAACTGCCATCTTAACTGACTAGGGTAGTGTGTTCAATAAGCTAA
CCTCTGTTTCCGTTTCTTTTTTGCCGTGAAACGTTACGGCGTTTTTCTTCGTCCTTTCTATAAGATTTCTTCTTG
TCAGATGTTTACTTAATCATATATATTCAGGTTTAAAATGATCTAATCCGTCCTCCAAGCAATAAGAAAATGCAT
AAAAATCGTACACCACTCTCTTATCAGCATACTTATTGTTTAATTTATTTGTAAAAAAATATGTACACAATAAAA
TTTAAATGTATAATACTATAATATTTTCTCCATGACCATGGCACTCACAGCAGCTTTGATACTGAAAGAAACATC
ATGGCGTCTTGTTTATCTTTTGAATGTTTTTATAGATAATTTTTTAAATTAATTTTATAATGATTATATATATTT
TAAATTGAAAAATATTTATAAATAACATATATCATATGTTTAAAAATTTTTTAAATATTAATTCTTAATATAAAA
AAATTCTAGATGGCGTTGCAACATTTTCATATACCAATCATTTGTAAGTACAATCTATAATACACTACTTGTTAT
TTGAATTCCAATATCAAGTTGCATTGGATTGACTTAATCTTCTAAAAGAAATTTACATATGAAATAATGATATAA
TAAATTTATTTTGGTTATGTCATAATCTTATTAGAGATTCTTTATTATTTTATCTATTATATTATATTAAAATAA
AAATATTAATAGTTACACAAATATTATTTTTCATATTTCGTAATAAAATTTAAAAATTTTTTATTATCTAATCTT
TGAATTTATTTTTGATCATATAATAAATTCATAATACTGTTCTATGCATTAAACTATTATAAAAAAATTTGTATT
AATAATAGCTTTACTTTATTAACGATAGATTTTTAAGGTAAATTTAAAAGTTTTTTTTTTAAATCGAAATTTCAA
CAGAAATAAGGTAAAAAATTTAACTTTAAAAGGTAACTTTATTAATTAACAAATATCAGAAAAAATTATTGATAT
TTTATATTTTACTTATATTTTACTATAATCTTTCTATCATAATTATAATTTCTAAATATTTAAATATGTATAATA
TGTATTTATATATATATATATATATATATAATATGTAATGTATAGTAATTTATATATATTTAATTTAATTTGATT
TTTGAGATTATTTCTTTAATATTTTATAATGTAATCAAGATAAATTTCCACTAATAAATATAATTATTCATAGTA
ATGTTTGAACGTTAATGTATGTTTAGTAGAATATGCTATTATTATAAAACTGTTATAAAATATTACTATTATTAT
TATTAAAAGATACAGAATATTTGTTAAAAAATATTATGTTATAATTGTTAACACAATATAGGTATTTTTCATAAT
ATTAGTTACAATATAATAAATTAGTTATAATAACAAATTGATAAATATTCTCAGTAAATATAGAAATATTATACA
TTATAAAATATTACAAAATAAATATTGCTTTTTATTATATAAAAAATACAAAATATTGTTAATAAATGGATAATT
ACAAGTTGTTAATACAATAAAAAAATATCAATTTAATTCGATAAATAGTTATAATTTGCAGTTATAATTTGCAAT
AATTTGCAAATAAAAATAAATTCATAAAAATAAGCAATTGATACAATAAAAATGCAATTTTTAGTGTTGATTGGT
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TAAAAAAGCATACAATATAGTTTACATAGTTCATATACAATATAGTACATAGCAACTTCAATTTTTCCTTTGGAA
CCTATATCTATACTAATAGAACATTTAAAAACTTTTAAAAATATTAAAAAATTTTATTGATAATCTTATTTTTGA
TTAGTCAGTTTTGAATTATCAGTCAATTTTGATAACTAATCGTACTAAAGTTAATAATATAAACAATAAAAAAAA
AGAATAGGGTTTTTAAAGTTTTTCTATTAGCAGCAATGTACGCGTGAATGATTTATATGTAAGTATGTGTATACC
TTGAAAATTTAGAGAATTTTTATAATTTTATTTTATAACAATGTTTGTTCTCTTTCATTTATTATAATAATATTA
TTATATTAATTATATAAGATATTTCCTTATACATCGTATGATGTAATGTACATATTTAAATCTTATTATATTTCT
AACCTAAAACAAGATTTGCAGATTAAATTTCATAAATATATATATATATATATATATATACTTCTTCGGTATTTA
TCATAAAAATGAAACGGAATACAACAAATCATTCGCATCATGATGAGAGATTTAGACAATCACGCAGTGAAGATA
GCGAAACTGGTCTGCGTTCAAGAACACAAGAAGAACGATTACGACGTAGACGCGAATGGATGATACAACAAGAAC
GGGAACGAGAACACGAAAGATTGAAGAAAAAAATGATTTTAGAATACGAATTACGACGTGCTCGTGAGAAAAAAT
TATCGAAAAGAAGTAAAAGTAGATCCCCAGAAAGCCGAGGTAGAAGTAATGCATCAAACACGTCTAAAACATTTA
TATTATCTGAAAAGTATGTATGAATAAATTAAATAATTTTTAGTTTAGTTATTTATATAAAATTATTTTAAATAT
AAATAAAAATAGAATTTAAAAAACATTTGAATATTATAGAAATTATGTTATATTAAATATGCAATATAATTTGAA
AAATTGTAAATAAGTACATAAAATAATATAATGTAAAATTTCCAATATAAGATATATTATTTTTATATGTAATAT
TCAAGAAAATTTAATTTATAATTTTTACATGAAGTTTATTAGATAGTTTATTATATTTCATATAATAATTCCTTT
TTTTAAATAAAAAATTATTTTATACCGCAGATTAGAATCTTCAGATGGTACATCTTTATTTAGAGGACCAGAAGG
TACTCAAGTTAGTGCAACAGAACTACGAAAAATTAAGGTAGATATTCATAGAGTTTTGCCAGGAAAACCAACAAC
AACATCTGATGAACTTAAACGGGATATTATCAATCCTGAAGATGTGATGCTCAAAAGAAGAACGGGTAAAATGTT
ATTTTTGTTTTGATTATTAACAATTTAAAAATTTATCATCATTCATAAAAAAATAGCAAAGGTATGTATAAATTC
AGAGCAAAAGACTAATTATTTCATCAGAGAAAGATGAAACTTTTTCAGCAGAACTCGTCAAAATGTATGTAATAT
ATGTAAACTCAACATTGAAGATGACTTTAATCATTTTTTTAAAAATATAATTACTAAATTAATAAGTTTTTTATA
AACTAACAAATTTTAATCTTTTGCATTCCGGGCCTGTTTCGTTCGATCGATCCGAGTAACTTCAGATGATTTGAA
TCCGCGCGTTCGGTGCATTTTGCGGTGCTGGAATCATCGTTGAAGTTATGGCATTAATTCAAGTGGTAACTGAGA
GTCACCGTTGGAGGGCAAAGAGTTAAGCTTTATAATATTAAATTAAGATTTTTATTTTATTTTTTTTTTATTAAT
TATCTTTTTTTATTTATGATCAAATATTAATTTTGAATAATACAAATTTTATTTTACTTATTTTCAAATGCAACA
TTTGAAGAATTGTAATATGTAAATATAAGTTTCTACAAACAAGAAAAATTTATTGTCATATATCTTTTATAAGTG
AAAATATTTTATGAAGTTAATAACATATTTTTAATTCATCAATGAAGAAAATTTGGACAATGCTGGATCAATATA
TTGAAAATGCAATGTGCAATATGTAAGCACAATATCATTTATCTTAAGTATTCTAAATACTTTTATTTATTTCTT
TGCAACAATTGCATAAAATATTATGCTTTTAGAATATTAATAATATAAAAATAATTATATTGTTATTGCTGTTAT
ATTGTTATTAAAAAACAATTTCTTTAAAAATATGCTTTAAATTTTTGTTTTCTTTTATGCATTCTATTTTATGCT
TTTAGAATGCTTATATATTAAAAATATATAAAAATTTATTATAATTACTATAATTATATTAATTATAATATATTA
TATTTATTATAGTAATTATTATATATTACCACTAAATCATTAAGTTTTCTTCTATAGAACTTATAACTTGCAACA
ACAGATCATTTAGAAGCTTTGCATTAAGTTTGCATTGCATTTTATCAATATTAATTTTATTCTTGATTGATTATA
TTATAGTTTTTTTTATTCCTGCTTTTTTAATTAGTTACAAAATTATACTATTCAATTATATTAAAATATTCTATC
TTTATTAAAATTCTTCTATTAGAAATAATTACCATGTATATATATAAAATGTAGAAAATTTTTATAATTGCATTT
TTATTTATAATTTATAATTTATTTTCTTTTATTTATAATAATTTTTGTGTATTGTTTTATATATTGATATGTATT
TTTTATATATCATTTGATCTAATTAGATTTTATTATATTTCCAACATAAAAAAAAATTTTTCAGATTAAATTTTA
CATATATTCATATATTTCTCTGATATTTATCATAAAAATGAAAAGAAATACATCAAGTCATTCGCATCATGATGA
GAGATTTAGACAATCATGCAGTAAAAATAATGAAACTGGTCTGCGTTCAAGAACACAAGAAGAACGATTACGACG
TAGACGCGAATAGATACAACAAGAACGGAAACGAAAATACGAAAGATTGAAGAAAAAAATGATTTTAGAATACGA
ATTACGACGTGCTCGTGAGAAAAAATTATCGAAAAGAAGTAAAAGTAGATCCCCAAAAAGCCGAGGTAGAAGTAA
TGCATCAAACATATCTAAAACATTTATATTATCCGAAAAGTATGTATGAATAAATTAAATAATTTTTAGTTATTT
ATATAAAATTATTTTAAATATAAATAAAAATAGAATTTAAAAAACATTTGAATATTATAGAAATTATGTTATATT
AAATATGCAATATAATTTGAAAAATTGTATAAATAGTAAAGTACATAAAATAATATAATGTAAAATTTCCAGTAT
AAGATATATTATTTTTATATATAATATTCAAAAAAATTTAATTTATAATTTTTACATGAAGTTTATTAGAGTCAT
ATAATAATAAGTCATATAATAATTCCTTTTTTTAAATAAAAAATTATTTTATACCGCAGATTAGAATCTTCAGAT
GGTACATCTTTATTTAGAGGACCAGAAGATACTCAAGTTAGTGCAACAGAATTACGAAAAATTAAAGTAGATATT
TATAGGATTTTGCCAGGAAAATCAACAACAACTGATGAAATGAGATATTATCAATCCTAAAGATGTGATGGTCAA
AAGAAGAATGGGTAAAATGTTATTTTTGTTTTGATTGTTAACAATTTAAAAATTTATCATCATTCATAAAAAAAT
AGCAAAGGTATGTATAAATTCAATGCAAAAGACTAATTATTTCATCAGACGAAGAAACTTTTTCAACAGAACTCA
TCATTGAAGATTGACGCAATATCAAAATTATTGTGATATTATAATAATCATCAGAATACGATATCGAAATGAATA
ATTAATGAAAATATTTAAATAATAGATTAAATTTTAAAGTAGTATATTTTTTTTCATTTTTTTTTAATTGCAAAA
ACTCGCCAATTATATTTAAACATTTTAAATATTTTGAATTAAGAAAAATTTAAAAAATTCAAAAAATAAAATTTA
TACTTGTATATTATATTTATATTATTAATCAGATATATTTAGATTAAATTAATAATAAAAGATTAATAATATTTA
AGATATAATGTATTAGTTCATATGATACAATTCATTAAGAGAGGAATATTTTAATCATCCTGGAAGATGATTTTG
TAATAGCAATTTTATTTTATAGATTTTTTCTACTATAACTTTTTTATGTAAAAATTTATTATTTTTTAATTAAAT
GTTTAATAAAAAATAAAATATTAAATTTTTAAAGCTATATATAAAGTCAAAAGATTAATTATTGCATAAGAAGAA
GATAAAATTTCAAAGGAAGATAAAACTTTTTCATCCAGAACTCATCAAAAATATATTATTAAATAAAAATTTTAT
TTAACATTATTTATTAAAAATATATTAAATATATTATGAATTCAACATTGAAGATTGATGTGATATCAGAATTAC
TATAATATTATAGTATCATCAGAATAATACAATACTGAAATGATTAATTAATATATCTATTAAATTTTCAAGTAA
TAATTTTTTTTTGTTTTTTTGAATTACAAAAATTTGTCAATTATATTTAAACAATTCTGAATTAAGAAAAATTTT
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AAAAATTCAAAAAATAAAATTTGTGCATCATATTTTTTTGTATATCATGTTTATGTTATTAGTCAAATATATAAT
ATAAGATAATAATAAATACAATATATTTTTATCAAGAGAGGAAGATTTTAATCAGAGATGATTTTATGACTTTAA
AATAATTTTATTAGATATGGATTTTTTCCATAACTTTTTTATGTAGAAATTTATTATTTTTTAATTAAATATTTA
ATAAAAAATGAGTTGATCTTCTAATTCAAAAAAAGCACAAAAAAAATTAAAAAAATACATAATATAAAATGAAAA
ATATATATTTCCATAAATTTATAATTTGGATTTATGTATATCATTTTATAACATTTAATATTCAAGAAAATTGTA
AGCTATATATAGTTTGCTAAATTCTGAAAAGATATTTTTATTAATAAAGATTGAATAAATTATGAATTTATATAT
TTTTTTGAAAATATGAAGCAATGAAAGTTTGATTAATTATGATATTCATATGTCTACATCTATATTTTTAAATTA
TTATATAAAAATAATAATACAAATGATATGAAAAATAATTATTGTTATCTTTTTCATAATTTGTAGCTAGTTTAT
TTATATAGTTTCATATATTATTTATATTATTTTATTATTAAAAAGATCTGGCTTACAATTGTTAAGAAATAGTCA
ATTTATTTATGTATGAATCTAAATAATATGATTTTTATTTCTAAAAAGTTTTAACTAAAAATTTAATTATAGGAG
AAGGATCTAAGCCTATATTTGAAAGAGAAGAAATAAAAAATATATTAAATAAAACAAATGAAATTACAGAACATC
GTACAGTTTTAGCTGTAAATATTGAAAAATCAGGTATATTCTTTAAAATTAAAAATTAAAAATATAAACTTTTTA
TCATTATAACTTAAAATTACATATAATTTTAGAAAACGAAACTAAAACATGTAAAAAATATGCTATTTCGTCAAA
TTCTTTAAGAAGTCGAAGTCGTAGTTTTCAACGTACATCATCCTGTCATTCCAGGTTTGTTTATGTAGCGATAAT
AATATTGAATTGGTAATTATATCTTGTAAAGTAGCAAAATTGATACAATAATTTTTAGTTATTATTATATAAGAT
TATTGTATTATATTTATTTAGAAATTTTTATATATTGAATTTAGCCGAAATTGATCTTTATATAATTCCTAAATA
AATATAATACATTATGTTTTTTATAACTAAAAAATATATTAATTAATTATGTGAACGATATTCAAATTTATATTT
TACATATATTTTTGTTAAAAATAATATTATATAAATTTATACAAATTTTAAAATATAAATTTATAAAATCTTTGA
TATTTTAATATTTTTTGCTAAATGAGTACTAAGTAAATTTTTTATTATTTTATTGATAATTATTAAAATTTATTA
CTAGCATATTTTTCTTCATTTGGCATATAATATAAAATTTTTAAATATATTTTTTATTCAGGTAAATATAATATA
ATGTTAATATTAATGTTTAATAAAAATTAGAAGTAAAAAGAAGATAAGTAATATGAAATTTTTAAATTAATTGTT
ATTAAAAAAAGTTTTAAAAAAAATTAAAATATTTAATTTTAATTAGTCATTAATCAATAAGAATTAATAAATGAG
AGATTTAGATTTCTAATTTACTTTTATATAAATATTTATATACTTAGATAAGAGGAGAAAAAATTTGTGCAATAT
AATATTGATATATGTATAATAAAACATAGAGTATTATATATTATAATAAATAATAAGGATTAAGCATTATATATT
ATTATTAACAATTGTTAAATTTAACAATATAATTAAATATATCTAGAAATTAGATTTTTTATTAATTCTTATTCT
TTTTTAGATATGAAGATTCAAGACATGAAGACAGAAATAGTTATAGAAATGATGGGTAACATAATGCTTATAATT
TATATATTTATCTAATATCTTTATATTCTAATTTTATTAAATCATTAAATTATATTGATGTATTGTTCAGGGAAA
GAAGTTGCAGTAGAGATAGAAGTAGAGAATACAAAAAAAAGGATAGACGATATGACCAATTGCACAATGTAGAAG
AAAAGCATTTACGAGAAAGAACAAGTCGTAGACGTTATTCCCGTTCAAGAGAACGAGAGCAAAAGTACGTAACGA
GATACATGAAATATGTAATATTCGTATCTCTTTAAAAATTTCATATTTAACTCCTTAACTTACAATCGTATGAGA
GACATAGTCGATTGAGCTAAATCTAAACAACCGTGTAAGAGACATGGTACAATGATCGGACTGCGCGCGATGAAC
GCTTACTAATTTTCTTGACATTCGGACATACAGATATATTTTCTTGAAAAATTATTAAAAAAATGCTTTTAATAA
TTTTAAAAACGTTGTCGAAAAGTATATTAAACATCATAAGACATGTGATTTGAACAACTTCGAAAGTTCAATCAA
AGCGTGAAATGGCATGAGACTGACATTCTTATTGTTTATGGCACGTGCTATTGGAAATATAAAACAAGGGACTTC
AAATTGAATTTTAATTAAATATTTTATTACAGATCATATAAAAATGAAAGAGAATATCGAGAATATCGAGAAACA
TCGAGAGAAAGATCTCGAGATAGAAGAGAACGAGGAAGATCTAGAGAACATAGAATAATTCCATCTCATTATATT
GAACAAATTCCTGTTCCTGTTTACTATGGGGTAAGTATTTTATTTATCTTCAATATGAAAAAAATATCTTAAAAA
TATTAAATTTTATTAGAATTTTCCACCAAGACCAATAATGGTTAGACCTTGGGTTCCAATGCGGGGTCAAGTACC
AGGATCTAGACATATTGGTCCACTAACACCATTTCCACCACGATTTATTCCTCCAGATATGTATAGACTTCGTCC
ACCTCCAAATCCTAGTATGTTTATAAATCTATATAATATATGTATATAAAGTGTTATATTAATTTTTTGTATTTT
ATTTAGGATTTGGACCTATGTATTAATGACAAATATGAAAATTTTATAATATGCCAATAATGAATAATGAATTGA
ATAATATTGAATAATGAAATATGAGATGACATTTGATAAAAAATAAGAATTCTAAAATTTGTCATGATATATCGA
AATTGGATAACTAGCAGCTCACAAGTCAATTGTATATTATTTCGTTTGTTCAAAAAAACTGTAAAAAAAAGTCTT
CTTTTATACCTCTAAAAAATTTTGTCTTTAAATAATTCAAGAATATTTTCTTTATTATATAATACATAATACTAC
ATAATATATTTTTTTAATTCTTTCGCTATTCACAATCATATTTTATATATTTTGTTTTACATAATTATATATGTA
ATAATGGTTAGTATGTTCATGCTGAAAGAATCAATTAATTAAGAGTAGAAGTCATATAGTTCCTTGAAGAAAATG
AAGGAAACTATTTAATCGAAAGTCGGAGAGCTCGCAAAAAGTTAGTGAAATATATATTAAAAATTGGCTGTATAT
ATTTACAATTTAAGATAGTCAATGTATAAGATATAGAAACACTGTAATTTTTTTAATTATTATGTTATAAGAATT
TTGAAAATTGTAAATTCTTATAAGTAATATATATATATTATTCATTGATATAGCAAGATCATAAATTTCAAATTA
TTGTAATTTTTAATTTTTTAAATATGATATAGTTAAAAATTGATTAAAATTTTGTATTCTCCTTTTGAAATATTT
GCTAATGATTCTTTTGATTCTTTTCTTATAAATTTTAATGATTGAATTATTTTACGATTTTGCTATAATATAGAA
CACACTTTTAAAGAAATAATTCGTAAAGAAATTTAGAGTGAATCTATTTTATTTTTTTTTTAAATTTTGATTACT
ATCTAAAATGTATATTTATTTTATAAATATATATATTATATAATATATATTTATTTTAAATTATAGTTTTCAAAA
TCATCAATTTGTGATCATTAAATAATTACAATGATAATTAACACACTTGTGCTATTTTATGTTTAATATATTTTT
ATATTAGCTTTATGTAGTGAATAGAAAATAATCTTTTCGTATAAATATATGCATGTATATTCAATAGATTTAATA
TTAAATATATTATATTTAAATAAAAGATTTCTTTAAATTTTTTGTATTAAAAATAAATTTTTATTAAATCATTGA
TATAAGTTAGTTATTTTTGAAACTTTCTGTAAACTATATAAATATATTCTATAAACTATATCTTTGTTGTACAAT
GAAATTTTTATCAGTATAGATCAATTTAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAATAAAAGAAAAAAAAATGATTATAAA
AATCATTTCAAATTTTATACGTAACTTATAGCTTTACAGTTAATCAATAAAAGAAAAAGAAAAATTTGTTGATAA
TAAATATTATCAATTTCTACAAATAAATAAAAATAATTTTATATAAAAGCAATTGAAATCAAATCTTCATAAAAT
ATATTTGTATTAAAAATATATAAGAATAAAAACATTTTCTAAATCATAAAAAATATAATATTATATCAGCTTATT
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ATATTATTGTATTGTAATTTAATACAAATAATAAAGATAAATAACAATAGTACCATGAATGTATTCTTATTGACG
CCAAATAAAATATCAGTAAAGATCATTGATATTAAAAGACGTTTTTTTCAAATTCTGTAATAGTATTTTGCATAG
TTACCAAACAAAAACGTAAACATATTTCGAATTCGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATATAATTTATTAAAA
GATGGATAGAGATATATCTCATTACGATGAGAGATTTAAATCACGCAATAGAGATAGCGAAATTGATCAAAAACT
GTTTAAAAACAGAAAAAGAACGTCGTATATTACGACGTAGACGTGAATAGATGATACAACATTAAAAAAAAAAAA
ATTTTAGAATATGAACATGCTCGAACGTCAACATTAAAAAAAAAAAAATTGAAAAAAATAAAAGTAGATCTTCAG
AAAACTCCAGAGATAAAAGTAATATATCAAAGAGATAAATATATCAAGAGATAAATACATCTAAAACATTTATAT
TATCCGAAAATTTATAATTTATAATTTTTACATGAAGTTTATTAGAGTTATATAATAATTCCTTTTTTTAAATAA
AAAATAATTTTGTACTACAGATTAGATTCTTCAGATGATACGTCTTTTAGAGGATCAAAAGGTATTCAATTTGAT
ATAAAAGAACTACGAAAAATTAAAGTATATATTGACAGAGATTTCAATAGCAGGAACATCATTGGTAAAAGAAAA
AGATATTCTCCATAATATTATTAATCCGAATGATGATCAAAAGACGAATCGGTAAAATGTTATTTTTGTAATTTA
TTGTAATTATTAATTTTAATTGTAATTTAATACAAATAATAAAGATAAATAGCAATATTATCATGAATACACTCA
CATTTCTTGACGCCAAATAAAATATCAGTAAAGTATACGCATTGAAGGATATTATGAGCAATAGTAGTATTTGAT
AGTGCAAAATCCAAATCATCGATATTAAAGGGCATTTTTTTCGAATTGTGTCATAGTATTCTCCATAGTTACCAA
ACAAAAACTTTGACATATTTCGAATTCGCAAAAAAAAAAAAAAATATAAACAATTCTTTGGGTGATCGAATGTTC
AAATTCGGCACTGAATTTGATTAGTTCATCTATTATAAAGTCTTATTTGACTGCTGTCATCATGTTATTAGTAAT
TGTAGTAATTATTAGTATATAATTTTTATCCAACGAATTTAAAATAATTGCAGAAATTTTTTAAAACGACGATTA
ATCCATTAATTCTAATTTAATTCTTTAAAAAATTAAGAATACTAAATTAAAAATTGAATTTATTATATAATTCTA
GAAATAATAATTGTTTCTAAAGAATGGAGAATATTTTTTTGATGTATTTGTGCATATAATTTTATCATAATAATG
TTACATTGAGTATCAAGACATAAATCTTGAAATTTAACAGTATCATCCCTTCAAACTAAAAGTAAATAAATCATG
GCCAATTATTTTATTGTATTTCAATGATTATCATGGTTCTAATATGGATTTATCGATTCTGTACAATTTTTTGAC
AAAATTTCTGTTGTTGAAAAGGAAGTAATAAATATTATTAAGAATTTCAATGTCAATTGTTAAATCGATTTTGTA
TAGATAGCGCATAAAAAATTATTATTAGTTCCTTTTTATAATCAAATATTGTTTATTGTACATCAATTTTTTTAT
GATTTTTAACGTATATTTAATTACTCTAAAACTTCTTTAAACTCTTATAATAACTTAGATATTGGATTAGTATAG
ATACGTAATAAAATAAATATTTTAATCACGTAATAAAATAAATATTTGGTGAAGTCTCAAGAATTCTTGTAAGCA
GTTTTATAATAAATTTGGTTTCCTTCCTATATAATTTTTTTTTATACTAAAAAATTTTTTAAACAAATCAGATAG
AATACATTTAAATCGATTAATAATAATAATATAAAATATTAAATGTAGTAACAAACGTCTTTAATTATCCATAAT
GTTTATTAATACTATCTTTTTTATTGCAGTTTTAATTCATTAAAACAACATATCTGCGACTACGACCAATTGTAA
TAATAGTGCAATTATTCAAAGTCTTTCTCGCCATATTGCTTTCTAATTCTATTTTCATAATAGAAACTATTTTTA
AATTATATCGAATCTAAAAAATAGTTTATATTTTTGCTATACCAATTATTTATGTTTATGAAAATGGATTGAATT
TATTTTTTTTCCCAATTTAAACAAAAAAAAATGATTTCGACATTTTTAATGACATTGTTTCTTGAAGATTTGCAA
TATGTTATTACAAAAAATTATTGAAAACAAAAGAAATCCTTTTTCCCCACTAACTTCAATTTCAACCACTATGAA
GCTAACTTCGCACTATGAAGTTAGCAATGTAAACAATGAAAATTGAATACAGAATTCTCAAAATATTCTACTAGC
GTCTTCTCTAAGCACTTGGGAGATTTTTACGTAAGTATATGTGTATTGTAAAAGTTTTAGAGAGTTTTTGTAATT
TTATTTTATATTGTATAATGTTTGTTCTCTTTTATTTATTATAATAATATGATATTTTCTTATACATCAATTTAT
GTAATGTACATATTTAAATCTTATTCTATTTTTAACCTAAGAAAAGATTTGCAGATTAAATTTCATTAATATACT
TGTTCGGAATTATCATAAAAATTTATCATAAAAATGAAACGAAATATATCAAATTATTCATATCACGATGAAAAA
TTTAAACAATTACGGAATGAAAATTGCAAAATTGATCTGCGTTCAAGAACAAAAGAAGAACGATTACAACATAGA
CGCGAAGCGTGGTTGGTACAAGAACGCGAACAAGAATACGAAAAATTGAAAAGGAAGATGATCTTAGAATATGAA
TTATAAATATTAAATATTGACGTACTCATGAAAAAAAATTAGTATTGGAAAGAAGTAAAACTAAAAGTAAATCCC
CAGAAAGTCGTGATAGAAGTAATACATCAAACACATCTAAAACATTTATATTATCCGATAAGTATGTATGAATAA
ATTAAATAATTTTTAGTTTAGTTATTTATATAAAATTATTTTAAATAAAAATAGAATTTAAAAAAAAATATTTGA
ATATAGAAATTATATTATATTAAATATGTAATATAATTTGAAAAATTACGAATAAGCATATAAAACAATATAATG
TAAAATTTCCAGTCTAAGATATATTATTTGTATATATATATCATTCGAAAAAATTTAATTTATAATTTTGATATA
AAGTTTGAAGTAGTATATTAGAATAATAAATCATAATAATTCCTTTTTTTAAATAAAAAATTATTTTATACCGCA
GATTAGAATCTTCAGATGATACATCTTTATTTAGAGGACCAAAAGGTATTCAAATTAATGCAACAGAACTACAAA
AAGTTAAGGTGGAAATTCAAAGAGATTTGCCAGGAAAATCAACAACAACAACTGTGGAAGATCAATGAGATATTA
TCAATCCTGAAGATGTGATTCTCATAAGAAGAACGGGTAAAATGTTATTTTTTGTTTCGATTATTAACAACTTAA
AATTTTATCATCATTGATAAAGAAATAGCAAAGATATGTATAAATTCAATATAAAAAATTAATTATTCCATCAAA
GGAAGATGAAACTTTTTCAACAGAATTCAACATGGAAAATGACTTCAACTATTTTTTATCTTTATCTTTTATATT
AAGTGTTCTTAAGTTTTATTTTACAAGTATTTTTACTTGTTTTTTTTTAATTTTTTTGCAAGTTGGATTTAAGTT
TGCATGAAAAAATTTTAAAATAATAAATTTTTTTTTCATTTTTTTAATTGTAAAAATTTGTCAATTATATTTAAA
CAATTCTGAATTAAGAAAAATTTAAAGAATTTAAAAAATAAAATTTTTTGCATAACTTGTATATCATATTTATGT
TATTAGTAAAATATATTTAACAAAATATAATATAATAATAATAAGCATATAATTCATCAAGTGGAAGATTTTAAT
CATCTTAGAAGATATGATTTTACAATTACAATTTTATTATATGAAAATTCATTCTACATAATTTTCAAAATTTAT
TATTTTTTAATTAAATGTTTAATAAAAAAACAATTTTATAAAGTCATGAAAGAAAAAGATATAAAGTGAAAGTTA
TATATTTTCATAAATTTATATTTATTATGGATTTATATATATCATTTTACATCTAATTTTCAAGATAATTACGTA
TCATATATTTTCAACTGCAAATTTGAAAAAGACATTTTTATTAATAATATTATTAATACATTTTATTTAATAATG
AAGATTGAATAAATTTTATATTTATATATTTTTTTCAAAATATTGTACGAAGCAGTGAAAGTTCAATTAGTCTTA
ATTCATATTCATGTATTTACATCTATATATGTATATTTCTACATTATTATATAAAAATAATAATTATTATATAAT
TAAATATATAATTAAATAATATAATATATAAATAAATTAAATATATATACAAATGATATATGAAATCATATAAAT
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AATTTAGTTACAAAACATGAAAAAGATAATAATTATTTAAGTACATTTTAAGTTTTATTTTGTTTTTACATATGT
TTTGTTACTATAGTTTTGTTTCTTTACTTTGTTTCACAAGAGATATAAGAAATGGCAGGATTGAACAAGAATATT
TGTCACTTTCTGTGCCAACGTTATCTTCCTCTTCAAAAAAAAAAGCAATCGTCTCGCGGTAACTTCATTTAATTT
CATTTTATTTACTGCTGGATATTTTTCTATTTAAAAAAGAGATTTATAAATTTTTATTATTTGTGTGACTTTCTT
CAGATAGTAAATGCTTCGATATTTATCCTTCTTACAAGAATTTTCTCACAAGAAAATTTTGAGTAAGACGCTAAT
ATTTGAATATTGTTATTTTTCTTTGGATTCATCGAGTCTCGTCCTCTATTTGAATTTTTTGTGTTGAATTTTTTT
TTTTCTTAAATTTTTCTTTCTTGAATTTTCGAGTTCTAAATTTCACGAGTAAATTTCTTCTTTGATTTCTCAGAA
GAATTCCTCTTATATCAAAAGAATTTCATCTTCCTCTTAAAATGAATCTTATTTCAGCATACTTCTTCACCGAAC
CACCATCTTTTGTATTTAAATTTGTAGTTTGAATTTTTCCCAAGATAAAAATCCATCAAAACATAGAAACTTTGT
GTCACGTATCCAAATATATATATATATATATATATATATAGATTCGAAAATGAAGCATAAACGGAAATGATTGTT
TGTTCATACAGCTATAATTTTTATGTTTACAATATTCGAATTATTTACAAAAGCAATTATCTATCCTGTCCGTTT
TCGCTATTCAAATATTCTAGGATTATTGTTAATAATAGAAGACAGTGATGTTGCTCTTCGAAACGAGCGAGTCTT
TTATTTACTATTACACATCGATGAATTTCCACTTTCTTTATCTTCTGCTTCTTTTTGTAGAATTGCCTGATGTTC
CTTTTCCTGTCGATTATTTCAAAGATGATGTTCTGTGAATTATTCCTCAATGATAAAAATCAATCATCAACTTTA
TAAAAAGAGAACCTTCTTCCGCCAATTCAATAAATTGGACCAGTGGACATTTCTTTTTCTTTTTAAAAGAAAAGA
AATCCTCCAACATATCATTTCTGATATGTATCCAATATTGTATCCATTATTACTTGTTTCTTCTTCATAGTAACT
TTATTTATACATACAATTTAATATCAATTTGAATCTTCTTCAATGGAACTCATCTATTATAAAATACAATAATCT
CCAGAAAACAGAAAACAACATATTTGTTCTGTTCTGTGACTGATTAAACTCTTGCTTTATCAATATATCTAATTT
CGATGACAACTGATGTTGTTATCTTCTATGTCATGGTTCATTTTGGTCATGATGTTCCATATTGTAGCTATTATG
CTTATAATAATATTTTCCATATATTTTTGATAAAAATAACAATATGCAATATTTATTCCAAACTTTAAAATGTAG
ATTTATAAAATCTTTGATACTTCGATATTTTTTGCTAAATAATGACTAATATAAATTTTTTATTATTTTATTAAT
AACTTTAATAGAATTTATTATTAGCATTTTTTTCATTTCATATTGATATATAATATAAAATTTTTAGTTATACTT
TTTTTTCAGATAATAATAATGTTAATAATAATAATTATAAATAAAAATTACTAGAAGGGACGTAAGTAATATTAA
TTAAATTTTAAATTAACTTTATATAATTATAAAATAATTTTAAAATAACTTTACATAAATAACTGTTCATATACG
AGAAAATCGCTAGCAAAGCAAAGAAGCAAAAATATTTACCCACTATTTGATATTTTTACGTCGTATGTAATATTT
TCCTAATTGAATAAAATAGTATATGTAATAGTAATTGAATTGCAAAAAAAATTAATATTATGTATATATGTATAT
AGAATATTGCAAAAAAATAAGCATAAATTAAGCATTATATATTATTATTAACTTTTAAATTTAATATACAATATA
ATTAAATGTATCTAGAACTAGAATCTGTATCAATTAATTCTCATACTTTTTTAAATTCTGCATAATGGAATAAAA
TGATAAATATATAATAACATAACTATTTAAAATTTTATATATTTGTTTAATATGTTCATTTTCTTAAATGATTTA
ATAAATTTTTATAATTTTATAATTTAATTTTTATTTAATTTTTATATAATTTATATAATTTTTATATAATTAAAT
TTATTAAAATAATTTATTATTGAGAGAAAGAAGTTCCAATAAAAATAAAGAATATAAAAAAAAGGATAGGCAAGA
ACAAAATAAAAAAACATATCGGGACTCAATAGAATCAAGATATGAAACGAAATACATGAAATATGTAATATATCG
TATTTGTTAAAAATTGAATTTTAATAAAAATATTTAAAAAAAATTTTTAAAAAGTATTACTACAGATCATATGAA
AAATCCTAATAACAAAACACTAGGAGAAAGATCTCAAGATAAAGAAAGATCTCCAGATAAAGAAAGATGTCAAGA
TAAAGAAAGATCAGAAGATAGAGAAAATCTGAAGATAAAAGAAGATCTGGAGATATAGAAAGATCTGCAGATAGA
GAAAGATCTAGAGAACAAGGAGTAATATTATCTCTATCAAATAGTTATAGATCGCTGCAATATTATAATATTAAT
TATAGCGAGCAAATATATATTCCAGTTTCTGTTCCTGTTTATTATGGAGTGAGTATTTATATCTCAATTATAAAA
GAAAATTTCTCAACAATATTAAATTGCATTATTAAAACGTCCCACGGAATCCAAGAATTATTGAACCTAGAATAC
AGTATATCCAAAGATCAAGATTCAACACTCCAATTTCTGCTCGAGGATCTATTCCTTCAACAATTTATATATTCC
GCAATGTAAATCCTAATATGTTATGAATTTGAATTTATATTGATGCACATAATATTAGTAATGCTGTATTATATA
ACGAAAAATCTTAAGATAAAGGAAAATGTGGAGATAGAGGAAGATTTACAGCTAGAGAAAGATCTGCAAATATGA
AAAGTCCTATAACAAAACATTAGGAGAAAGATCTGGAGATAAAGAAAAATCTCGAGATAAAGAAAGATCTTCAGA
TAAAGAAAAATCTGAAGATAAAGAAAAATCTGAAGATAGAGGAAGATCTGCAGCTAGAGGAAGATCTGCAAATAT
GATGAAAAATCCTAAAACAAAACATTAGAAGAAAGATCTGGAGATAAAGAAAAATCTCGAAATAAAGAAAGATCT
CCAGATAAAGAAAAATCTGAAGATAGAGGAAGATCTGGAGATAGAGAAAGATCTAGAGAACAAGGAATAATATTA
TCTCTATCAAATAGTTGTAGATCGCTGCAATATTGTAATATTAATTATAGGGAGCAAATATAAGTTCCAGTTCCT
GTTCCTATTTATTATGGAATGAATATTTATATCTCAATTATAAAAGAAAATTTCTTAAAAATATTAAATTTCATT
ATTAGAACATCACACCGAATCCAAAAATTATTGGACCTAGAATATAGTATATCCAAAGGTCAAGATCAACACTTC
AATATTTCGTGTTCGAGGATCTATTCCTCCAACAATTTATATATTCCGTAATGTAAATCCTAGTATGTTATAAAT
TTAAATTTATATTGATGCACATAGTATTAGTAATGCTGTATTCTGTAACGAAAAATCTCAAGATAAAGGAAAATC
TGGAGATAGAGGAAGATCTATAGCTAGAGAAAAATCTGCAAATATGGAAAGTCCTATAACAAAACACTAGGAGAA
AGATCTAGAGATAAAGAAAAATCTCGAGATAAAGAAAGATCTTTAGATAAAGAAAAATCTGAAGATAGAGGAAGA
TCTAGAGATAGAGAAAGATCTGCAGCTAGAGAAAGATCTGCAAATATGAAAAATCCTATGACAAAATACTAGGAG
AAAAATCTGGAGATAAAGAAAAATCTTGAGATAAAGAAAGATCTGCAGATAAAGAAAAATCTGAAGATAGAGAAA
GATCTAGAGAACAAGGAGCAATATTATCTCTATCAAATAGTTGTAGATCACTGCAATATTATAATATTAATTATA
GCGAGCAAATATATATTCCAGTTCCTGTTTCTGTTTATTATAGAGTGAGTATTTATATCTCAATTATAAAAGAAA
ATTTCTTAAAAATATTTAATTTCATTATTAGAACGTCCCACCAAATCCAAAAATTATTGGACTTAGAATACAGTA
TATCCCAAGATCAAGATTCAACACTCTAATATTTCCTGTTCGAAGATCTATTCCTCCGACCATTTATAGATTTCG
CCATCTATAATCCTAATATGTTATGAATTTATATTGATGCAAAAGAATAAACATTTTTTAAATCACAAAAAAATA
AAATGTTGTGTTACTGTATTGTAATTGTAATTTAATAAAGAGAAATAGCAATAGTACCGTGAATGTACTCACATT
TCTTAATGCCAAATATATCAGTAAAATAGTACGCATTGAAGGATATTATGAACAATATTAGTATTTGATAACTCG
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AAATGCGGATCATCGATATTAAAGGACGTTTTTTTCGAATTCTGTCATAGTATTTTCCATAGTTAACAAACAAAA
ACTTTGACATATTTCGAATTCGCAAAAAAAAAAAAAAAAAATATAAACAATTCTTTGGGTGATCGAATGTTCAAA
TTCGGCACTGAATTTGATTAGTTCATCTATTATAAAGTCTTATTTGACTGCTGTCATCATGTTATTAGTAATTGT
AGTAATTATTAGTATATAATTTTTATCCAACGAATTTAAAATAATTCTAAAATTCTAAAGAAATTTCTTAAAACG
ACGATTAATCCATTAATTCTAATTTAATTCTTTAAAAAATTAAGAATACTAAATTAAAAATTGAATTTATTATAT
AATAGAAATAATAATTGTTTCTAAAGAATGGAGAATATTTTTTTGATGTATTTGTGCATATAATTTTATCATAAT
AATGTTACATTGAATATCAAGACATAAATCTTGAAATTAATAGTATCATCCCTTCAAACTGAAAGTAAATAAATC
TTGGCCAATTATTTTATTGTATTTTAATGATTATCCATGGTTCTAATATGGATTTATCGATTTTGTACAATTTTT
TGACAAAATTTCTGTTGTTGAAAAGGAAGTAATAAATATTATTAAGAATTTCAATGTCAATTGTTAAATCGATTT
TGTATAGATAGCGCATAAAAAATTATTATTAGCTCTTTTTTTATAATCAAATATTGTTTATTGTACATCAATTTT
TTTTATGATTTTTAACGTATATTTAATTACTCTAAAACTTCTTTAAACTTTTATAATAACTTAGATATTGGATTA
GTATAGATCACGCAATAAAATAAATATTTGATGAAGTCTCAAGAATTCTTGTAAGCAATTTTTCAATAATAAATT
TGGTTTCCTTCCTATATAATTTTTTTTTATACTAAAAAAATTTTTTAATACAAATCGGATAGAATACAATTTAAA
TCGATTAATAATAATAATATAAAATATTAAATGTAGTAACAAACGTCTTTAATTATCCATAATGTTTATTAATAC
TATCTTTTTTATTGCAGTTTTAATTCATTAAAACAACATATCTGCGACTACGACCAATTGTAATAATAGTGCAAT
TATTCAAAGTCTTTCTCGCCATATTGCTTTCTAATTCTATTTTCATAATAGAAACTATTTTTAAATTATATCGAA
TCTAAAAAATAGTTTATATTTTTGCTATACCAATTACTTATGTTTATGAAAATGGATTGAATTTATTTTTTTTCC
GCAATTTAAACAAAAAAAAATGATTTCGACATTTTTAATGACATTGTTTCTTGAAATTTGCAATATGTTGTTACG
AAAAATTATTGAAAACAAAAAAAATCCTTTTTCCCTACTAACTTCAATTTCAACCACTATGACGCTAACTTCGCA
CTATGAAGTTAGCAATATAAGCAATGAAAATTGAAGAATTCTCAAAATATTCTACTAGCGTCTTCTCTAAGCACT
TGGGTGATTTATACGTAAGTATATGTGTACTGTAAAAGTTTTAGAGAGTTTTTGTAATTTTATTTTATATTTTAA
TGTTTGTTCTCTTTTATTTATTATAATAATATGATATTTTGTTATACATCATTTGATGTAATGTACATATTTAAA
TCTTAGTGTACTTTTAATTTATAAAAAGATTTGCAGGTTAAATTTCATTAATATACGTATACTTGTTCGGTATTA
TCATAAAAATTTATCATAAAAATGAAACGAAATATATCAAATTATTCATATCACGATGAGAAATTTAAACAATTA
CGGAATGAAGATAACAAAATTGATCTGCGTTCAAGAACAAAAGAAGAACGATTACAATATAGACGCGAAGCGTGG
TTGGTACAACAAGAACGCGAACAAGAATACGAAAAATTGAAAAGGAAGATGATTTTAGAATATGAATTATATATT
AAATATTCACATACTCATGAAAAAAAATTAGTATTGGAAAGAAGTAAAACTAAAAGTAAATCCCCAGAAAGTCGT
GATAGAAGTAATACATCAAACACATCTAAAACATTTATATTATCCGATAAGTATGTATGAATAAATTAAATAATT
TTTAGTTTAGTTATTTATATAAAATTATTTTAAATAAAAATAGAATTTAAAAAAAAATATTTGAATGTAGAAATT
AAATATTATATTAAATATGTAATATAATTTGAAAAATTACGAATAAGTATATAAAACAATATAATGTAAAATTTC
CAGTCTAAGATATATTATTTGTATATATATATCATTCGAAAAAATTTAATTTATAATTTTGATATAAAGTTTATT
AAAATCATAATAATTCCTTTTTTTAAATAAAAAATTATTTTATACCACAGATTAGAATCTTCAGATGATACATCT
TTATTTAGAGGACCAAAAGGTATTCAAATTAATGCAACAGAACTACAAAAAATTAAGCTAGAAATTCACAGAGAT
TTGCCAGGAAAATCAACAACAACAACTGTGGAAGTTAAACGAGATATTATCAATCCTGAAGATGTGATTCTCATA
AGAAGAACGGGTAAAATGTTATTTTTTGTTTCGATTATTAACAACTTAAAAATTTATCATCATTGATAAAGAAGT
AGCAAAGGTATGTATAAATTCAATATAAAAGATTAATTATTCCATCAAAGGAAGATGAAACTTTTTCAGCAGAAG
TCGTCAAAAATATTTGTGAACTCAACATTGAAGATAACTTTAACTATTTTTTATCAATATCTTTTATCTTAAATG
TTCTTAAGTTTTATTTTAAAAGTATTTTTACTTGTTCTTTTTAAATTTTTCTGCAAATTGGATTTAAGTTTGCAT
AAAAAATATTATTAGCATAAAAATAATGTTATGTTTTTAATATATTGCTTTTAACAATTTTTTTTAAAATATTCT
TTAAATTTAGTTAAATTTTAATTTATTTTCTGCATTCTTTTTATTGATTTAGCTTGATTTTTGGAACATTTGTAT
ATTTAAAAATAGAAAGAATTTTTACAAGATTTGAATTTTTACTATAAAATGATTCCTTATTATAAATTCAGTTTT
TTATTGTTAGAATTTAATTATTAGAAAAAAATTTAATTATTAGAAAAAAAAAATTACTTCTATTATTTTGCAATT
AAACATGTAGAGTTCGATATTAATGCTAAAAGTAGTGCTACAACTGAAGAAAAAATATTGAAGAATAAAACGTCT
TGAAGATTGATTGCTATATCAAAATTATTAATAATATGATACTGAAATGAATAATTAATGAAAATATTTAATAGA
AGCATTTATCTATTAAATTTTAAAATAATAAAAGTTTTTTTTTCATTTCTTTAATTGTAAAAATTTGTCAATTAT
ATTTAAACAATTCTGAATTAAGAAAAATTTAAAGAAATTATTCAAAAAATAAAATTGTTTGCATAACTTGTATAT
CATATTTATGTTATTAGTCAAATATATTTAATAAGATATAATATAATAATAGTAAACATATAATTCATTGAGTGG
AAGATTTTAATCATCTTAGAAGATATGATTTTAAAATTACAACTTTATTACATTTATAAAGATTCATTCTACATA
GCTTTCAAAATTTATTACTTTTTAATTAAATATATAATAAAAAATAAGATCATAATTGATAAAGAAATAGCAGAG
GTATGTATAAATTCAGTATAAAAGATTAATTATTCTTCAGGTATAGATAAATTTTTCCAGCAGAAATCATCAAAA
ATATATGTGAACTCAACGTGGAAGATAACTTTAACAATTTTTTTAAAAATATAATTATTGAATTTTATATTTTAA
TAGACTTTTGCATTATTTTTTTTTCTATGATTAAATATTAATTTTAAATAATAATTTCATTTTATTAAATATAAC
ATCGTGAAAAATCATAACTATAATATGAAAAATCATAATTATAATCATTGTTTATAAATTTCTACAGACAAGAAG
ATGGATTTATATGTCATATATTTTCTAATATTTAACAATTTACTCAAATATAAAAATATTTTATGAAGTTAATAA
CATATTCTTAATTTATCAAAGAAGAAAATTTGGAATACACACGATTAGGATTACGCAGGATCAGAGTATTGAAAC
GTGCAATATGTAGGCACAATATCTTTTATCTTAAGTGTTCTAAGAGTACTTTTGTTCTTTTTAAATTTTTTGGCA
TTTGAGTTTGCATGAAAAAAATTATGCTTTTAATATTAATAACATATATTAATATTAATAATATTAATAACATAA
AAATAACGTTATGTTTTTAATATATTGCTTTTAACAATTTTTTAAAATATGCTTTAAATTTATTTAAATTTTAAT
TTATTTTGCGCATTCTCTTTATTGATTTAACTTGATTTTTGGAATATTTATATATTTAAAAATAGAAAGAATTTT
TACAAGATTTGAATTTCTATTATAAATTAATTCCTTATTATAAATTCAATTTTTTATTATTAGAATTTAATTATT
AGAAAAAGAAAAATTATTTCTATTATTTTGCATTCAAACATGTAGAGTTCGATATTGATGCTAAAAATAGTGCTA
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CAACTGAAGAATAAATATTGAAGAATAAATCGTCTTGAAGATTGGTGCTATATCAAAATTATTATTAATATGATA
TTGAAATGAATAATTAATGAAAATATTTAAATAATAGAAGCATTTATGTCTATTAAATTTTAAAATAATAAAAAT
TCTTTTTCATTTTTTTAATTGCAAAAATTTGTCAATTATATTTAAACAATTCTGAATTAAGAAAAATTTAAAGAA
ATAAAATTTTTTGCATAACTTGTATATCATATTTATGTTATTAGTAAAATATATTTAACAAAATATAATATAATA
ATAATAAGCATATAATTCATCAAGTGGAAGATTTTAATCATCTTAGAAGATATGATTTTACAATTACAATTTTAT
TATATGAAAATTCATTCTACATAATTTTCAAAATTTATTACTTTTTAATTAAATGTTTAATAAAAAAAAACAATT
TTATAAAGTCATGAAAGAAAAAGATATAAAGTGAAAGATATATATTTCCATAAATTTATATTTATTATGGATTTA
TATATATCATTTTATAACATCTAATTTTCAAGATAATTATGTATCATATATTTTCAACTGCAAATTTGAAAAAAA
GATTTTTATTAATAATATTATTAATAAATTTTATTTAATAATAAAAATTGAATAAATTTTAAATCTTTATATTTT
TTCAAAATATAGTACGAAGCAGTGAAAGTTCAATTAGTTGTAATTCATATTTATATATCTACATCTCTATATATG
TATATTTCTACATCATCATATAAAAGTAATAACATAAATGATATGAAAAATAATTATTGTTACTTTTTTCATGTT
TTGTAGCTAATTTATTTATGCAGTTTCATATATCATTTGTATATATATTTTATTATTAAAAAGATCTTATTATAT
TATTATAATTATCAAGAAATATTCAATTTATATATCATTCTAATCTATCATCTATTATATAGTTATATTTTATGG
TTTTATGGTTATTTCTAAAAAAATTTTATCTAATTATTTAATTATAGGAGAAGGATCTAAGCCTATATTTGAAAG
AGAAGAAATAAAAAATGTATTAACAAAAATAAATAAAATTAAAGAACATGATACAGTTTTAGTTGTAAATATTGA
AAAATCAGGTATATTTTTTACTAAATAAAATATATACTAATTTATACTAAATTATATTAAATTTATACTAAAATA
TAAACTTTTTATCATTATAACTTAAAATTATATATAATTTTATTTTTAGGAAACGAAAGCAAAAAATATGCTACT
TCATCAAATTCTTTAAGAAATCGAACTCATGGTTTTCAACATACATCGTCTCGTTATTCCAGGTATGTAATGACA
ATAAAATTGATGATTTATTACCATTATACTACAATTGCATATTACTATACAATTGTCTTATTTTTTAAAAATTAG
AATATAAATTGATATAAATATAATATAAATTTAATAAGAATATAATTAATCTGAAAAAAACCAAGACAAAACTTA
TCGAATTTTTTTCACTTAGAAAATTTTTTCATTCGGAAAATTTCTGAAAAATTATTTATTTTTAAATTCAGGATC
AAAAAATCATAATTAAATATATATATACATATATCTGATTTGAATTTCTTTCTATGGTTAATATTATTATTTTTA
TAAAAAATTCAATAATTGAATTTTAAAATGATAATTTTTTATATAGAATAATAGTAGAATATAAATTCATGAATT
TTTTAAAATTTTTATTAATTATTTTATATTTAAATTTTTATATATATATATAAAATATATTATATATATATATAT
ATGTATTTTCATGAATTCATGAATTTTTTAAAAGTTTGATTACAGATGTGAAATATATTTAAAAATGTTTTCAAA
TTGATTATTTGCTTTTGAATATATTCCTATAATATATAGATAATCATTTATACAAAATGTCATAAATATTGGAAC
ATCATTGTAACTAGAAATTACTGAAATAATTTCAAGCAACATTTTCTTCTGCAAAAATTTTTGATTTGTAGCTTT
ATTAATAAAAAATACTAATCATAGAACTCAATATTGCGTGCTGTTGATGAACAAGCAAAATAACTCGAAGAAATT
GTGTTGAATACAAATATTTTTTTATTGATAAAAAATTATATTGAATTACACCATGAATAAATAAATAAATATATT
GGGTTGGCAACTAAGTAATTGCGGATTTTTTTTAGAAAATCAAAGACAATTTTTTCACGGAACTAAATAACTTTA
TTCTGTAATGTGTTGCCCATTTTGATCAATGATCTTTTGCCATTTTTCAGGCAGCATCATAATCCCACGTTCATA
AAACTTGTGGTTTTTATTAGCAAAAAACTGAATCAGGTACGATTTGATATCATCATCATTATTGAAATTTTTACC
ATTCAAGGAGTTTTGTAAAGATCGAAACAAAAAGTAATCAGATGGTGCAATATCAGGATTATATGGTGGATGTGG
CAAAACATCCCAACCAAACTCCAATAATTTTTGCCGAGTGACCAAAGATGTGTGTGGCCTTGCATTGTCATGATG
GAATACAACACCTTTTCGATTTGTCAATTCGGGCCGCTTTTCTTCAACCGCATTGTTTAATTTCGTTAGTTGTTC
AATGTAAACAACAGAATTGATCGTTCGATTGGGTGGTAAGAGTTCAAAATAGACAATTCCTTTGTAATCCCACCA
AACTGATAACAAAACCTTCTTTTGATGAATACCAGCTTTTGATGTTGTTTGAGCTGGTTCACGTGGCCTGCTCCA
CCATCTTTTCCGCTTGATATTGTTGTAAACAACCCATTTTTCATCGTCAGTTATCAGTCGTTTTAAAAATGGATC
ATTTTCATTACGTTTCTTTAGCAAATCGCAGCTGTTAATGCGTTGCGTTAAATGCTTTTCTTTCAGTTCGTGAGG
AACCCATGTATCGAGTTTTTGAACATAGCCAAGTTGTTTTAAGTGGTTTTCAATGCATGTATGTGATACATGAAG
CTTCTCTGCAATCTCACGAGTTGTACTGTGACGATCCGAATTGATTATTGCTTTGATTAGGTCGTCATCAACTTC
AACTGAAATCTGCAATTACTTAGTTGCCAACCCAATAATATACTTTTTTTGAGATATGCTGCTTGGATAGTTATT
CGTATTTAATCGAGAATATATGAGTCAATGTTATTGTCGCGGTTCGACTAAACTAGACTAGACTAGACTATCTTT
CCTAATTGACCAATATTTTTTTTAATATAAATGTTAAATGTTAATAACTCGTTAACAAAGCTGTAATGAAAGTTT
TTGTAAATGAAAATCTTGTTTGAAATTATCCCAGAAATTTTCAGTTTGTGGAATGCTAATATTTGAATATTGTTA
TTTTTCTTTGGATTCATCGAATCTCTATTTGCATTTTTTGCGTTGAATTTTTTTCTTTCTTAAATTTTTCTCTAA
ATTTCTAAGAATAAATTTCTTCTTCAATTTACCAGAAGAATTCCTCTTATATCAAAAAAATTTCATCTTCCTCTT
AAAATGAATCTTATTTCAGCATACCATAACATCTTCACCAAACCACTATCTTTTGTACTTAAATTCTTGTAGTTT
AAATTCTTCCCAAGATAAAAATCCATCAAAACATAGAAACTTGTCACGTATGCAAATGTATATATGGATTCGAAA
ATGAAGCATAAACTGAAAGAAATCTGTTAACAGATTATCTGTTCATACATCTCTAATTTTCATATTTACAATATT
CAAATTATTTACTTACTTAAGGCAAATCTATCCTCCGTTTTCGCTGTTCAAATATTCTAGGATTATTGTTAATAA
TAGAAGACAATGATATTGCTCTTCGAAACAAGCGATTCTTTCATTTACTATTACACATCATTGAGTTTCCACTTT
CTCTATTTTCTGCTTCTTTTTGTAGAATTGTCTAATGTTTCTTTTCCTATGGATTATTTCAAAGATGATGTTCTG
TGAATTATTCCTCAATGATGAAAATCAATCATCAACTCTACAAAATCCTTCTTCCAAGTAAATTGGTACCAGTGG
ACATTTCTTTTTCTTTTCAAAAAAAGAATCCTCCAACATATCATTTCTGATACCAATATTGCATCCATTATCACT
CGTTTCTTCTTCATAGTAACTTTATTTATAAATAATATCAATTTAATATCAGTTTGAATTTATTTTTTTCAATGT
AACTCATCTATTATAAAATACAATAATCTTTAGGAAAAGAGAGGACATTTGCTCTTCGTGGCCGATATTAAATTC
TTGCTTTATCGATATATTTAATTTCGATGACAACTGATGTTGTCATCTTCTATGCCATGATTCATTTTGGTCATG
ATGTTCCATATTGTAGCTGTTATGCTTATAATAATATTTTTCATATATTTTTGATAAAAATAACAATATGCAATA
TTTATTCCAAACTTGAAAATATAGATTTATAAAATCTTTGATACTTCGATATTTTTTGCTAAATAAGGACTAATA
TAAATTTTTTATTATTTTATTAATAACTTTAATAGAATTTATCATTAGCATTTTTTTCATTTCGTATTGACATAT
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AATATAAAATTTTTAGATATACTTTTTATTCAGATAATATAATGTTAATAATAATGATAAATAAAAATTACTAGA
AGGAACGTAAGTAACATTAATTAAATTTTAAATTAACTTTTATATTATGTAGAATATATACATAAAAAATTTTTG
TTTGTTTATATAAATAATTGTTCATATAAATCCAAGAAAATTGCTAGCAAAGCAAGCGAAAAAGCGAAAAATATT
TACGCACTATTTAATATTTTTATATTAATGTCATATGTAATATTTTCCTAATTGAAAATAGTATATGTAATAGTA
ATTGAATTGCAAAACAAATTAATATTATGTATATAGAATATTGTATAAAAAAATAGATATAAATTAAATATTATA
TTTTATTATTATTAACTTTTAAATTTAATAAACAATATAACTGAATATATCTAGAAACTTATCAATTCTGTACTT
TTTTAAATTTTCCACAATGGAATAGAAATGATAAATATATGATAACATAATTACTTGAAATTTTACATATTTATT
TAATATGTTCATTTTCTTAAATGATTTAATAAAAATTTTATATTTTATTAATTATATAATTTAATTTATATAATT
GGATTTATTAATATAATTTATTATTCAGGGAGAGAAGTTGCAGTAGAGATAGAAATAGAGAATATAGAAAAAAGG
ACAGACGATATGAAAAATTACACAATGAAAAAGAAAAACTTTTAGAAGAAAGAACAAGTCGTAAGCGTTATTCTC
GTTCAAGAGAACGAGAGCAAAAGTATGGAACGAAATATATGAAATATATCAGATATATCATATTTGTTAAAAATT
GAATTTTAATTAAATATTATTACAGATCATATAAAAATGAGAATTCTTATCGAAAATATCGAGAAACATCGAAAG
AACGATCTCGAGATAAAACGGAACGAGAGAGATCTAAAGAACGTAAAATAATTTCATCTTTATCGAACAATTACA
TTTCTAACATTTCTAATTATAATAATAATAATAATTATAATAAAAAATTATATTACAATATTAATTATATTGAAC
AAATTCCTGTTCCTGTTCCTGTTCCTATTTATTGTGGGGTGAGTATTTATATCTCAATTATAAAAGAAAATTTTT
TAACAATATTAAATTTCATTATTAGAATTTTCCACCAAGACCAATGGGACCTTGGATTTCAATACAAGAACAAAT
ACCAAGATTTAGGTATATTGGTCCACCAACACCATTTCCACGATTCATTCCTCCAAATGCGTATAGATTTCGACC
ACCTCAAAATCCTAGTATGTTATGAATTTATATTGATGCACATAGTATTAAATGCTGTATTAATTTTTCGTTTTT
TTTTTAGGATTTGGACCTACGCATCAATGAAAACTATAAAAATTTTATATAATAAAAAGTTAATGATGCGAACAT
ATTGAATAATGAAATATGAGATGACATTTCACAAAAAATAGAAATGTAAAATCATAATATATATCGAAATTGGAC
AATTAATGGTTCAAGAGTCAAATAACTTGTACATCTTTTTCTTTGTTCAAAAGAATCGTAAAAAAATGACTCCTT
ACTTTTAAAGAATTTGAGAAGAGAACACAGCATCTTTGCATCATTAATAGATCATGTAATATACTTTTTTAATTA
TTTCCCTATTCATAATTATATTTTATATGTTTTGTTTCATTAATTATGCATGCTATATATTATATCATTAATAAC
ATATATATATAACATATATATATACATCATGTTTGATATATGTTATTGATAATTTAAGATAATATCAATATATAA
GATAGAAAGATAGAAAGATAGAAAGATTCTAATTTTTTTAATTGTATTATAAAAACGTATTGTTTTATCTATCGT
GGAAATACTAAAAAATTTAGTGTTCAGTGTATTATAATTTTAGTTTTAAAATTTTTATTTTTAAAACTGTGTAAA
TTCTTAATCCTTTGCACTTCGACTCTGTTTCGAACCAACAACCCAGACTCGAACTCACGCGTTCAGTGCGTTCGA
TGCGTTCGTTGTCGGAGAGTCACTGTTGGAGTTACTGCATTATCTCAAGTGGTGACCGAGAGTCACCTTTGGACT
GCAAAGGATTAATAATATTATTTAAGATTAGTAAGATTATTATAATTAATTATTATATAATTAATTATAATAATT
ATAATAATTAAGTTATTATAATTTTTTATTTTTTAAGTATGATATAGTTAAGATATATTGATCAAGATTTCTTTC
TTTTTTTTGCTAATCATTCATTCGTATATCTTTATAAATTTTTATGGTTGAATTATTTTATGATTTTACTATATT
ATAGAATATATGTGTAATTATATTTATAAATACAAAATTGAAAATCTATCTTATTTCATTTTTTAAATTTTGATC
ATTATCTTTAATATATCTATTTTAAATTATAGTTTTCAAAATCATTAACTCGTGATCATTAATAATTAATAATAA
GATATTTTATACTATTTTATATTTAATATATTTTTATGTAAAATACTTTTCACATTTGCATGTGATAAATATATT
ATATATAAGTAAAGTATTTCTTTAAAATTTTGTATTAAATTAATATTTTTTTTAAGTTTTGTTAATATATAATAA
ATCTTTGATAGATCATCGATATAAGCTAATTATTTTTAGGAATATGTGTGAACTATTATATATATATATATCAAT
TATTAATAAAGTTGTGAAATCTATCATCTATTAGCCATCTTTTAAGTGTTAAAAATATCTCATTAAATATTTCTA
AATCTTTCTAAAAGTATTCAAGTTAATGATTAGTTCAATATTTATTCAATATTACACTTCTATATACTTATATTG
CTTGTTCTATTATTTCTCTCACCTTGTCTTCTGTATTTGTTTTATTTGCGACACTGTACAGATGGCGCTGTCGAA
ATTTTAATTTATTTCTATCCTTTTCCTCCTTTATGCACCTTGTCTATATTTTCTTTTGACACGTGCCTGAAGAAA
CATATATTAAATACAGATTCATAAACACATTTTTATTATAAAATTATAATTTTAATCTTTAATATAAAAAATGTT
AATATTATAATAGATATTATATTTTCGATTTATGAATCATAATGAATCTGTAAAATATACTTCATATATGTCTGC
AAGATATTGTGTAACAGAATATTTGTCTTACCTTTCATAATTTTATATTGAGATTTGATTTCATTTCCAATTAAT
AACAATTGCAATTCTATTCTAAATCAATGTTATTAATGTTAAGAATCACATTAAAATGATAGTTGATTCTTGTGT
TAGATTGAACAAAAAATGCATTGAATGTTACATTTTTTCTATACCTCGTTTGCGATATGGCAAATTTTTCGCGCG
ATAGTGAGGTAAATTGTCAGTCGACAAGCAACCATCGGTACGTGCGTATTATAAAAACGTATTGTTTTATCTATT
GTGGAAATATTAAAAAATTCAGTGTTAATAAATAGTGAAATTTTAAAAAAATTAACAGATTAATTTTTTAAAAAA
TTAAAATAAAATATTACAAATATTTCAATATTACAAAGATTTATATAAATTATATAATTTATTAAATATTTCGCA
TATATATTTCAGTCTTATATAAATTTTCTTTATGCGAAAATAGTTTTATATATCAATTATAAATTAGTTTCATAA
ATTAATTATCCATGATTTCAATTTTTAAATTGTTAATTGATAAAGTTTTATAATAAAATAAAACTTTTATTAATA
ATATTAATTAATATTTAAAAAATATTTTTTAATGAAATTTATAAAGATTTATTCATTATCTTTATTAATTTCATT
GATTTTTTAAATAAATATTTGTAATTAATACTTAAAATAATTTAAACAGTATTTATTCAGAAAAAAATCTTAAGA
AGTTTTGATACGTGTATTTAGTTAGTATGTATATATATATATATATATATATATATATATATATGTATAATATAA
AAAGTAGATTGTTGTATTGTCATTTTTATTTTATCTTCGAATCTATCAATATTATCAATTACAATTTTTATATGG
ATAAATATACATTGTAAATATACATATGTATACGTATGTGTATTATTATTGCAGATTGTTTTCTCTATTTTTCTT
TTTCTTTTTCTTTGATATTTTTTTTTACCCTAAATTTTTCTTTTTTATTCCTTTTTCTATCCTTATATTTTTATT
TATTATTTTTTTTCATTCCACAAAATTCTTGAAATTCATGAAATTTAAATTGATTTATATTTTTAAATTGATCAA
TTATAATTATTTTTTACTATCAAATATGTCAATTAGTGAACAATAAATCAATCTGTAAATTTTTGTATTTATATC
ATAAATATTTGCAAGGGTATATATATTTAGTTACAAGCATACTTTTATTGTTCTATTTTTTTTATTTGTTTATTT
AAACTGATATCAATTAAGAAGAAATTAATTTAATTTCATTTATCTTATTAATTATTATATGACAAAAAGATAATT
ATTCGAAATAGAGAATCTTCACCGATTTCAATGATTTTTAGATATATTACAGAAACATTTTGAACAATTTTTTAC
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TTTGCATATCGCTGCAGCTTAGTTTTAGAAATATTTGCAAAAAAGATTGCTATTATTACATAGAATTTCTTTTAT
GTGTATGTATCTTTGATTGCGTGTGTGTAAACATGCGATCCTCTGTAAACACATGACGGCAGCAGGCAACTAAGA
CGTTATAACGGGTGAACTAACCAAAAATCTAGTTGCTCGTATATTATGATGGACTTAAAATATTTCAAATCCAAC
GTCGAGTTTGGACATTCGATCGCCTAAAGAATTATTTTATATTTTATTTTTTCTTCGAATCGTGAAATATATCAA
ATTTAATATTAAATTGGAGACATTTTAAGTTGAATATAATCTAGGAGCAAGTAGATTTTTAATTGATCTATCTCT
TATACATTTTGGATTTCATAATGTTTACAGTGGTGATCACAGATATTTCTATATAAAAAAAATTACATATATAAG
AATAACAGTATTTTTTTTTGTAAATATCTCAAAAACTAAAATAACAATGCAAAGAATAATATATAGAGAGAGAAG
AAACAAATAAAGAATAATAATATGCAAAGAAAAAAAATTGTTAAAAATCTTATTTTCTAGATACGTATCCAAAAA
TCATGAAAATCGATAAGAATAATAATATTAACATAATAATTGTCAAATTTATTCTATTGATCAATACATTGCAAA
TTTTTCTGCATTATAAATGATGAACGATGTAACATATTAATATTTTAGTGGTATTTAGTGATATTTTATTTAAAA
GAATAATCGTTAATAATTTAAAACTATCGACTTTCTCTATAATATATGATGCATATAGTATAGTATGTGTATATA
CATTCATTAGAGCGTGAGATATTTCAACGAAATATGACTTTGAAATATTTAGAACATGGAAGATACTTTATGATT
TATGTGATGATTCAAACAAATTTTCATAATTTAATAAATTTTGCGGACAGTTTATAAACAATGCCATTTATCGAC
GAATAAGACTCGATAAACTTATCTAAAATTTATTCTGAATAAATTTGTTTGATTGAATTTGATATTTCATCCCAA
ATAAAAATTGTTAATATTTACTTATCATACAAATTATATATTTTTAATATTTCGTTTGAATTCGTGTATATTTTG
ATTCCCTTTCTATCACAGATTCGATGTTAATTTTTGTTTGGTGACTATGGAGAATAGTAATATGACAGAATTCGA
AGAAAACGTGTCCTTCGATATCGATGACCCGGACTTTGCACCATCGAAAAATACTACTATTACTCATAATATTCT
TCGAGGCATGCAATTCACCGATATTACATTTGGTGTTAATAAATGTAAGTACATTCACGTTACTTATTGCTACTT
ATTATTTATTATCTTTATTATTTGTATTAAATTATTGTACAATACAGTAATATAAACTACAATGTTTTTATTCTT
TTAATAGATTTATTTTGTGATGATTTTATTTCAACTGCTATTTAAAATTATTTTTATTTAAAAAGTTCATAAACA
AACTCATGTTGTTTTAAACTGTTAATTAAGTAACATTGATTAATAAATAAGACTACCAATTACAATTGATCGTAA
AGCTATAAGTTACACATAAAATTTGAAACGATTTTCATGGCCAAGGAAGAAATGAATCATCACATTTTTCGTTCG
TTAAGTCAATTTACAAATACATATATATGTACACGTAACATATAATATTACTTGTATATGAATATAATATATTTT
TGAGAATTTGTTATTATAATTATTAAAAATTATTATTATTATTATTATTTTTATTATAATTTTTCTATTGATTTT
ATTTATGTTAATATTTCAATTACTTTCGTAATATTTTATGTATAAAATTTTGTATCAATTAAATTTAAAATAATT
TTTAAATTTATAATCAATTAACTATAATAATTAAGAAGAATTAATAACATTAAGTTGTTAAAATTATCAAAAGAT
TAAATCTTTCTTAGCATATATTTTATTTTAATTATATCAATTAAAAATTAATTCATAATTTATTAATTCAAAAAT
TGACATATTTAGATAAATATTTAAATTAAAATCGAATCATAGAATGCATTATCATTTGTGTATATATTCATGTAA
ATATATATATATATATATACAAAAAAACATAATTATCTTAATTCGTATCGACCTATTATTATATTAGGGAGCAAA
GTATGCATAGTTGTGCGACGGAAACTCGAAGAAAATTGGATCCACGTGGATATCAGTTTTCTTCCTGAGAAATCA
ACCTCGAGTCGGTGTGCCGTCATATGAACAAACGATTTCTTCAATCAATGTCTGGCGCGTGCAGTAATCGCTTAG
ATAACGATATTCCTTTGTTCAACTAGCGGATAAGATTCCGTTCCATCAAGAAATGACAGTAACCTGTTGCACAGT
AATAGCACTCAGATATGTCATTAATTTTCTTTTTCTTTTGTTCCTTCTATTCTATTCTATTTTATTTTTAAATGT
TTAAAACTTTATTTCACGGAATATTATAAAACTCTTGGATCCTATATTTTTTGATAGTACTCAACGTATATTATT
CTTTCTATTTGAATATTATTTCATATTTAAGTCAAAATATATGATATATTTTTAAATTGAATTAAATGTTTTGTT
TATATTTTAATAATTTTATTAAATTTTTTCATAAAATTAGGAATATTTAAATATTTGCTATTTGTTTTATATATT
TTTATTATCTACCATTCATATAGTAGCGTTCTTCATTATCAACGATTTTATTTCTGTACAAATTATTACTAATAG
ATGGAGTTAAAAATCCATATTTATAAAATAAAATAATTTTTTTCTGATAATAATTTATTCCGATAAAAATTTTAT
TTATTTTTATAATATTATTAGCATTAATATTTATACTAAATTTATAATTTAGTTTATTTTATTTCAATAAGTACT
ATTAAAATGCTCAAATGTACTTTAAATATTAATTTTAATCATTTTCTTAATTTTGTTTATTGCTAAATCTAACAA
CAAAATCTAACAATTTTGAAATTTTCTGCGATTGAAGTCATAAGTTTATCAAGACCCCCTGTGTATAGTAACATA
ATTTTTAAACTCTTTTACGATAATGACTTTTTTTTATTATAAATTATTCGCAATTTCTACTTATCAATAACGATA
AAAACTGACATTATATATGCAAAATTACATTCTCTCTTTCTAAATGTCATAAGCCCATTTGGATATATTTGATTT
ATTATAGTTTTAATTTTTTTTAGATTAAATACAATCTATATTAATGATGAAAATATTCAAATGATTACTTCACTT
TACATTATTATAAAATGAAATACAAACAATATATTTTTATTTATTAAATTAAATTTAAAATATTTATTATCTTAA
TACTTTTAAAAATTAATATTATTAAAATAATTTTTTAATTTTTTAGAAATTTAAAAAACCTTATTTTATTGCAGT
TGATACATGAAATATGATCTTATTAAGACATGTAATATTCTTTTTTACAAATATATTAGATCGAATCGAATCGAT
ACGCTTTTATTTCTTGCATTATTAAATATCATTCATATTAGATTCGTTTTACAATCTTCTAAACAAAAATTTACA
TTTTTTATTATTTTTTTTTTTTGAAGATAAAAATAATCTTGTAATCTTCATTTTATTTAATTTAATTTGAATTTT
ATTCAGCAATTTTTTAAATAAAATTAAATAGAATAGGTATTATTATATTCTATTGTTATACTTATCTCTTATATT
GTAGGAAAGTAAATAGATTTTTTAACACCTTTATAAGTGCTGATTAAAAAATATTTTAATTACAAGAGATAAAGT
CGAATATTTAGAATATCACACACATTATTAATATTAGAATCGTTACGACGCAATTCGTTCGAATTCCATTTAACG
TATACACGACAATGTAACTACATTTGCGTTGCATTTTAAATCAATAATGGATCAATAATGATCCTTGTTTGTCAC
TCTATCGTTGGACAATCATTCGATCATTTAATCGAGCAAAATAATATTCAAAATGATATTCATGTCTTATTTGAA
CGAATTGCTTCAAATGATAATTAAATTCAATTTTAATTAACAAATATAAATATCATTTATATTATCATTTAGATC
ATAGATTGAAAGTACTTATCAAAAATCTATAATTTTAATTAACTTTAAATTGAAAGATGTTATAAATATTCTGTT
TGATTTTTCAAATAATGCTTATAAAAATTTATAAATTAAAATAAGTCAATATTTATGATGAAATTAATACATTCC
TTACATATATAAAAATATTATTTTTGTTAATTCTACTTTCAATTTTTTTATTATGAATCTTATTGATTTATGATC
GTACTCTGACCAAAATCCTTCTCTGCGACAAATCATAAAAATTCGAATATAAAATGTCCAAAAGACATAACCTTT
ATCCTGTAATTTATACTTATTCAAATTTTAATTGGTAAAAACCTCTAGCAAAAAAATTCCTAATAAGATCGAATG
ATTCCAAGAAATATCAAACCTCTTTTTTCTTTCTTTCTAAACAAGATTTTCAAGTACAACTTGACTTCGTTTCAC
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GCAGTTACATGGAAAACAACATCCGGGTAACGAGTTTTAGATGCACAATCGATCTGTTCCTTCGAAGTTGAACGA
TACCAGAGACGCCTATCCTTCAGGGCCGTGATTATTTTTAGGGAACTCTCGAGTTCGAATAGGAAATTCGCCTTG
GTCGGCAACATATTATATTACACATCGGCATGGATTAAGAAACATGCAAAATTGCCAATAATTATATTTAGTTCT
TGTTATCTGATTACAAGTGAACAATGCAGATGCAATATTAACCTGAGGATTTGCTAAATTCATTCAGTCATAATG
CGGTATTATGATGCGTAACAAAAATTCAGTTCAGTGAACTATACTTCGTGTCATCTTTGACGTCAATACGATTAT
TTATGATAATTTATTTGATCGAAAATATTTAATCGAATAGTTAGTTTCGATAGAGGAAAGTGAAAATTGAAAGAG
GAAAAAAGAGAGAATGATATTTCAAGGAAACGAATGAATAGAAAACCTAACCTACAAATAGAGTCAATTCGACTT
TTAATTTTTATTTTTCTTTTTTTCTGATCAAAAGAATCGATGCCAATTTTTTAAAAATAATAAACTTCATACAAT
TCAATTATCTGGAATAAAGATATATAATATAAATATTTAACAAAAATATAAATCTTTGAAACAGTTGAACTTCAG
TATAGTCTCGTCTCGTTACAGCCTAATTAATTTGGCAAACTGAAAATAAACCGATGTTTTGTCTATATATAACCG
CGACAATTATTTGATTGCTAAATATAAATTTAATTTATTAGGATGTTATTAATCTTTGCATATGGAAGCACGAGA
TTCTGCTTTAAATAAATACACATAATATGTTTTATGTTTTTAAACGAATAATATAAATCTTTATATAGATTTAAT
TATACACTTTGGTTACTAATAAAATTAGAAAAAAGAGAATATTTTTATACCATTTACTATGTAAAATACTATGAA
ATTCGATAGCTGTAGAACTATTTTTATATTGTATTTTATTAGGTTTTCAAGACAAAACAATATATAAATAGTTTA
GGATTATATAATAACAAAATATTGTAAATTTGAATTTCTGGCAGTGAATATTAATTGTCTTTAATAGTCTTTGAA
AATGTTTCATATTTTATTATATCAAATTACTATATTTCTAAATATAATCTTGTTCAATTTTTTTTTTTTTTTATA
AATTTTAAAATGAATACTTATTTATGATCAATTAATAAAAGTTAACATAATGAATTTTAATTATAAAATAATAAA
TTTAATAATCATTCTACAAAAAGAAAATTATCTATCTATTGTATTAATGAAAATGATACATTTGAACAATTTTTT
TTGGATTTCAAAAATTGATTTATCGTATCTAAATGAATTTATTTAAGAAGTAGAACATATATACATGAATGTATA
TATAACACTATTTAGAGTTCTATATTTATACTATTTAGATTATGACCCTTGACAAAAATAAGGTTAAATATATTT
TCCTTCTTTCAAGGAAATGGTCTATTTCTATGATTGTTA 
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Abbildung 6.2. Schlupf- und Überlebensraten weiblicher (rot) und hemizygot-männlicher (blau) Genotypen, 
nicht-injizierte Kontrollen und nach embryonaler Injektion von RNAi-Sonden und RNAi-Kontrollen. RNAi, 
RNA-Interferenz. Definition von Schlupf- und Überlebensraten siehe Text. 
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Abbildung 6.3. Schlupf- und Überlebensraten weiblicher (rot) und hemizygot-männlicher (blau) Genotypen nach 
embryonaler Injektion unterschiedlicher Mengen siRNA. Die Zahlen der X-Achsenbeschriftung geben die inji-
zierte Menge siRNA in pg an. siRNA, small interfering RNA. Definition von Schlupf- und Überlebensraten 
siehe Text. 
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