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1. Einfihrung

Unterschiede zwischen den Geschlechtern sind ein elementares Phanomen im Tierreich und
faszinieren die Menschheit schon seit den friihesten Zeugnissen menschlicher Kultur. Fast
ebenso alt sind Erklarungsversuche fir die Ursachen der Geschlechtsauspragung, die schon
bei Aristoteles Erwéhnung finden. Dabei beschréanken sich diese Geschlechtsunterschiede
nicht nur auf die &uBerlich erkennbaren Merkmale, sondern sie haben fir den Organismus
weitreichende physiologische, anatomische und verhaltensbiologische Konsequenzen. Die
tiefgreifenden Verwandlungen der beiden Geschlechter, die in einem undifferenzierten Ei
ihren Anfang nimmt, zeigt, dass hier fundamentale Entwicklungs- und Steuerungsprozesse
am Werk sind. Die Entscheidung einer mannlichen oder weiblichen Entwicklung wird durch
ein geschlechtsspezifisches, initiierendes Signal bestimmt, dessen Wirkungsweise als
geschlechtsbestimmender Mechanismus bezeichnet wird.

Die mannliche und weibliche Entwicklung ist ein Allgemeines Prinzip im Tierreich, jedoch
sind die zugrundeliegenden Mechanismen der Geschlechtsbestimmung sehr divers. Dies
widerspricht zunéchst Vorstellungen, dass fundamentale Entwicklungsprozesse Uber
verschiedene phylogenetische Distanzen konserviert sein mussen (Raff, 1996).
Umweltbedingte Faktoren wie z.B. die AuRentemperatur oder aber genetische Faktoren
konnen das Geschlecht bestimmen (Bull, 1983; Bell, 1982). Bekannte Beispiele fur
umweltbedingte Geschlechtsbestimmung finden wir in den Tiergruppen der Krokodile und
Schildkréten, bei denen die Temperatur in einer kritischen Phase der Embryonalentwicklung
das initiale Signal fur die Geschlechtsbestimmung ist. Im Fall der genetischen
Geschlechtsbestimmung konnten genetische Elemente als Ursache flr die unterschiedliche
geschlechtliche Differenzierung identifiziert werden. Beispielhaft sind hier die
Geschlechtschromosomen zu nennen, die geschlechtsspezifisch vererbt werden. In vielen
Organismen ist das Mannchen das heterochromatische Geschlecht. Das Mannchen vererbt in
den meisten Sdaugern und einigen Insekten ein geschlechtspezifisches Chromosom, das Y-
Chromosom (Goodfellow and Lovell-Badge, 1993; Marin and Baker, 1998). Bei
Schmetterlingen und bei Vogeln hat das Weibchen ein zusétzliches heterochromatisches
Chromosom, das Z-Chromosom. Ferner gibt es Mechanismen, in denen autosomale und
maternale Faktoren das Geschlecht bestimmen (Traut, 1994; Dobson and Tanouye, 1998;
Dubendorfer et al., 2002). In ungefdhr 20% aller Tierarten entstehen Mannchen aus
unbefruchteten, Weibchen aus befruchteten Eiern (Crozier and Pamilo, 1996). Dazu zahlen
Organismen sehr unterschiedlicher Tiergruppen, so u.a. die Milben, (Acarina),
Fransenflugler (Thysanoptera), eine Untergruppe von Rédertierchen (Monogononta) und die
Insektenordnung der Hautflligler (Hymenoptera) (Bell, 1982; Crozier and Pamilo, 1996).

Die genetische Grundlage der Geschlechtsbestimmung ist in drei Modellsystemen, der
Taufliege Drosophila melanogaster, dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans und einigen
Saugern verstanden (Goodfellow and Lovell-Badge, 1993; Hodgkin, 1992; Cline and Meyer,
1996; Cline, 1993), die zu Paradigmen molekularer Steuerungsprozesse geworden sind
(Schutt and Nothiger, 2000; Raff, 1996). Obwohl alle diese Organismen durch das Auftreten
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geschlechtsspezifischer Chromosomen gekennzeichnet sind, ist die Wirkungsweise der
Geschlechtschromosomen unterschiedlich. In den S&ugern entscheidet die Prdsenz oder die
Abwesenheit des Y-Chromosoms Uber das Geschlecht. Im Falle von D. melanogaster und C.
elegans ist das Verhaltnis der X-Chromosomen zu den Autosomen das initiale Signal fir die
geschlechtliche Differenzierung. Das Y-Chromosom spezifische Gen Sry der Maus und des
Menschen ist das entscheidende Signal fir die ménnliche Entwicklung (Sinclair et al., 1990).
Die Wirkungsweise von Sry ist die eines dominanten geschlechtsbestimmenden Faktors auf
dem Y-Chromosom, der den ménnlichen Entwicklungsweg (ber die Testisbildung und der
daraus folgenden Hormonproduktion initiiert. Die direkte Wirkungsweise auf nachfolgende
Gene ist hier jedoch kaum verstanden. Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass der
Insulin-Signal-Reaktionsweg bei der mannlichen Differenzierung beteiligt ist (Nef et al.,
2003). Das priméare Signal in D. melanogaster und C. elegans ist sehr komplex, da eine
Vielzahl von Genen das X:A-Verhdltnis (Geschlechtschromosomen zu Autosomen)
bestimmen (Ubersicht siehe (Cline und Meyer, 1996)). In Drosophila entscheidet das
Verhaltnis der Numerator-Gene auf dem X-Chromosom und Denominator-Gen(e) auf den
Autosomen Uber die Aktivierung eines einzigen Schliisselgens Sexlethal (SxI). Bisher konnten
funf Gene mit numeratorischen Eigenschaften (sisterless A, sisterless B, sisterless C, runt und
SxI) und ein Denominatorgen, deadpan, isoliert werden (Cline, 1993; Cline, 1988; Duffy und
Gergen, 1991; Parkhurst et al., 1990; Torres und Sanchez, 1989; Younger-Shepherd et al.,
1992) . Die Transkriptionsfaktoren zeigen eine extrem nichtlineare Dosisantwort und einige
Forscher befirworten ein Titrationsmodell mit Heterodimerisierung (Parkhurst und Ish-
Horowicz, 1992) . Andere schlagen multiple Bindungsstellen der Transkriptionsfaktoren am
SxI-Promotor vor (Estes et al., 1995). Im Wurm C. elegans konnten bis heute zwei
Numerator-Gene auf dem X-Chromosom, fox-1 und sex-1(Hodgkin et al., 1994; Akerib und
Meyer, 1994), aber kein Denominator-Gen identifiziert werden. Beide haben eine direkte
Wirkung auf ein einziges Schlussel-Gen xol-1. sex-1 beeinflusst die Transkription von xol-1,
wéhrend fox-1 xol-1 ber die posttranskriptionelle Ebene reguliert (Goodwin and Ellis,
2002).

Die molekulare Analyse der Geschlechtsbestimmung kann zu zwei grundlegenden
biologischen Prozessen einen Beitrag leisten (Graham et al., 2003; Marin und Baker, 1998).
Zum einen gibt der Prozess Einsicht, wie Entscheidungsvorgénge zwischen zwei alternativen
Reaktionswegen molekular gesteuert werden. Steuerungs- und Entscheidungsprozesse sind
entwicklungsbiologische Grundprozesse und sind fir die Differenzierung eines Organismus
von entscheidender Bedeutung. Die Vielfalt der Mechanismen der Geschlechtsbestimmung
eroffnet andererseits die Moglichkeit zu verstehen, wie sich die Steuerungsprozesse und die
Regulationskaskaden im Laufe der Evolution differenziert haben (Schutt und Nothiger,
2000). Mdoglicherweise lassen sich an einem solchen Modellsystem Prinzipien erkennen, die
fiir die Evolution von entwicklungsbiologischen Prozessen und der Vielfalt von Phénotypen
von Bedeutung sind. Bisher konnte keine Ahnlichkeit zwischen den initialen Signalen und
nachgeschalteten Genen der verschiedenen Modellorganismen gefunden werden, die
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Aufschluss uber einen molekularen Entstehungsprozess geben kdnnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Geschlechtsbestimmung in einem
haplodiploiden  Mechanismus untersucht. Bisher war (ber den molekularen
Steuerungsmechanismus in einem solchen System nichts bekannt. Die genetische Grundlage
der Haplodiploidie ist bestens in einigen Hymenopterenarten (Bienen, Ameisen , Wespen und
Schlupfwespen)  verstanden  (Cook, 1993). Hier bestimmt ein einzelner
geschlechtsbestimmender  Locus  (Sex-Locus) das  Geschlecht  (komplementare
Geschlechtsbestimmung). Der Locus liegt in mehreren Allelen in einer Population vor. In den
unbefruchteten haploiden Eiern liegt nur ein Allel vor (Hemizygotie) und es entstehen
Ménnchen. Aus den befruchteten Eiern entstehen Weibchen, da zwei unterschiedliche Allele
vorliegen. Liegen jedoch in einem befruchteten Ei zwei gleiche Allele vor, wie z.B. in Fallen
der Inzucht, entstehen diploide M&nnchen. Der Nachweis von diploiden Mé&nnchen (Whiting,
1943) zeigte, dass nicht der physiologische Vorgang der Befruchtung, sondern die
Komposition der Allele geschlechtsbestimmend ist.

In der vorliegenden Arbeit wird die molekulare Basis der komplementéren
Geschlechtsbestimmung in der Honigbiene, Apis mellifera, aufgeklart. Da die Honigbiene
kein genetischer Modellorganismus ist, mussten im Laufe der Arbeit Techniken und
Strategien entwickelt werden, die eine Identifizierung und Charakterisierung des
geschlechtsbestimmenden Locus ermdglichen. Die Analyse der komplementéren
Geschlechtsbestimmung ist eine Voraussetzung, um die Funktionsweise und Struktur der
zugrundeliegenden genetischen Elemente direkt mit dem genetischen Modellsystem
Drosophila zu vergleichen. Damit koénnen sehr unterschiedliche Mechanismen
(Haplodiploidie versus chromosomale Geschlechtsbestimmung) verglichen werden, die in
kirzeren evolutiondren Zeitrdumen entstanden sind, als die bisher untersuchten
Mechanismen.

Entscheidungsprozesse finden nicht nur in entwicklungsbiologischen Prozessen statt,
sondern sie sind auch auf der Ebene des instinktiven individuellen Verhaltens zu finden. In
sozialen Insekten-Kolonien sind instinktive Entscheidungsprozesse besonders eindrucksvoll.
SchlieBlich ist es nur durch die koordinierte Tatigkeit vieler tausender Individuen maglich,
komplexe Aufgaben wie den Nestbau, das Sammeln und Speichern von Nahrung und die
Brutpflege zu bewerkstelligen (Wilson, 1971). Ein weit verbreitetes und charakteristisches
Phanomen dieser vielfaltigen Téatigkeiten in Insektenkolonien ist die Arbeitsteilung. Dabei
werden bestimmte Téatigkeiten nur zu einem bestimmten Zeitpunkt von bestimmten Individuen
verrichtet. Das Alter der Biene ist eine Komponente fiir die verschiedenen Tétigkeiten und
Verhaltensweisen im Bienenvolk (Winston, 1987). Neuere Untersuchungen konnten zeigen,
dass es jedoch auch genetische Komponenten fir die Arbeitsteilung gibt (Robinson und Page,
1988; Frumhoff und Baker, 1988). Wann und wie viele Individuen eine dauerhafte Sammler-
Tatigkeit aufnehmen, oder ob sie Arbeiten im Stock verrichten, ist fiir die Homeostase des
Bienenvolkes wichtig. In einer ersten umfassenden Analyse habe ich mit anderen Autoren die
quantitativ genetischen Komponenten fir das Einsetzten des Sammelverhaltens der
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Honigbiene bestimmt. Ferner wurde untersucht, wie die einzelnen genetischen Komponenten
in unterschiedlichen Kombinationen zusammenwirken konnen. In weiteren Arbeiten konnte
ein Entscheidungsphdnomen sozialer Organisation, die Nestgenossenerkennung, untersucht
werden. Soziale Insekten sind in Kolonien organisiert und missen zum Schutz ihrer
Ressourcen nesteigene von nestfremden Individuen erkennen und abwehren kénnen (Crozier
und Pamilo, 1996). Da Umweltkomponenten, wie Nestmaterial, eine wichtige Einflussgrofie
auf die Nesterkennung haben (Breed, 1983; Holldobler und Wilson, 1990; Jutsum et al.,
1979), wurden nicht Honigbienen, sondern Waldameisen in ihren natlrlichen Habitaten fur die
Untersuchungen der Nesterkennung eingesetzt. Die vorliegende Arbeit analysiert, ob
genetische Komponenten flr eine Nesterkennung unter natirlichen Bedingungen der
hiigelbauenden Waldameise Formica wirksam sind.

2. Die komplementéare Geschlechtsbestimmung: Ein historischer Rickblick

Den Erklarungsversuchen fir die Geschlechtsbestimmung der Neuzeit fehlten zunéchst das
zugrundeliegende genetische Konzept und so wurden Umwelteinflisse, wie Mondphasen, fiir
die Geschlechtsbestimmung verantwortlich gemacht. Den ersten wissenschaftlich fundierten
Erklarungsversuch der Geschlechtsbestimmung konnte der schlesische Pfarrer Johann
Dzierzon, der ein Zeitgenosse Gregor Mendels war, bereits 1845 liefern (Dzierzon, 1845).
Beobachtungen an der Honigbiene und nachfolgende Experimente zeigten, dass aus
unbefruchteten Eiern Mannchen und aus befruchteten Eiern Weibchen entstehen.

Der erste zytologische Nachweis von Chromosomen fiuihrte Anfang des 20.
Jahrhunderts in einigen Insekten zur Entdeckung von geschlechtsspezifisch vererbten
Chromosomen, den Geschlechtschromosomen (McClung, 1902; Wilson, 1905). Darauf
aufbauende Arbeiten konnten die prézise Natur des genetischen Balance-Systems in
Drosophila aufdecken (Bridges, 1916). Dabei ist das Verhéltnis der X-Chromsomomen zu
den Autosomen, und nicht das Y-Chromosom, das entscheidende geschlechtsspezifische
Signal. Zytologische Arbeiten in der Honigbiene konnten zeitgleich zeigen, dass die
unbefruchteten Eier haploid sind und 16 Chromsomen haben, wahrend die befruchteten Eier,
die sich zu Weibchen entwickeln, diploid sind und 32 Chromsomen besitzen (Nachtsheim,
1916).

Obwohl Geschlechtschromosomen in den folgenden Jahren in verschiedenen
Organismen gefunden wurden, konnten sie kein Erklarungsmodell fir die haplodiploide
Geschlechtsbestimmung sein. Denn die haploiden Mé&nnchen haben keinen Vater und
erhalten einen zufalligen Anteil des Genoms der Mutter, was mit einer
geschlechtsspezifischen Vererbung von Geschlechtschromsomen nicht tibereinstimmen kann.
Dieser grundlegende Unterschied war bereits Bridges, dem Entdecker des genetischen
Balance-Systems der Geschlechtsbestimmung in Drosophila bekannt, als er schrieb ,,To me
sex determination in the bee is the outstanding unsolved puzzle ..." (Bridges, 1925).

Heute wissen wir, dass die haplodiploide Geschlechtsbestimmung nicht nur auf die
Honigbiene beschrénkt, sondern in ungefahr 20% aller Tierarten verwirklicht ist. Die
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Haplodiploidie ist in so unterschiedlichen  Tiergruppen wie den Milben (Acarina),
Mottenschildldusen (Aleyroidea), einigen Schildldusen (Coccoidea, Margarodidae),
Fransenfliglern (Thysanoptera), einigen Borkenkafern (Scolytidae) und einer Untergruppe
von Rédertierchen (Monogononta) verwirklicht und charakterisiert die Insektenordnung der
Hautfligler (Hymenoptera) mit Gber 200.000 Arten (Bull, 1983; Bell, 1982; Crozier und
Pamilo, 1996).

Erst Arbeiten von Whiting (Whiting, 1943) entdeckten in der Wespe Bracon hebetor in
spezifischen Inzuchtkreuzungen diploide Mannchen. Entsprechend gekoppelte phénotypische
Marker waren ein Beweis dafur, dass die diploiden Mannchen homozygot am
geschlechtsbestimmenden Locus waren. Es ist aus heutiger Sicht zundchst Uberraschend,
warum der komplementdare Mechanismus nicht zuerst in der Honigbiene nachgewiesen werden
konnte, dem géngigsten Hymenopteren-Modell. Entsprechende Kreuzungen in der Honigbiene
zeigten einen Anteil von Weibchen, der in Ubereinstimmung mit dem komplementiren Modell
war. Jedoch konnten keine diploiden Méannchen nachgewiesen werden und Mackensen nahm
an, dass diese lethal sein missten (Mackensen, 1951). Es wurde fur die Honigbiene ein
alternatives Modell entworfen (Cunha und Kerr, 1957), welches auf einem genetischen
Balance-System basiert. Eine Serie von Genen hat dabei einen nicht additiven mannlichen
Effekt. Des weiteren gibt es eine Anzahl von Genen, die einen additiven Effekt haben und fir
die weibliche Entwicklung verantwortlich sind. Die Sex-Allele werden unter diesem Modell als
das Hauptgen der weiblichen Entwicklung interpretiert. Spétere Arbeiten von Woyke konnten
zeigen, dass die diploiden Mé&nnchen auch in der Honigbiene tberlebensfahig sind, jedoch von
den Arbeiterinnen kurz nach dem Schlupf aus dem Ei gefressen werden (Woyke, 1965a;
Woyke, 1965b; Woyke, 1963). Der komplementare Mechanismus konnte inzwischen in den
verschiedensten Gruppen der Hymenopteren nachgewiesen werden und wird als der
phylogenetisch urspriingliche geschlechtsbestimmende Mechanismus in den Hymenopteren
angesehen (Cook, 1993). Es gibt jedoch auch Ausnahmen der komplementdren
Geschlechtsbestimmung in Gruppen, die aufgrund ihres Lebenszyklus dauerhaft Inzucht
betreiben (Cook, 1993). Hier werden andere Modelle der Geschlechtsbestimmung diskutiert, so
z.B. ,,genetic imprinting“ Mechanismen (Dobson und Tanouye, 1998; Beukeboom, 1995).

Homozygote Individuen am Sex-Locus kénnen keine fertilen Nachkommen erzeugen
(Crozier and Pamilo, 1996). Im Fall der Honigbiene werden die diploiden Mannchen direkt
nach dem Schlupf aus dem Ei von den Arbeiterinnen aufgefressen. Die Selektion wird im
Laufe der Evolution viele Allele an diesem Locus generieren, da sie zu weniger diploiden
Ménnchen in einer Population flhren werden. Dieser, als diversifizierende Selektion
bezeichneter VVorgang, wurde zuerst am S-Locus von Pflanzen nachgewiesen und zeigt das
direkte Wirken von Selektion in Populationen (Wright, 1939). Die geschlechtsbestimmenden
Allele sind neben den S-Allelen (Charlesworth, 2002) ein klassisches Beispiel fiir
diversifizierende Selektion, bei der verschiedene funktionelle Allele an einem Locus im Laufe
der Evolution erhalten bleiben (Kimura und Crow, 1964; Yokoyama und Nei, 1979). Bis zu 19
Sexallele segregieren in natirlichen Populationen der Honigbiene (Adams et al., 1977; Page, Jr.
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etal., 2002).

Die allelische Wirkungsweise und der ,,Single Locus*“-Charakter des Sex-Locus ist ein
attraktives System, um molekulare Steuerungsmechanismen und selektive Vorgange auf
molekularer Ebene zu studieren. Es ist Uberraschend, wenn man allein die Uber 3000
publizierten wissenschaftlichen Arbeiten zur Geschlechtsbestimmung von D. melanogaster
zugrundelegt, wie wenig Uber die komplementére Form der Geschlechtsbestimmung bekannt
ist. Die fehlenden genetischen Techniken, Ressourcen und ein fehlendes Hymenopteren-
Modellsystem konnen nur teilweise diese offensichtliche Wissensluicke erklaren.

3. Identifizierung der geschlechtsbestimmenden Region in der Honigbiene

Nach dem Modell der komplementéren Geschlechtsbestimmung entstehen Weibchen, wenn
der Sex-Locus heterozygot ist. M&nnchen entwickeln sich aus haploiden Eiern, da sie nur ein
Sex-Allel tragen und hemizygot sind. Diploide Mannchen entstehen jedoch aus befruchteten
Eiern, wenn der Sex-Locus homozygot ist, wie dies z.B. in Fallen von Inzucht auftreten kann.
Die diploiden Ménnchen der Honigbiene kénnen sich nicht reproduzieren, da sie kurz nach
dem Schlupf aus dem Ei von Arbeiterinnen aufgefressen werden.

Ich konnte bereits wéhrend meiner Promotionsarbeit einen genetischen Marker
identifizieren, der mit der diploiden ménnlichen und weiblichen Entwicklung kosegregiert
(Beye et al., 1994). Ausgangspunkt fiir die Kartierungsanalyse war eine Inzuchtkreuzung, die
zu flinfzig Prozent diploide Mannchen und Weibchen hervorbrachte (Abb. 1, (Beye et al.,
1996)). Der Marker war, in Ubereinstimmung mit dem Modell der komplementaren
Geschlechtsbestimmung, heterozygot in den Weibchen und homozygot in den diploiden
Ménnchen. Durch die Klonierung des Markers (Beye et al., 1996) konnte der Sex-Locus auf
dem Chromosom 8 in einer subtelomerischen Region lokalisiert werden (Beye et al., 1996).
Dies war die erste Lokalisierung eines Gens auf den Chromosomen der Honigbiene.

Aus den Sequenzen des Z-Markers wurde ein STS (,,sequence tagged site*) Marker
entwickelt (Beye et al., 1998b; Moritz et al., 1998). Eine Inzuchtkreuzung wurde etabliert, in
denen zwei verschiedene kosegregierende Marker, Z (Beye et al., 1996) und Q (Hunt und
Page, 1994), relativ zueinander kartiert werden konnten. Die Analyse von mehr als 350
meiotischen Ereignissen ergab, dass beide Marker den Sex-Locus flankieren, was den Sex-
Locus eindeutig eingrenzt (Beye et al., 1999b). Der physikalische Abstand beider Marker
wurde mittels ,,Pulsed-Field Gel Electrophoresis“-Kartierung ermittelt. Fur die Erstellung
einer physikalischen Karte wurde eine Methode entwickelt und optimiert, um hochmolekulare
DNA (> 1Mb) aus Honigbienen zu isolieren (Beye et al.,, 1999a), da verschiedene
Isolierungsmethoden, die bei Drosophila angewendet werden, bei der Honigbiene
fehlschlugen. Eine detaillierte Restriktionskarte der geschlechtsbestimmenden Region konnte
anhand von finf Restriktionsenzymen erstellt werden (Beye et al., 1999b). Die Marker Z und
Q haben einen Abstand von 360 kb. Daraus ergibt sich ein Verhaltnis von physikalischer zu
genetischer Distanz von 44kb/cM, welches hoher ist als die genomweite Rekombinationsrate
(Hunt und Page, Jr., 1995). Diese lokal erhhte Rekombinationsrate konnte ich auch anhand
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der Verteilung von genetischen Abstanden zufallig erzeugter Marker der Kopplungsgruppe 111
nachweisen (Beye et al., 1999b). Die genetischen Abstdnde der Marker waren in der Sex-
Locus Region signifikant gegenliber dem Rest der Kopplungsgruppe erhdéht. Aus diesen
Ergebnissen habe ich postuliert, dass eine erhdhte Rekombinationsrate in der Sex-Locus
Region im Laufe der Evolution positiv selektiert sein konnte, damit benachbarte,
kosegregierende Genombereiche von dem Einfluss der diversifizierenden Selektion am Sex-
Locus entkoppelt werden. Dies waére ein direkter Nachweis fur das theoretische Modell einer
lokal erhdhten Rekombinationsrate, welches von Strobeck und Mitarbeitern entwickelt wurde
(Strobeck et al., 1976). Damit koénnte die strenge Selektion an einem bestimmten Gen die
Rekombinationshdufigkeit beeinflussen. Eine alternative Hypothese ist, dass Rekombination
innerhalb des Gens einen selektiven Vorteil hat, da so schneller nachteilige Mutationen im
Gen aus einer Population entfernt werden konnten (Beye et al., 1999b). Dies entspricht den
aktuellen Modellen, die aus dem ,,Mullers ratchet* entwickelt wurden (Kondrashov, 1988).
Inzwischen konnte durch direkte Messung nachgewiesen werden, dass die Rekombinationsrate
in der benachbarten Region des Sex-Locus extrem ansteigt (Hasselmann & Beye,
unpublizierte Ergebnisse). Damit wirde vieles fiir das Modell der Entkopplung sprechen. In
der Genomregion des MHC-Komplexes (Hughes, 1999), der auch einer diversifizierenden
Selektion unterliegt, konnte im Gegensatz zur Sex-Locus Region eine Reduzierung der
Rekombinationsrate nachgewiesen werden (O'hUigin et al., 2000). Madglicherweise ist die
deutlich geringere Selektion gegeniiber den homozygoten Individuen am MHC-Komplex
Ursache fiir die fehlende Erhohung einer lokalen Rekombinationsrate. Dieser Vergleich wirde
demzufolge die Hypothese des starken adaptiven Wertes der erhohten Rekombination in der
Sex-Locus Region der Honigbiene unterstreichen, da hier die diversifizierende Selektion um
ein Vielfaches stérker ist.

Die detaillierte genetische und physikalische Kartierung der Sex-Locus Region war die
grundlegende Voraussetzung fir die Klonierung des geschlechtsbestimmenden Gens.

4. Isolierung der geschlechtsbestimmenden Region

Die Isolierung der geschlechtsbestimmenden Region erfolgte Uber einen chromosomalen
~Walk". Zunachst wurde eine genomische Bank in Form des , Reference library* Systems
etabliert. Das ,,Reference library* System erlaubt den freien Austausch von biologischem
Material und den dazu gehorigen Informationen, da sowohl der genetische Klon als auch die
zugehorige Information zentral verwaltet wird (Zehetner und Lehrach, 1994). 110.000 Klone
wurden gepickt, in entsprechenden ,,microplates” vermehrt und spater auf Filtermembranen
aufgetragen (Beye et al.,, 1998c). Die Bank entspricht einer zweiundzwanzigfachen
Genomabdeckung, was ich durch eine entsprechende Uberpriifung anhand von ,,single copy*
Sequenzen bestatigen konnte (Beye et al., 1998c). Unsere Bank wurde dem
Ressourcenzentrum (Berlin) angegliedert (siehe http://www.rzpd.de/). Sie ist damit der
wissenschaftlichen Gemeinschaft frei zuganglich gemacht worden. Dies war die erste frei
zugéngliche Genom-Bank der Honigbiene. Inzwischen konnte ein weiteres Referenzsystem
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fur die Honigbiene etabliert werden (Whitfield et al., 2002).

Jedoch konnte aus 110.000 Klonen kein Cosmid isoliert werden, das den Q-Marker
enthélt. Genomische Klone, die den Z-Marker enthielten konnten dreimal identifiziert werden.
Q sollte als Ausgangspunkt fur den chromosomalen ,,walk®” dienen, da Q genetisch sehr viel
naher am Sex-Locus liegt als der Z-Marker. Damit sind die beiden Marker in der Cosmid-
Bank eindeutig unterreprasentiert (Beye et al., 1998c). Die ersten Klone, die den Q-Marker
enthielten, konnten aus einer partiellen Lambda-Bank isoliert werden. Diese Bank wurde aus
dem Sma | Sex-Locus Fragment (Beye et al., 1999b) erstellt, welches aus dem PFGE-Gel
angereichert wurde. Die partielle Bank war Ausgangspunkt fir die Isolierung der
geschlechtsbestimmenden Region durch einen chromosomalen ,,walk® (Beye et al., 2003). Die
erfolgreiche Néherung zum Sex-Locus konnten wir anhand von neu etablierten Markern
uberprifen (Hasselmann et al., 2001). Es wurde eine genomische Region zwischen zwei
Markern identifiziert, die in 1000 Weibchen immer heterozygot war. Die Assoziation von
Geschlecht und genetischen Markern konnte ich mit einer Genauigkeit von 5 kb auf
Sequenzebene nachweisen. Daraus folgerte ich, dass zumindest ein Teil des Gens in der
identifizierten Region liegen sollte. Diese Region wurde vollstandig sequenziert.

5. Identifizierung und Charakterisierung des complementary sex determiner Gens
Die Aminoséduresequenzen von potentiellen ORFs (,,open reading frame*) der Nukleotid-
Sequenz zeigten keine Ahnlichkeiten zu Proteinen in den verschiedenen Datenbanken.
Potentielle Exone wurden anhand der Nukleotidsequenz und entsprechenden Algorithmen
vorhergesagt (Baxevanis und Oulette, 2001) und mit Hilfe der RT-PCR Uberpruft. Das in der
Region identifizierte Transkript wurde aufgrund seiner vorhergesagten Wirkung als
complementary sex determiner (csd) bezeichnet. Die csd Transkripte treten in mehreren
allelischen Varianten auf (Abb. 5, (Beye et al., 2003)). Die vorhergesagte Aminosauresequenz
ist in vier Allelen in nur 40,7% der Positionen im C-terminalen und 70,3% der Positionen im
N-terminalen Bereich identisch. Der variable Bereich kodiert dabei fur eine Arginin (R)-Serin
(S)-reiche und eine prolinreiche Doméne. SR-Domanen haben eine wichtige Funktion in der
SpleiBregulation (Graveley, 2000), jedoch konnten keine Transkriptionsunterschiede in
Ménnchen und Weibchen nachgewiesen werden. Die Abfolge von einer RS- und einer
prolinreichen Doméne zeigt strukturelle Ahnlichkeiten zu dem TRA-Protein von Drosophila
(Butler et al., 1986). Das tra-Gen ist ein wichtiges Glied in der priméren
geschlechtsbestimmenden Regulationskaskade (Cline und Meyer, 1996) und steuert das
alternative Spleiflen des untergeordneten dsx-Gens (Tian und Maniatis, 1993; Hoshijima et al.,
1991). CSD fehlt jedoch eine konservierte Domane, die alle TRA-orthologen Proteine
charakterisiert (Abb. 3B; (Beye et al., 2003; Pane et al., 2002)). tra-Transkripte in Drosophila
zeigen im Gegensatz zu den csd-Transkripten ein geschlechtsspezifisches SpleiR-Muster
(Boggs et al., 1987).

Funktionelle Analysen des csd-Gens wurden mit Hilfe der RNA interference”
Technik durchgefuhrt (Fire et al.,, 1998; Kennerdell und Carthew, 1998). In einem

8



Pilotexperiment habe ich zundchst die Anwendbarkeit und Effektivitdt der Methode in der
Honigbiene Uberpruft (Beye et al., 2002). Untersuchungen am orthologen engrailed-Gen
konnten zeigen, dass die Wirkung der doppelstrangigen RNA (dsRNA) in der Honigbiene
spezifisch ist und zu einer reduzierten Expression des entsprechenden EN-Proteins fuhrt. Dies
war der erste Nachweis einer gezielten und vollstdndigen Reprimierung eines Gens in der
Honigbiene. Die Reprimierung von csd in genotypischen Weibchen fiihrte zu einer
vollstandigen Verwandlung der Gonaden zu Hodengewebe. Die csd-RNAI in haploiden
Ménnchen, die nur ein csd Allel tragen, hatte keinen Einfluss auf die maéannliche
Gonadendifferenzierung (Beye et al., 2003). Die Funktion von csd wird also fiir die weibliche
Entwicklung, nicht jedoch fiir die mannliche Differenzierung benétigt, wobei allein der
allelische Zustand von csd Uber das geschlechtliche Schicksal des Eis entscheidet. Ich habe
postuliert, dass dieser molekulare Entscheidungsvorgang auf der Ebene der Post-Translation
erfolgt. CSD st aktiv, wenn Polypeptide von verschiedenen Allelen stammen, was eine
weibliche Entwicklung initiiert. CSD ist inaktiv, wenn Polypeptide nur einem Allel oder zwei
gleichen Allelen entstammen, was eine mannliche Entwicklung initiiert.

Das hier isolierte primdre Signal csd unterscheidet sich von den bisher untersuchten
primdren Signalen (Beye et al., 2003): 1.) Der allelische Zustand von einem Gen entscheidet
uber das Geschlecht. Andere identifizierte primére Signale hingegen sind genetische Faktoren,
die in den Geschlechtern unterschiedlich vorhanden sind (z.B. Gene auf den
Geschlechtschromosomen). 2.) Das primére Signal csd ist zugleich ein ,switch*-Gen mit
einem aktiven (ON) und inaktiven (OFF) Zustand, der die weibliche und mannliche
Entwicklung bestimmt. In Drosophila und Caenorhabditis ist diese Schalterfunktion erst auf
der néchsten Ebene der Kaskade zu finden (Cline und Meyer, 1996).

6. Folgerungen fur die Evolution von Mechanismen der Geschlechtsbestimmung

Obwohl Geschlechtsbestimmung ein fundamentales Prinzip im Tierreich ist, sind die
zugrundeliegenden Mechanismen &uRerst vielféaltig (Marin und Baker, 1998; Schutt und
Nothiger, 2000). Die Isolierung von csd kann neben der Aufklarung eines molekularen
Entscheidungsprinzips auch  Aufschluss  Uber eine  Entstehungsgeschichte  von
geschlechtsbestimmenden Mechanismen geben. Bisher konnte keine Uberlappung in den
primédren Signalen in den drei Modellorganismen, der Taufliege D. melanogaster, dem
Fadenwurm Caenorhabditis elegans und dem Sry Gen der Sduger nachgewiesen werden, die
Aufschluss uber eine evolutiondre Entstehungsgeschichte geben kdnnte (Marin und Baker,
1998). Mdglicherweise sind die phylogentischen Distanzen zu grofl fur einen solchen
Nachweis, da die geschlechtsbestimmenden Mechanismen sich im Laufe der Evolution sehr
schnell &ndern kdnnen.

In zwei grundsatzlich verschiedenen Mechanismen der Geschlechtsbestimmung habe
ich Uberraschend eine strukturelle Ahnlichkeit zwischen dem priméren Signal (csd) in der
Honigbiene und dem untergeordneten tra-Gen der Drosophila-Regulationskaskade
festgestellt. Die strukturelle Ahnlichkeit von CSD zu TRA lasst es plausibel erscheinen, dass
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CSD die selbe Wirkung wie TRA in Drosophila hat und dsx alternativ spleif3en kann (Beye et
al., 2003). Entsprechende dsx Transkripte konnten auch fir die Honigbiene nachgewiesen
werden (Becher & Beye, unpublizierte Ergebnisse). Die Ergebnisse von csd bestétigen
Vorstellungen, dass Geschlechtsbestimmung in Form einer ,,buttom up® Evolution entstehen
kann. Konservierte, gemeinsame Gene sind weiter unten in der Regulationskaskade zu finden
wéhrend neu hinzugekommene regulatorische Elemente weiter oben zu finden sind und dabei
in jangerer Zeit der Evolution rekrutiert wurden (,,bottum-up*“ Model der Evolution der
Geschlechtsbestimmung (Wilkins, 1995)). Dabei scheint die Geschlechtsbestimmung auf der
Ebene von dsx in Insekten konserviert zu sein, denn geschlechtsspezifische Transkripte
konnten in einer Vielzahl von Insekten mit unterschiedlichen Mechanismen der
Geschlechtsbestimmung nachgewiesen werden, so in verschiedenen Dipteren-Arten (Ceratitis,
Megaselia, Musca, Bactocera) (Schutt and Nothiger, 2000) und im Seidenspinner Bombyx
(Ohbayashi et al., 2001).

Oberhalb von dsx differenzieren sich die Regulationskaskaden von Drosophila und
Apis, was 270 Millionen Jahre getrennter Evolution entspricht. Ein tra orthologes Gen konnte
auflerhalb der Gattung Drosophila bisher nur in einer anderen Diptere, Ceratitis, isoliert
werden (Pane et al., 2002). Ceratitis hat kein genetisches Balance-System wie Drosophila,
und ein nicht n&her identifizierter M-Faktor auf dem Y-Chromosom bestimmt hier das
Geschlecht (Willhoeft and Franz, 1996). Aktives TRA Protein wird durch einen anderen
Mechanismus als in Drosophila bereitgestellt. Vermutlich wird aktives TRA-Protein Uber
einen positiven ,,feedback loop* erhalten, der das eigene Splei3en steuert (Pane et al., 2002).

Verschiedene Aktivierungsmechanismen von ,,SR type proteins* und ihre postulierte
Wirkung auf ein konserviertes Gen der geschlechtlichen Differenzierung sind méglicherweise
ein Schlissel fur das Verstandnis der Diversitat von geschlechtsbestimmenden Mechanismen
in Insekten (Beye et al., 2003). CSD wird vermutlich durch die allelischen Polypeptide
aktiviert, wahrend aktives TRA-Protein in der Taufliege und in Ceratitis durch alternatives
Spleiflen erzeugt wird. Jedoch werden in den beiden Dipteren-Arten unterschiedliche
genetische Elemente genutzt. Die Plastizitat der Regulierungsmdglichkeiten ermdglicht ,,SR-
type* Proteinen im Laufe der Evolution sehr verschiedene geschlechtsspezifische Signale zu
rekrutieren,  die  letztendlich  zu  unterschiedlichen initialen  Signalen  und
geschlechtsbestimmenden Mechanismen gefiihrt haben (Beye et al., 2003).

7. Signaturen von Selektion in den Sex-Allelen der Honigbiene

Komplementére Geschlechtsbestimmung ist ein klassisches Beispiel fiir diversifizierende
Selektion, bei der genetische Variation an einem Locus aufrechterhalten wird (Kimura and
Crow, 1964; Yokoyama and Nei, 1979). Fir das csd-Gen sind die diversifizierenden
selektiven Krafte bekannt, da alle homozygoten Individuen das Embyronalstadium nicht
uberleben. Die Populationsdynamik der Sex-Allele hat eine gewisse Analogie zu den Allelen
des S-Locus (,,self-incompatibility locus®) der Pflanzen und der ,,mating types* der Pilze
(Casselton, 2002; Charlesworth, 2002). Im Unterschied zu diesen Loci kdnnen sich jedoch
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entsprechend homozygote Zellen formieren und die verschiedenen Zustande aktivieren zwei
alternative Reaktionswege der geschlechtlichen Entwicklung.

Die ersten cDNA Nukleotidsequenzen versetzten uns in die Lage, die direkte
Auswirkung von Selektion auf die Verteilung und Variation von Nukleotidunterschieden zu
untersuchen. Die Analyse von 30 variablen cDNA-Sequenzen aus verschiedenen Populationen
zeigte eine groRe Anzahl von Nukleotidunterschieden (Hasselmann und Beye, 2004). Die csd-
Sequenzen lassen sich infolge der deutlichen Unterschiede in zwei Hauptgruppen unterteilen.
Sequenzen des Typs | haben sich in sehr kurzer Zeit in eine Vielzahl unterschiedlicher
Allellinien aufgespalten, wie wir anhand der Verteilung ,,neutraler” synonymer Substitutionen
nachweisen konnten. Typ I1-Sequenzen lassen sich ebenfalls in verschiedenen geographischen
Herkinften nachweisen. Diese Sequenzen sind jedoch deutlich dhnlicher und zeigen nicht die
in Typ | gefundene Aufspaltung in Allellinien.

Unsere Analysen zeigen, dass die Allele tber einen langen Zeitraum in der Population
erhalten bleiben. Dies ist ein zusétzlicher Beweis fiir diversifizierende Selektion. Ein solches
Ergebnis entspricht theoretischen Erwartungen (Takahata, 1990) und wurde flr den S-Locus
(Vekemans und Slatkin, 1994), den MHC-Komplex (Salamon et al., 1999) und fur die ,,mating
types™ von Pilzen (May et al., 1999) nachgewiesen.

Die nicht-synonymen und synonymen Unterschiede in der Nukleotid-Sequenz wurden
verglichen. Diese Analyse ermittelte Bereiche in der Sequenz, in denen
Aminoséaureanderungen gegeniber den ,,neutralen® (synonymen) Anderungen im Laufe der
Evolution bevorzugt wurden (Abb. 4, (Hasselmann und Beye, 2004)). Diese positiv
selektierten Proteinabschnitte kodieren moglicherweise fur die Spezifitat und die funktionellen
Unterschiede der Allele. Es wurden jedoch auch Abschnitte im Protein identifiziert, in denen
»heutrale®, synonyme Unterschiede weitaus hdufiger vorkommen als Unterschiede in der
aminoséurekodierenden Sequenz. Diese Proteinabschnitte haben moglicherweise eine
konservierte Funktion in allen Allelen. Dies kénnte z.B. die Aktivierung eines untergeordneten
Gens der Regulationskaskade sein.

Die positiv selektierten Proteinabschnitte sind Kandidaten, um den allelischen
Mechanismus der Gleich- und Ungleich-Erkennung zu verstehen. Die anstehende funktionelle
Aufklarung der Proteine wird Uber die funktionelle Zuweisung der selektierten
Proteinabschnitte Aufschluss geben.

8. Genetische Komponenten des sozialen Verhaltens

Die Entscheidung zwischen den alternativen Reaktionswegen der mannlichen und weiblichen
Entwicklung ist in der Honigbiene eindeutig genetisch bestimmt. Eine komplexere Form der
Entscheidungsfindung finden wir auf der Ebene des Verhaltens in sozialen Insekten. Das
instinktive Verhaltensrepertoire ist hier besonders komplex, da Tausende von Individuen die
soziale Organisation einer Kolonie bestimmen. Die Analyse der einzelnen Komponenten und
ihrer Wechselwirkungen spielt daher eine zentrale Rolle fur das Verstandnis der sozialen
Organisationsform (Page, Jr. und Erber, 2002; Page, Jr. et al., 2002). Welche Verhaltensweise
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jeweils zur Ausprédgung kommt, wird sowohl von Umwelt- als auch von genetischen
Komponenten bestimmt. Ein gut untersuchter Entscheidungsprozess ist der Verhaltenswechsel
der Stockbiene zur Sammelbiene (von Frisch, 1965; Robinson et al., 1997; Fewell, 2003;
Page, Jr. und Erber, 2002; Robinson und Ben Shahar, 2002). Es konnten bereits erste
Kandidaten-Gene identifiziert werden, die moglicherweise eine kausale Verhaltensanderung
bewirken kénnen (Whitfield et al., 2003; Ben Shahar et al., 2002).

In einer ersten umfassenden quantitativen Analyse haben wir die genetischen
Komponenten fiir das Einsetzen des Sammelverhaltens untersucht (Rueppell et al., 2004). Wir
konnten feststellen, dass eine groRe genetische Komponente und eine groRBe genetische
Varianz fur das Einsetzen des Sammelns existiert. Die betrachtliche genetische Varianz flr das
Einsetzen des Sammelverhaltens ist zunédchst Uberraschend, da das Sammeln von
Futterressourcen eine so wichtige Tétigkeit fiir die Kolonie darstellt. Méglicherweise haben
die genetischen Unterschiede der einzelnen Bienen einen Vorteil auf der Ebene der Kolonie
(Rueppell et al., 2004). Nach diesem Modell konnte die Futterrekrutierung der Kolonie durch
die genetischen Unterschiede einzelner Bienen besser reguliert werden.

Das Einsetzen des Sammelverhaltens ist mit bereits identifizierten QTLSs (,,quantitative
trait loci*) des Pollensammelns (Hunt et al., 1995) assoziiert. Pleiotropie ist eine naheliegende
Erklarung fir diesen Zusammenhang. Wahrscheinlich werden durch die QTLs zentrale
Komponenten des physiologischen Netzwerks beeinflusst, was zu dem gefundenen
pleiotropen Effekt flihrt. Ein &hnlicher Effekt konnte unlangst fur den cAMP-abhangigen
»Second messenger“ Reaktionsweg nachgewiesen werden (Humphries et al., 2003). Vier
weitere QTLs konnten identifiziert werden, die nicht nur aus additiven Komponenten
bestehen. Die pleiotropen als auch epistatischen Interaktionen zeigen (Wade, 2002), welch
komplexe genetische Architektur das Einsetzen des Sammelverhaltens hat.

Eine andere Art der Entscheidungsfindung im Verhalten findet bei der Nesterkennung
statt. Soziale Insekten leben in Kolonien und die dort gespeicherten Ressourcen und
Nachkommen missen vor nestfremden Individuen derselben Art geschiitzt werden.
Nesteigene und nestfremde Artgenossen mussen als solche erkannt und mit einem
entsprechenden Aggressionsverhalten aus dem Nest vertrieben werden (Crozier und Pamilo,
1996; Waldmann et al., 1988). Genetische Grundlagen der Nesterkennung lassen sich anhand
der hugelbauenden heimischen Wald-Ameisen untersuchen, die, anders als die Honigbiene, in
ihren naturlichen Habitaten leben. Bisherige Untersuchungen zeigten den enormen Einfluss
von Umweltkomponenten auf die Nesterkennung (Breed, 1983; Hélldobler und Wilson, 1990;
Jutsum et al., 1979), doch gab es bereits Hinweise fiir genetische Komponenten unter
Laborbedingungen (Stuart, 1987; Carlin und Holldobler, 1986) . In einem Ansatz unter
Feldbedingungen wurde die Aggressionsbereitschaft zwischen Nestern von Formica pratensis
und Formica polyctena gemessen und ihre genetische Verwandtschaft bestimmt. Die
Aggressionsbereitschaft nimmt dabei mit geringerer genetischer Verwandtschaft zu (Beye et
al., 1997; Beye et al., 1998a). Genetisch nah verwandte Tiere, obwohl sie in verschiedenen
Nestern leben, sind seltener zueinander aggressiv als weit entfernt verwandte Tiere. Die
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genetischen Komponenten der Nestgenossenerkennung sind also bei einer hoheren
Verwandtschaft weniger wirksam, da diese Nester vermutlich ein dhnlicheres Profil der
Erkennungsstoffe haben. Dies ist meines Wissens der erste direkte Nachweis von genetischen
Komponenten der Nesterkennung unter Feldbedingungen. Jedoch haben auch
Umweltmerkmale auf die Nesterkennung einen Einfluss (Beye et al., 1998a). Genetische als
auch umweltbedingte Komponenten spielen bei der Nestgenossenerkennung der Wald-
Ameisen eine Rolle und beide Komponenten sind fir eine mdglichst wirkungsvolle
Unterscheidung von nesteigen und nestfremd von grof3er Wichtigkeit.

9. Restimee und Ausblick

Entscheidungsfindung ist ein zentrales Thema in der Biologie, sei es zwischen alternativen
Reaktionswegen in der Entwicklung, zwischen physiologischen Zustdnden oder zwischen
verschiedenen Verhaltensweisen. Ein neuartiger Mechanismus der Geschlechtsbestimmung
wurde charakterisiert, der aufgrund der allelischen Kompositionen von ,,SR-type* Proteinen
die weibliche Entwicklung initiiert.

Wie 171 heterozygote Kombinationen der 19 Allele zu einem aktiven Protein fiihren ist
jedoch noch nicht verstanden. Die anstehende funktionelle Aufklarung wird Aufschluss tber
die Grundlagen der molekularen Spezifitdt und Wechselwirkungen geben. Die nun folgende
Identifizierung eines untergeordneten Zielgens des CSD-Porteins wird grundlegenden Einblick
in die Evolution von geschlechtsbestimmenden Regulationskaskaden geben. Dies konnte die
besondere  Rolle der ,SR-type“ Proteine in der evolutiondren  Dynamik
geschlechtsbestimmender Mechanismen bestatigen. Die funktionelle Zuweisung der
selektierten Abschnitte wird Einblick geben, wie neue Spezifitdten durch Adaption im Laufe
der Evolution entstanden sind.

Die Genomsequenz der Honigbiene, die in einer ersten Version im Internet vorliegt
(http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/honeybee/), erdffnet gezielte Wege, die komplexen
Mechanismen der Entscheidungsfindung auf der Ebene von Verhalten zu entschlisseln. Die
ersten genetischen Marker fur das Einsetzen des Sammelverhaltens sind dabei eine wichtige
Ausgangsbasis, um Kandidatengene und die zugrundeliegenden molekularen Grundlagen zu
identifizieren.
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fremde Hilfe verfasst, keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt und
die den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich

gemacht habe.

Halle, den 15.4. 2004

Martin Beye
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