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1 Einleitung

1.1 Die Familie der Chironomiden

Die zirka (ca.) 15.000 bekannten Arten (Armitage et al. 2012), welche zu der Familie der
Zuckmiicken gehoren, sind weltweit verbreitet. Sie gehoren der Ordnung Diptera,
Unterordnung Nematocera und der Teilordnung Culicomorpha an. Die Zuckmiicken sind
holometabole Insekten, welche ihre Eier in einer gallertigen Masse, dem Gelege, ablegen. Die
Larven, die bei der Art Chironomus riparius (C. riparius) nach ca. drei Tagen schliipfen,
durchlaufen meist vier abgrenzbare larvale Stadien. Den langsten Entwicklungsabschnitt, den
der Larve, verbringen sie im Sediment und erndhren sich von Algen und Detritus, wobei auch
Spezies mit anderen Erndhrungsformen zum Beispiel (z. B.) rduberische existieren (Armitage
et al. 2012). Die Anspriiche an abiotische und biotische Umweltfaktoren unterscheiden
zwischen den zahlreichen Arten stark. Viele Chironomus-Arten besitzen als Larven den
Blutfarbstoff Hamoglobin, wodurch eine rote Farbung der Larven zustande kommt. Das
Héamoglobin der Chironomiden ist in der Hamolymphe der Larven frei gelost und ermoglicht
das Uberleben in zum Teil (z. T.) sehr sauerstoffarmen Substrat (Burmester und Hankeln 2007),
(Hankeln et al. 1988), (Nowak et al. 2006), (Weber et al. 1985). Neben sauerstoffarmen
Habitaten kommen Chironomiden auch in kalten oder stark verunreinigten Habitaten vor.
Aufgrund solcher Eigenschaften beziehungsweise (bzw.) Anpassungen werden
Chironomiden als Bioindikatoren zur Bestimmung der Gewassergiite eingesetzt (Oliver 1971),
(Pinder 1986), (Taenzler et al. 2007). Die Art Belgica antarctica (B. antarctica, Abbildung 1, A rot),
deren Genom vor kurzem mittels Next Generation Sequencing (NGS) sequenziert wurde,
besiedelt z.B. Habitate in der Antarktis und ist ein Beispiel fiir die Anpassung an extrem kalte

Umweltbedingungen (Kelley et al. 2014).
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Abbildung 1 Stammbaum der Familie der Zuckmiicken (Chironomidae) und der Gattung Chironomus. A zeigt den
Stammbaum der Familie der Zuckmiicken mit neun Unterfamilien. Dazu zdhlen unter anderem Chironominae und
Prodiamesinae. Zur Unterfamilie Prodiamesinae gehort die Gattung Prodiamesa. Eine der fiir diese Gattung bekannten elf
Arten, Prodiamesa olivacea (P. olivacea; griin), ist Untersuchungsobjekt dieser Arbeit. Die Gattung Chironomus gehort zur
Unterfamilie Chironominae und besitzt eine Vielzahl an Arten. B zeigt einen kleinen Ausschnitt des Stammbaums der Gattung
Chironomus mit den in dieser Arbeit vergleichend untersuchten Arten (violett).

A verindert nach (Cranston et al. 2012); B verindert nach (Martin 2010)

Es gibt Arten, deren Larven sogenannte Wohnraumrohrchen ausbilden. Die
Wohnraumrohrchen werden von den Larven mittels des in sogenannten Speicheldriisen der
Larven produzierten Spinnsekrets gesponnen und von aufsen zugefiihrten Sedimentsteilen
gebaut. Die Larven verpuppen sich nach vier Larvenstadien und innerhalb von wenigen
Tagen vollenden sie ihre Metamorphose zu Imagines. Mit Hilfe von ,Schwimmfachern”
gelangen die Tiere an die Wasseroberflache und leben meist nur wenige Tage als fliegende
Miicke, deren einziges Ziel die Verpaarung und Eiablage ist. Meist nehmen die Imagines nicht
einmal mehr Nahrung auf und sterben kurz nach der Eiablage. Die Imago weist im Gegensatz
zur Larve einen morphologisch distinkten Geschlechts-Dimorphismus auf. Mannliche
Imagines besitzen im Vergleich zu weiblichen auffallig grofie, wirtelig behaarte Antennen. In
der Wissenschaft wurde das Interesse fiir die Zuckmiicken durch die Entdeckung der

Balbiani-Ringe in  Riesenchromosomen-Praparaten aus Speicheldriisenzellen der



Chironomiden schon friith geweckt (Balbiani 1881), wobei allerdings zu diesem Zeitpunkt
nicht bekannt war, dass es sich bei den beschriebenen ,Kernfiden” um polytdne
Chromosomen handelte. Die gut sichtbaren Chromosomen dieser Zellen sind aufgrund ihres
hohen Polytdniegrads 2"n (entspricht 16,384 n) und hoher fiir zytologische Analysen gut
geeignet. So konnen solche Chromosomenpraparate z.B. fiir Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierungen (FISH) zur Lokalisation von Genen und anderen DNA-Sequenzen als
Grundlage dienen. Die Bedeutung der Chironomiden und deren
Speicheldriisenchromosomen fiir die genetische Wissenschaft wird unterstrichen durch die
kiirzlich durchgefiihrte Entschliisselung des Genoms der Chironomus-Art C. tentans

(Abbildung 1, B violett) (Kutsenko et al. 2014).

1.1.1 Die Gattung Chironomus

Die Gattung Chironomus gehort zu der Unterfamilie Chironominae. Viele wissenschaftliche
Arbeiten beschiftigen sich mit den Arten der Gattung Chironomus. Es gibt weitaus mehr
Information zu genetischen Themen als zur Gattung Prodiamesa (Abbildung 1, A/B), die das
bevorzugte Untersuchungsobjekt in dieser Arbeit ist. Fiir manche Fragestellungen war es
daher notwendig, die Ergebnisse aus Prodiamesa olivacea (P. olivacea) mit Untersuchungen und
Ergebnissen der Arten C. thummi bzw. C. piger, C. luridus, C. tentans und/oder C. annularius zu
erganzen (Abbildung 1, B violett). Die Art C. thummi (Kieffer 1911) wurde zuvor von (Meigen
1804) als C. riparius beschrieben, in dieser Arbeit wird sie weiterhin als C. thummi bezeichnet,

da auch viele Eintrage in Datenbanken unter dem Speziesname ,, thummi” existieren.

Die Chromosomenanzahl der meisten Chironomiden variiert zwischen n = 3 oder n = 4
homologen Paaren. Haufig ist im Laufe der Evolution zu unterschiedlichen
Chromosomenarm-Kombinationen gekommen, die vermutlich Folge von reziproken
Translokationen sind (Keyl und Keyl 1959), (Keyl 1961), (Keyl 1962). In vielen Spezies treten
keine typischen Heterochromosomen auf (Bauer und Beermann 1952), (Beermann 1955). In
manchen Féllen kann anhand von zytologischen oder genetischen Merkmalen ein Proto-Y
identifiziert werden. Das Proto-Y der Gattung Chironomus wurde iiber mannchenspezifische
Inversionen oder mittels mannchenspezifischer heterochromatischer Banden identifiziert.

Umfangreiche Untersuchungen bei vielen Spezies zeigten, dass der mannchenbestimmende



Faktor (M) auf unterschiedlichen Chromosomenarmen lokalisiert sein kann, jedoch nie auf
Chromosomenarm E (Acton 1957), (Acton 1959), (Atchley und Martin 1971), (Beermann 1955),
(Hagele 1985), (Keyl 1961), (Keyl 1962), (Martin und Wiilker 1971), (Martin 1974), (Martin et
al. 1978), (Martin et al. 1980), (Martin und Lee 1984), (Rempel et al. 1962), (Rosin und Fischer
1972), (Thompson und Bowen 1972), (Wulker und Am Klotzli 1973). Teils kann der Locus
sogar innerhalb einer Art auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sein. In Tabelle 1

sind die Chromosomenarme, welche die sex determing region (SDR) tragen aufgelistet.

Tabelle 1 Die chromosomale Lage der SDR in C.annularius, C.luridus, C.tentans, C. pallidivittatus und der
Schwesternspezies C. thummi und C. piger. Die chromosomale Lage der SDR und ihr spezifisches Erkennungsmerkmal fiir
die entsprechende Art mit der Angabe des Autors, welcher dies zuerst beschrieben hat. Tabelle verindert nach Stiehl,
unverdffentlicht.

Arm | Spezies Erkennungsmerkmal Autor
(Beermann 1955)
F C. annularius komplexe Inversion (Keyl 1962)
C. luridus einfache Inversion (Acton 1957)
B? akomplexe Inversion "komplexe
ch perizentrische |. mit Arm F 3 b ¢(Beermann 1955)
Fe C. tentans (EU) ‘komplexe Inversion 3(Rosin und Fischer 1972)
F C. piger Spezieshybriden (Hagele 1985)
B® akomplexe Inversion a¢(Beermann 1955)
Fe C. pallidivittatus | komplexe Inversion 3(Rosin und Fischer 1972)
Spezieshybriden,
F C. thummi heterochromatische Bande (Hagele 1985)

Die geschlechtsspezifischen Inversionen, welche in C. tentans und C. pallidivittatus zuerst von
Beermann bzw. Rosin und Fischer beschrieben wurden, treten nur im Mannchen und dort
stets heterozygot auf (Beermann 1955), (Rosin und Fischer 1972). Daher kann angenommen
werden, dass das Prinzip der mannlichen Heterogametie bei der Gattung Chironomus zutrifft.
Es wird angenommen, dass ein dominanter mannchenbestimmender Faktor M fiir die

Auspragung des mannlichen Geschlechts verantwortlich ist.

Mit den Schwesternarten C. thummi und C. piger wurden Kreuzungsversuche durchgefiihrt,
welche zur Identifikation von M auf Chromosomenarm F fiihrten (Héagele 1985). Die
Riickkreuzung mannlicher Fl-Individuen mit weiblichen C. piger zeigte dabei in dem
Chromosomen III eine Asynapsis in der Region Dsd-g, Arm F. Innerhalb dieser Region zeigt
sich in C. thummi-Mannchen eine heterochromatische Bande an Position Dse; (Hagele 1985).

Obwohl diese Bande in mannlichen C. piger-Individuen nicht zu finden ist, kann davon
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ausgegangen werden, dass der Geschlechtsbestimmer M dort ebenfalls lokalisiert ist, da die
Heterochromatinbildung nicht zwangsldufig im funktionellen Zusammenhang mit der
Determination des Geschlechtes steht. Die Lage von M in C. thummi bzw. piger scheint zu
einem der beiden identifizierten Loci aus C. tentans und C. annularius (Tabelle 1) homolog zu
sein. Der homologe Locus auf Chromosomenarm F der besagten Arten tragt M, wobei es sich

moglicherweise um dasselbe Gen handelt (Kraemer und Schmidt 1993).

Die Sequenz der SDR aus C. thummi/piger wurde mittels DNA-Bibliotheken, chromosome walk
und NGS-Sequenzierungen ermittelt und analysiert (Kraemer und Schmidt 1993), (Blumensatt
2009), (Funke 2011), Stiehl, unveroffentlicht. Die 200 kb-lange Sequenz aus C. thummi umfasst
15 Gene (Abbildung 35, B) und die 120 kb-lange Sequenz aus C. piger 10 dieser Gene. Die
Zuordnung dieser Referenzsequenzen zu Proto-X oder Proto-Y war bisher nicht eindeutig
moglich. Jedoch konnte {iber genomische Southern Analysen von Stiehl ein
geschlechtsspezifischer Unterschied fiir das Gen fs(1)K10-like identifiziert werden (Stiehl
2009). Das Proto-Y der Chironomus-Spezies piger, thummi und luridus tragt eine Duplikation

des Gens ((Stiehl 2009), (Stiehl, unverdffentlicht), (C. Kraemer, personliche Mitteilung)).



1.1.2 Die Gattung Prodiamesa

P. olivacea Meigen 1818 gehort zu der Nematoceren-Familie Chironomidae. Die elf Arten der
Gattung Prodiamesa (Kieffer 1906, Abbildung 1, A), welche im Gegensatz zu vielen
Chironomiden eine gelblich-weifle Farbe der Larve zeigen, sind morphologisch gut
bestimmbar. Ein rot-brauner Kopf (Leathers 1922) der Larve von P.olivacea zeigt eine
charakteristische schwarze Zeichnung auf der Ventralseite und ist neben den Tasthaaren der
Ventromentalplatte typisch fiir diese Spezies (Cambridge Univ Press 2007) (Abbildung 2, B).
Diese Merkmale dienen der eindeutigen Bestimmung von P. olivacea-Larven. Larven von
P. olivacea kommen bevorzugt in sandigen FlieSgewédssern von Ende April bis Mai, Juli und
August bis September vor (Leathers 1922), (Schmid 1992). Mitglieder der Unterfamilie
Prodiamesinae besitzen einen haploiden Karyotyp mit nur drei Chromosomen (Petrova und
Zhirov 2014). Von den drei mitotischen identifizierbaren Chromosomenpaaren sind zwei
Chromosomenpaare metazentrisch und ein Chromosomenpaar submetazentrisch organisiert
(Michailova 1977), (Zacharias 1979). Das Genom von P. olivacea enthélt 0,25 pg DNA (2C
DNA). Dies entspricht einer Genomgrofse von 1,3x10%bp (Zacharias 1979). Ein
Chromozentrum, welches in polytianen Speicheldriisen-Zellkernen (Speicheldriisen in
Abbildung 2, D) sichtbar ist, verbindet die zwei beiden Chromosomen (Abbildung 2, E). Das
dritte und kleinste Chromosom ist nicht Teil des Chromozentrums (Abbildung 2, E). Es
zeichnet sich durch eine auffillige konzentrische Banderung und einen verdichteten
heterochromatischen , Knopf” aus. Es umfasst 20,8 % der zytoplasmatisch messbaren ,total-
Feulgen-DNA”. Wahrend der larvalen Polytanisierung nimmt sein Anteil jedoch auf 6,8 % ab.
Dieses Ergebnis wird von Zacharias mit der Unterreplikation des rechten Arms des dritten
Chromosoms erklart (Zacharias 1979). Die Unterreplikation ist im Weibchen im Zellkern von
Zellen aus Speicheldriisen, Malpighi-Gefdafsen und aus dem Darm zu beobachten. In den
entsprechenden Zellkernen aus mannlichen Tieren ist nur ein Gehalt von 3 % statt der 6 % im
Weibchen festzustellen. Dies wird als selektive Replikation des Y-Chromosoms bei P. olivacea

beschrieben (Zacharias 1979).
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Abbildung 2 P. olivacea. A Ganzkérper-Aufnahme einer P. olivacea-Larve B Nahaufnahme eines P. olivacea-Larven-Kopfs,
welcher die schwarze Zeichnung und die Tasthaare auf der Ventromentalplatte zeigt C Frei-pripariertes Nervensystem einer
P. olivacea-Larve: Oberschlundganglion und Unterschlundganglion (Gehirn) und z.T. ventraler Nervenstrang mit
segmentalen Ganglien (vergrdflert) D Nahaufnahme einer Speicheldriise mit Zellen E Mikroskopische Aufnahme von
polytinen Riesenchromosomen aus einer P. olivacea-Larve



Zacharias postulierte, dass es sich bei dem Geschlechtsbestimmungsmechanismus in
P. olivacea um mannliche Heterogametie handeln muss, da im Speicheldriisenzellkern das
dritte Chromosom im Weibchen als zwei Chromosomen vorliegen, im Mannchen jedoch

immer nur ein Chromosom zu erkennen ist (Zacharias 1981).

3 ¥
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Abbildung 3 Hypothetische Zusammensetzung des dritten Chromosomenpaares in weiblichen und minnlichen
diploiden P. olivacea-Individuen. Links ist das minnliche Chromosomenpaar (XY) abgebildet, wobei das Y-Chromosom
vollstindig unterrepliziert ist, wogegen das X-Chromosom einen euchromatischen linken Arm (schraffierte Fliche) aufzeigt.
Rechts ist das weibliche Chromosomenpaar (XX) abgebildet. Ein Zellkern weist somit das Doppelte an Euchromatin
(schraffierte Fliche) im Vergleich zum mdnnlichen diploiden Zellkern auf. Schwarz dargestellt ist das polytinisierte f3-
Heterochromatin, welches das nicht polytinisierte a-Heterochromatin umschlief$t. K: Kinetochore L:Links R:Rechts X:
X- Chromosom Y: Y- Chromosom Abbildung verdndert nach (Zacharias 1981)

Aufgrund der unterschiedlichen Polytanisierung der Chromosomenarme zu verschiedenen
Zeitpunkten vermutet Zacharias, dass sich die Gene zur Geschlechtsbestimmung auf dem
Chromosomenarm 3L befinden, da die Chromosomenarme 3R in beiden Geschlechtern
unterrepliziert vorliegen (Zacharias 1981). Der homologe Chromosomenarm konnte vielmehr
Gene tragen, welche in der Zellteilung benétigt werden, da diese in nicht-zellteilenden
Geweben (z. B. Speicheldriisen) entbehrlich sind. Weiter geht Zacharias nicht davon aus, dass
sich auf dem Chromosomenarm 3R Sat-DNA befindet, da eine entsprechende CsCL-
Dichtezentrifugation mit Gehirn-Material aus 600 mannlich und weiblichen gemischten
Larven durchgefiihrt wurde ohne, dass eine typische Satellitenbande zu entdecken war

(Zacharias 1981).



1.2 Die Struktur von Insekten-Genomen am Beispiel der Chironomiden

Die Gesamtheit der genetischen Information eines Lebewesens wird als Genom bezeichnet.
Dabei unterscheiden sich Organismen mit Zellkernen (Eukaryoten) von denen ohne Zellkern.
Seit langer Zeit ist bekannt, dass eukaryotischer Genome mehr oder weniger grofie Anteile an
repetitiver DNA besitzen (Kuhn, G C S 2015) (Abbildung 4, blaue Flachen). Der kodierende
Teil des Genoms enthélt die Gene und genregulatorische Sequenzen. Zu denen mit Genen
gekoppelten Sequenzen zdhlen die Intron-Sequenzen, Promotor-Bereiche, untranslatierte
Regionen (UTR) und Pseudogene (Abbildung 4, griine Flachen). Der nicht-kodierende Teil
enthalt repetitive DNA-Sequenzen (wie Makro-, Mini-, Mikro-Satelliten-DNA, Genfamilien
und Retrotransposons) und singulare DNA-Sequenzen wie regulatorische Bereiche und

miRNAs (Abbildung 4, blaue Flachen).

spezifisch/ singuldre DNA:
wenige regulatorische B.
Kopien miRNA

nicht-kodierende

] hochrepetitiv Tandem-Repeats —— Satelliten-DNA
-DNA
interspergierte
P Retrotransposons
' mittelrepetitiv Mikrosatelliten
. Tandem-Repeats Minisatelliten
codierende
[]Sequenz
Genfamilien
Gene &
gen- Intron,
regulatorische Promotor,
Sequenzen UTRs
nicht
— codierende Genfragmente
Sequenzen

Pseudogene

Abbildung 4 Zusammensetzung eines eukaryotischen Genoms. Bereiche (B.), untranslatierte Region (UTR)

Abbildung verindert nach (Watson 2011), (Klug et al. 2007) und (Fletcher und Hickey 2013)

Repetitive DNA-Sequenzen lassen sich in hoch- und mittelrepetitive Sequenzen unterteilen.
Zu hochrepetitiven Sequenzen gehort die Satelliten-DNA (Sat-DNA), die haufig in der

Umgebung der Zentromere zu finden ist. Zu den mittelrepetitiven Sequenzen zdhlen
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interspergierte Retrotranspons (LINE, SINE) und tandem-repetitive Sequenzen. Die tandem-

repetitiven Sequenzen bilden haufig Sequenzfamilien oder Mikro- bzw. Minisatelliten.

Die Zusammensetzung von Insekten-Genomen

Aufgrund der in den letzten Jahren erworbenen Sequenzierungstechniken der nachsten
Generation (NGS) wurden viele Genome sequenziert darunter auch etliche Genome von

Insekten. Einen Auszug aus den bisher sequenzierten Insekten-Genomen zeigt Tabelle 2.

Tabelle 2 Genomgrifien und Anzahl der Gene unterschiedlicher Insekten.

Art Ordnung Genomgrole | Gen- | TE Autor
anzahl | [%]

Aedes aegypti Diptera 1376 Mb 15.419 | 47 (Nene et al. 2007)
Anopheles gambiae Diptera 278 Mb 13.683 | 16 (Holt et al. 2002)
Apis mellifera Hymenoptera | 236 Mb 10.157 (Weinstock et al.
(Honigbiene) 2006)
Belgica antarctica Diptera 99 Mb 13.517 | 0,12 (Kelley et al. 2014)
Bombyx mori Lepidoptera 432 Mb 14.623 (Abe et al. 2005a)
Chironomus tentans Diptera 200 Mb 15.120 | 10-15 | (Kutsenko et al.2014)
Culex quinquefasciatus | Diptera 540 Mb 18.883 | 29 (Arensburger et al.

2010)
Drosophila Diptera 130 Mb 13.600 | 20 (Adams et al. 2000)
melanogaster
Prodiamesa olivacea Diptera 113 Mb ? ? (zacharias 1979)

Es zeigt sich, dass die Genomgrofse innerhalb der Klasse Insecta sehr unterschiedlich ist. Die
2014 sequenzierte Chironomiden-Art B. antarctica hat mit 99 Mb das bisher kleinste bekannte
Insekten-Genom (Kelley et al. 2014). Dagegen hat die Gelbfiebermiicke Aedes aegypti
(A. aegypti) mit 1376 Mb ein fiir Insekten recht grofies Genom (Nene et al. 2007). Haufig
korreliert die Anzahl der Gene jedoch nicht mit der Genomgrofie. Wahrend diese Zahl wenig
schwankt, ist die Menge an repetitiven DNA-Sequenzen sehr unterschiedlich (Kidwell 2002).
Bei Arten mit groflen Genomen ist repetitive-DNA in groflerer Menge vorhanden. In der
Gelbfiebermiicke A.aegypti machen repetitive, transposable Elemente (TE) fast 50 % des

Gesamt-Genoms aus, wogegen sie in Anopheles gambiae (A. gambiae) bei einer Genomgrdofie von
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278 Mb nur 16 % darstellen (Nene et al. 2007), (Holt et al. 2002). Die Miicke B. antarctica hat
sogar nur einen Anteil von 0,12 % TE in ihrem Genom (Kelley et al. 2014). Eine dhnliche
Korrelation findet sich hinsichtlich der Lange der Introns: diese ist bei Arten mit kleinem
Genom und weniger TE ebenfalls kleiner (Kelley et al. 2014), (Kutsenko et al. 2014), (Mount et
al. 1992).

Relativ unterschiedliche Genomgréfien sind auch fiir die Schwesternarten C. thummi und
C. piger beschrieben (Keyl 1965). Der Unterschied beruht ebenfalls vor allem auf
hochrepetitiven DNA-Sequenzen (Schmidt 1981).

1.2.1 Hochrepetitive DNA-Sequenzen

Sat-DNA wurde zuerst von Kit als DNA beschrieben, welche durch ihre ungewo6hnliche
Basenzusammensetzung in der CsCl-Dichtezentrifugation sich als “Satelliten”-Bande von der
Haupt-DNA-Bande trennen lasst (Kit 1961). Sat-DNA kann einen erheblichen Anteil an der
genomischen DNA von eukaryotischen Genomen (bei Insekten z. T. > 50 %, (Davis und Wyatt
1989)) bilden. Dabei ist sie haufig die Hauptkomponente des (perizentromerischen)
Heterochromatins (Charlesworth et al. 1994). Viele Monomer-Einheiten (repeat-Einheiten),
welche head-to-tail angeordnet sind, bilden lange tandem-repetitive-Cluster (Palomeque und
Lorite 2008). Aufgrund dieser molekularen Organisation kann Sat-DNA durch geeignete
Restriktionsenzyme in monomere und multimere Repeat-Einheiten verdaut und als
Leitermuster sichtbar gemacht werden. Eine Studie der Insekten-Sat-DNAs deutete eine
evolutiondre Konservation gewisser Merkmale trotz ihrer Sequenz-Heterogenitit an. Dabei
wurden Merkmale wie Gesamtlinge, Monomer-Lange, Motive, besondere Regionen und

sekundar bzw. tertidr Strukturen untersucht (Palomeque und Lorite 2008).

Im Genom von C. thummi/piger konnte eine perizentromere Sat-DNA nachgewiesen werden
(Schmidt 1981). Diese Sat-DNA hat eine Monomer-Repeatldnge von ~ 120 bp. Typischerweise
besitzt ein Monomer eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Clal daher resultiert die
Bezeichnung “Cla-Elemente” (Schmidt 1984), (Abbildung 5). Die Cla-Elemente im Genom von
C. thummiund C. piger bilden einen erheblichen Teil des Unterschieds in der Genomgrdfie, die
ca. 30 % zwischen Schwesternarten C. thummiund C. piger betragt (Keyl 1965). Die Menge und
Verteilung der Cla-Elemente in den Chromosomen von C. thummi und C. piger sind extrem
unterschiedlich. In C. thummi gibt es ca. 70.000 Kopien an Cla-Elementen gegeniiber nur
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ca. 10.000 in C. piger. Wahrend im Genom von C. thummi Cla-Elemente in mehr als 100
chromosomalen Loci auf allen Chromosomen sowohl im Eu- wie im Heterochromatin
vorkommen, sind in C. piger die Cla-Elemente weitgehend auf die Zentromerregion

beschrankt (Schmidt 1981), (Schmidt 1984).

th pi M th pi M

Abbildung 5 Sat-DNA aus C. thummilpiger. A zeigt das charakteristisches Leitermuster, welches nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung von restringierter genomischer DNA (th= thummi, pi= piger) mit Clal bzw. isolierter
Monomer (M)-DNA entsteht. B zeigt das Ergebnis einer FISH mit einer Cla-Element-Sonde (Trimer) (griine Signale, FITC)
an C. thummi Speicheldriisenchromosomen.

A veriindert nach (Schaefer und Schmidt 1981)

Die unterschiedliche Anzahl der Cla-Elemente in den Schwesternarten wird zudem als erster
Schritt der Arten-Trennung gesehen (Israelewski 1983). Die Cla-Elemente wurden ebenfalls
im non-transcribed-spacer (NTS) der rDNA- Gene von C. thummi identifiziert. In C. piger fehlen
die Cla-Elemente an dieser Stelle. Dieser Zustand unterstiitzt die Theorie, dass es sich bei den

Cla-Elementen um TE handelt (Schmidt und Godwin 1983).

12



1.2.2 Mittelrepetitive DNA-Sequenzen bzw. Gen-Familien

Zu der Klasse der mittelrepetitiven DNA-Sequenzen zadhlen vor allem die Mitglieder von

Genfamilien.
SINE
interspergierte
Retrotransposons
LINE
- mittelrepetitiv. — — Mikrosatelliten — Di-, Tri-, Tetra-,... nukleotide

| Tandem-Repeats —|— Minisatelliten — VNTRs { Globine-Gene

— Genfamilien ——F— rRNA-Gene

ﬁ Histon-Gene

Abbildung 6 Mittelrepetitive DNA-Sequenzen eines eukaryotischen Genoms. Die in dieser Arbeit untersuchten
Genfamilien sind lila unterlegt. Abbildung verindert nach (Klug et al. 2007)

Genfamilien entstehen durch Duplikationsereignisse von zunachst “single copy”-Genen. Die
Vervielfachung von Genen kann mehrere Ursachen haben. Entweder wird das gesamte
Genom oder zumindest einzelne Chromosomen dupliziert (Ohno 2013) oder Teilabschnitte
von Chromosomen. Letzteres kommt oft durch indquales (nicht homologes) Crossing-over
oder Retrotransposition zustande. Meist findet indquales Crossing-over zwischen DNA-
Abschnitten mit hoher Sequenzidentitat statt (Friedl 2001). Dies ist beispielsweise der Fall in
der menschlichen Beta-Globin-Gen-Gruppe, dort findet diese Art von Rekombinationsereignis
bevorzugt in einer 50 bp-langen identischen Sequenz statt (Metzenberg et al. 1991). Das
Ergebnis einer Genduplikation oder Vervielfdltigung kann unterschiedliche Konsequenzen
haben. Zum einem hat es oft eine erhohte Menge des Transkriptprodukts bzw. Proteins zur
Folge (tRNA, rRNA und Histon-Gene) (Elgin und Weintraub 1975). Zum anderen konnen die
duplizierten Gene sich unabhdngig voneinander entwickeln. Dies kann durch Mutationen
zum Funktionsverlust bzw. in der Entstehung von Pseudogenen fithren. Dieser Mechanismus
ist fiir die Immunglobulin-Gene (Huang et al. 1980), die 5 S rRNA-Gene (Jacq et al. 1977) oder
die Globin-Gene (Nishioka et al. 1980) bekannt.
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Die Hamoglobine der Chironomiden

Die Genfamilie der Hamoglobin-Gene entwickelte sich wahrscheinlich durch
Genduplikationen und deren anschlieSende Diversifizierung. Es handelt sich dabei um eine
sehr alte Genfamilie, da sie in allen fiinf Reichen zumindest sporadisch auftritt (Friedl 2001).
In Invertebraten zeichnen sich die Hamoglobine durch strukturelle und funktionelle Vielfalt
aus (Dewilde 1999). Moens et al. zeigten, dass lediglich die Aminosauren (AS)-Reste CD1
Phenylalanin (Phe) und F8 Histidin (His), welche zur Molekiil-typischen Faltung wichtig sind,

konserviert vorliegen (Moens et al. 1996).

Chironomiden gehdren zu den wenigen Insektenspezies, die Hamoglobin als Sauerstoff-
Transporter in ihrer Himolymphe besitzen. Viele Chironomidenspezies leben als Larven in
z. T. sehr sauerstoffarmen Substrat wie Schlamm aus eutrophierten Gewassern. So ist es nicht
verwunderlich, dass Himoglobin in Larven das Leben in einer sauerstoffarmen Umgebung
ermoglicht. Rollet beschrieb 1861 zuerst den roten Blutfarbstoff der Zuckmiicken-Larven
(zitiert von (Weber 1980)), der von Lankaster 1867 als Hamoglobin bezeichnet wurde. Das
Hamoglobin tritt in den vier Larvenstadien, Ovarien von Imagos, sowie in Eiern und
Embryonen auf (Shilova K.S.), (Bergtrom et al. 1976), (Trewitt und Bergtrom 1981), (Trewitt et
al. 1986). Das Hamoglobin besteht jedoch nicht nur aus einem Polypeptid, sondern ist eine
Mischung aus mehreren Protein-Varianten. Dabei handelt es sich um Sequenz-Varianten die
auf verschiedene Gene und nicht auf Allele zuriickzufiihren sind (Thompson und English
1966). Braunitzer et al. gelang es elektrophoretisch, zwolf verschiedene Hamoglobin-
Komponenten von C. thummi zu trennen (Braun et al. 1968), (Goodman et al. 1983) und
(Goodman et al. 1988). In der Hamolymphe kommen sowohl Monomeren als auch Dimeren-
Hamoglobin-Proteine vor. Neben frei in der Himolymphe gelosten Himoglobine gibt es auch
intrazellular vorliegende Hamoglobine (Dewilde 1999). Die sezernierten primaren
Translationsprodukte tragen am N-Terminus ein 16 AS-langes, hydrophobes Signalpeptid,
welches die Sekretion des Himoglobins aus den Hamoglobin synthetisierenden “Fettzellen”
ermoglicht (Baldwin et al. 1981), (Antoine und Niessing 1984). Es gibt zahlreiche Studien tiber
invariante oder semi-invariante AS-Positionen in Himoglobinen verschiedener Arten, welche
Erkenntnisse {iiber Funktion, Sauerstoffbindung, Dimer-Bindestelle oder interhelikale
Strukturen liefern konnten (Goodman et al. 1983), (Bashford et al. 1987), (Moens et al. 1996),

(Ptitsyn und Ting 1999), (Friedl 2001). Auch in anderen Dipteren wie in der zur Unterfamilie
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Brachycera zugehorigen Gattung Drosophila und den zwei Moskito-Arten A. gambiae und
A. aegypti konnten Globin-Gene identifiziert werden (Burmester und Hankeln 1999),
(Burmester et al. 2007). In den Chironomiden-Art C. thummi konnten zwei getrennte Genloci
auf den Chromosomenarmen D und E nachgewiesen werden (Hankeln et al. 1988), (Schmidt
et al. 1988). Die Hamoglobin-Gene sind in Clustern angeordnet, welche je nach
Chromosomenarm Lage entsprechend Cluster D bzw. E bezeichnet werden. Die genomische
Analyse zeigte eine Vielfalt an Hamoglobin-Genen, welche die zuvor beschriebene Protein-

Vielfalt noch tibersteigt (Friedl 2001).

Viele der untersuchten Globin-Gene aus Pflanzen, Vertebraten und Invertebraten besitzen
meist mehrere Introns (Hardison 1996), (Moens et al. 1996), (Vinogradov et al. 1992). In
Vertebraten ist die Verteilung der Introns einheitlich. Es gibt drei Exons welche durch zwei
Introns unterbrochen sind. Die Position der Introns liegt in den Helices B und G der
abgeleiteten Proteine (Abbildung 7) (Hardison 1996), (Blanchetot et al. 1983), (Blanchetot et al.
1986), (Weller et al. 1984). In Pflanzen gibt es ein zusétzliches Intron in der Helix E, welches
aufgrund seiner Lage als ,zentrales” Intron bezeichnet wird (Go 1981), (Wiborg et al. 1982),
(Jensen et al. 1981). Die Intronverteilung der Hamoglobin-Gene der Invertebraten ist im
Vergleich zu den Himoglobin-Genen stark variabel. Analysen in Chironomiden zeigten, dass
viele Himoglobin-Gene keine Introns besitzen (Antoine und Niessing 1984), (Antoine et al.
1987), (Trewitt et al. 1987), (Hankeln et al. 1988), (Hankeln et al. 1997), (Rozynek et al. 1991),
(Rozynek et al. 1989). Die drei Gene 23, 9 und 7A weisen jedoch in der Helix E ein Intron auf
(Kao et al. 1994), (Gruhl et al. 1997), (Hankeln et al. 1997). Dies stellt eine Besonderheit dar, da
Orthologe anderer Chironomiden-Gene kein Intron besitzen (Hankeln et al. 1991), (Hankeln
et al. 1997). Aufgrund des sporadischen Auftretens und der nicht konservierten Lage der
Introns wird vermutet, dass es sich um ein Integrationsereignis handelt (Hankeln et al. 1997),
(Friedl 2001). In anderen Dipteren-Arten wie Drosophila melanogaster (D. melanogaster),
A. gambige und A. aegypti wurden ebenfalls Introns in Globin-Genen nachgewiesen (Burmester
et al. 2006), (Burmester et al. 2007). Dabei weisen alle drei globin-1-Gene alle die Position G7.0
(Abbildung 7). Die Intron-Position B12.2 konnte in allen globin-2-Genen und in globin-1 aus
A. aegypti und A. gambine nachgewiesen werden. Die Position D7.0 tritt nur in D. melanogaster
globin-1 auf aber nicht in den Globin-Genen der Arten A. aegypti oder A. gambiae. Das globin-1-

Gen aus A. aegypti tragt als einzige der drei Arten an Position E18.0 ein Intron.
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Abbildung 7 Intronpositionen der Himoglobin-Gene verschiedener Dipteren-Arten. Die Intronpositionen der Arten
A. aegypti, A. gambiae, C. melanotus, C. tentans, C. thummi und D. melanogaster sind abgebildet. Die Positionen beziehen
sich auf die Helices der entsprechenden Proteine. Intron B12.2 beispielsweise ist in Helix B, Kodon 12 zwischen Nukleotid 2
und 3 lokalisiert. Die Positionen B12.2 und G6/7 sind konserviert in Vertebraten, Invertebraten und Pflanzen. Abb. verindert
nach (Friedl 2001)

Die Erhebung zusitzlicher Daten in anderen Spezies wie z. B. P. olivacea ware hilfreich zur

Absicherung dieser Hypothese.
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Die Histon-Gene

Die Histon-Gene sind ubiquitdr in Eukaryoten vorhanden, ihre Produkte bilden eine Familie
von fiinf kleinen basischen DNA-bindenden Proteinen. Die hochkonservierten Sequenzen der
Histon-Gene sind meist tandem-repetitiv in Gengruppen organisiert. Jede enthalt je eine Kopie
von jedem der fiinf Histon-Gene (H1, H2A, H2B, H3, H4) (Isenberg 1979), (Maxson et al. 1983),
(Hentschel wund Birnstiel 1981), (Wells und McBride 1989). Histone sind
Multidoméanenproteine (Bohm und Crane-Robinson 1984), die DNA binden und mit anderen
Histonen interagieren konnen. Hinsichtlich der Arthopoden wurden die Histon-Gene zuerst
in D. melanogaster und D. hydei analysiert (Lifton et al. 1978), (Matsuo und Yamazaki 1989),
(Kremer und Hennig 1990). Die Lokalisation der Histon-Gene zeigte fiir D. melanogaster einen
Locus (Pardue et al. 1977), (Lifton et al. 1978), (Felger und Pinsker 1987). In anderen Drosophila-
Arten wurden bis zu vier Histon-Loci gefunden (Steinemann et al. 1984). Die Histon-Cluster
einiger Chironomiden-Arten sind bereits bekannt und lokalisiert auf Chromosom Arm D
(Hankeln und Schmidt 1991), (Hankeln et al. 1993). In C. melanescens und in C. pallidivittatus
wurden sechs Histon-Loci identifiziert. In den in dieser Arbeit untersuchten Arten C. thummi,

C. piger, C. luridus, C. tentans und C. annularius wurden zuvor fiinf Histon-Loci nachgewiesen.

Im Gegensatz zu D. melanogaster zeigt C. thummi verschiedene Varianten von HI1-Genen
(Hoyer-Fender und Grossbach 1988). Die Histon-Gene von P. olivacea wurden ebenfalls von
Hankeln et al. durch FISH lokalisiert (Hankeln et al. 1993). Uber die Sequenz und Organisation
ist jedoch bisher nichts bekannt. Daher soll in der vorliegenden Arbeit die Struktur, Sequenz

und die genomische Organisation der Histon-Gene von P. olivacea aufgeklart werden.

1.2.3 Gene und genregulatorische Sequenzen

Das Genom besteht neben den hoch- bzw. mittelrepetitiven DNA-Sequenzen noch aus single-
bzw. low-copy-DNA-Sequenzen (Abbildung 4). Dabei handelt es sich nicht nur um single-copy-
Gene sondern auch u. a. um regulatorische Bereiche, miRNA und Pseudogene. Vertreter fiir
single (low) copy-Gene sind z.B. die Gene aus der Geschlechtsbestimmungskaskade von

D. melanogaster.

In Eukaryoten ist die Entwicklung in unterschiedliche Geschlechter weit verbreitet. Trotz

dieses allgemeinen Prinzip sind die Mechanismen, welche die Geschlechtsbestimmung und
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Geschlechterentwicklung verursachen, auch in nahverwandten Arten sehr verschieden (Bull
und others 1983), (Graves, Jennifer A Marshall 2008). Dabei gibt es lediglich iiber eine kleine
Anzahl an Taxa umfangreiches Wissen. Die Diversitdt in den Klassen der Sauger und Vogel
ist eher invariabel, wogegen die der Fische und Insekten sehr verschiedene Mechanismen
aufweisen (Devlin und Nagahama 2002), (Sanchez R. Lucas und others 2008). Die
Geschlechtsbestimmung in Insekten ist charakterisiert durch eine Genkaskade, deren weiter
unten stehende Gene besser konserviert zu sein scheinen. Am Anfang der Kaskade gibt es ein
weniger stark konserviertes Gen transformer (tra). Tra ist nachgewiesen in den Ordnungen
Hymenoptera, Coleoptera, Trichoptera und Diptera, in anderen Ordnungen wie Lepidoptera
und Strepsiptera jedoch nicht (Geuverink und Beukeboom 2014). Das terminale Gen der
Geschlechtsbestimmungskaskade ist in allen bisher untersuchten Insekten das Gen doublesex

(dsx) (Sanchez R. Lucas und others 2008), (Gempe und Beye 2011).

dsx

Im Jahr 1965 wurde eine rezessive Mutation in D. melanogaster beschrieben, die in Individuen
mit genetisch festgelegtem Geschlecht zur Entwicklung von zwitterigen Individuen fiihrte.
Diese Mutation bzw. das dazugehorige Gen wurde als dsx bezeichnet (Hildreth 1965). Die
molekulare Analyse des Gens offenbarte seine bifunktionelle Eigenschaft und Rolle in der
somatischen Geschlechtsbestimmung. Diese wird durch geschlechtsspezifisch-alternatives
Spleifsen der dsx-Transkripte erreicht, da dabei geschlechtsspezifische Proteine entstehen
(Burtis und Baker 1989), (Baker und Wolfner 1988). Etwa zur gleichen Zeit wurde in
Caenorhabditis elegans (C. elegans) das Gen male abnormal-3 (mab-3) identifiziert, welches fiir
Mannchen-spezifische Funktionen benétigt wird (Shen und Hodgkin 1988). Beide Gene
enthalten eine DNA-bindende Domane, die nach dsx/mab-3 als DM-Domaéne benannt wurde.
Daraufhin wurden weitere Proteine aus Saugern und anderen Vertebraten, welche die DM-
Domaénen besitzen, identifiziert. Alle Invertebraten- und Vertebraten-Genome enthalten
mehrere DM-Domdnen-Proteine, von denen nicht alle an der Geschlechtsbestimmung
beteiligt sind (zusammengefasst in (Hong et al. 2007)). Dennoch scheint diese Familie von
dsx/mab-3-related ~ genes (Dmrt genes) in allen untersuchten Fallen an der
Geschlechtsbestimmung beteiligt zu sein. Das dsx-Gen aus D. melanogaster und seine
Orthologen  besitzen zwei  Oligomerisierungsdomanen  (Abbildung 8), eine

geschlechtsunabhangige DM-Domaéne (in allen Dmrt-Genen) und eine geschlechtsspezifische
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OD2-Doméne (nur in dsx und Orthologen) (An et al. 1996), (Erdman et al. 1996). Die DM-
Domiane setzt sich aus einer DNA-bindenden Domine (DBD) und einer
Oligomerisierungsdomédne  (OD1) zusammen. Die OD2 Doméne hat einen
geschlechtsunabhdngigen N-Terminus und einen geschlechtsspezifischen C-Terminus,

resultierend aus dem alternativen Spleifsen der dsx-Transkripte.

DM-Doméne ob2c¢ ¢
DBD / OD1

DSXF

DM-Domine oD2c¢ &
DBD / OD1

DSXM

Abbildung 8 Schema des DSXFbzw. M Proteins aus D. melanogaster mit seinen funktionellen Proteindomdnen. Die
DM-Domiine (grau) und die OD2 (common: hellgriin; Weibchen-spezi.: rosa, Méinnchen-spezi.: blau) sind eingezeichnet.

Somit scheint DSX {iiber die Klasse der Insekten hinaus eine wichtige Rolle in der
Geschlechtsbestimmung von C. elegans (mab-3) oder in Vertebraten (wie Dmrt1 im Mensch)
(Shen und Hodgkin 1988), (Raymond et al. 1998) zu spielen. Trotz der rasch evolvierenden
Geschlechtsbestimmungsmechanismen in selbst nah-verwandten Arten sind die DM-
Faktoren stark konserviert. Dies wurde zuerst von Wilkins beobachtet und als bottom-up-
Hypothese bezeichnet, da die Gene am Ende der Kaskade konservierter zu sein scheinen als

das primaére Signal oder daran nachgeschaltete Gene (Wilkins 1995).

Es gibt Ausnahmen, in denen DSX durch einen anderen Faktor ersetzt wird. Im
Zentralnervensystem iibernimmt seine Rolle entweder der Transkriptionsfaktor (TF) FRU,
welcher von dem Gen fruitless (fru) kodiert wird (Ryner et al. 1996) oder der TF DSF , welcher

von dem Gen dissatisfaction (dsf) kodiert wird (Finley et al. 1997).
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1.3 Zielsetzung

Die Gattung Prodiamesa ist phylogenetisch nahe verwandt mit der Gattung Chironomus
(Abbildung 1). Die Gattung Chironomus ist seit tiber 130 Jahren fiir ihre in Speicheldriisen
vorkommenden Riesenchromosomen bekannt (Balbiani 1881). Seither gibt es eine Vielzahl von
wissenschaftlichen Arbeiten die sich mit den Chironomus-Spezies befassen. Das (genetische)
Wissen tiber die Art P.olivacea beschrankt sich lediglich auf eine geringe Anzahl an
wissenschaftlichen Studien (vgl. (Zacharias 1979), (Zacharias 1981), (Michailova 1977),
(Petrova und Zhirov 2014)). Dabei weisen die Larven durch ihre weif3-gelbliche Farbe und
durch das Vorkommen eines morphologisch identifizierbaren Y-Chromosoms eine
Besonderheit zu den Chironomus-Arten C. thummi und C. piger auf (Leathers 1922), (Zacharias
1981).

Im Rahmen dieser Arbeit soll sowohl Genom- als auch Transkriptomanalyse von P. olivacea
mittels next generation sequencing erfolgen. Die Analyse ausgewdhlter Abschnitte des
P. olivacea-Genoms steht dabei im Vordergrund. Neben hochrepetitiven sollen
mittelrepetitiven Sequenzen wie Genfamilien (Histon-Gene, Hamoglobin-Gene) mittels
bereits bekannter Sequenzen aus der Gattung Chironomus per BLAST identifiziert und
detailliert untersucht werden. Dartiiber hinaus soll eine Lokalisation der Gene bzw. repetitiven
Elemente per FISH an Speicheldriisenchromosomen von P. olivacea erfolgen. Von besonderem
Interesse sind dabei die Hamoglobin-Gene, da P. olivacea-Larven im Gegensatz zu Chironomus
augenscheinlich (weif3-gelbliche Farbe) keine signifikanten Mengen an Hb besitzen. Mittels
bioinformatischer Analyse soll versucht werden, Erkenntnisse iiber die Funktionalitat
moglicher Himoglobin-Gene bei P. olivacea zu gewinnen. Ein weiteres interessantes Thema ist
die Geschlechtsbestimmung bei Chironomiden. Deshalb sollen die bei anderen Insekten in die
Geschlechtsbestimmung involvierten Gene identifiziert und bioinformatisch analysiert
werden. Eine mogliche Rolle fiir die Geschlechtsbestimmung bei P. olivacea soll iiber
Sequenzhomologie, Expressionsstarken und mogliche geschlechts-spezifische Expression
tiberpriift werden. Als Vertreter fiir single- bzw. low-copy-Sequenzen sollen homologe Gene
aus der Geschlechtsbestimmungskaskade von D. melanogaster und homologe Gene aus der
SDR von C. thummi per BLAST identifiziert werden. Diese homologen Gene aus P. olivacea

sollen ebenfalls charakterisiert und mittels FISH an Speicheldriisenchromosomen lokalisiert
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werden. Die Ergebnisse des Larven-Transkriptoms sollen fiir die Bestimmung der
Genstruktur, wie auch Bestimmung von SpleifSvarianten z.B. bei P. olivacea-Mannchen und -
Weibchen aufzeigen. Die in-situ-lokalisierten Gene bzw. Sequenzen soll die Grundlage einer
Chromosomenkarte von P.olivacea sein und somit eine Identifizierung der

Chromosomenarme auf der Basis des Referenzkaryotyps von C. thummi erfolgen.

21



2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fiir die vorliegenden Analysen wurden Zuckmiickenlarven der Arten P. olivacea, C. thummi
und C. piger (Chironomidae, Diptera) verwendet. Die Gelege und Larven der Spezies
C. thummi und C.piger stammten aus der permanenten Laborzucht des Instituts fiir
Molekulargenetik, gentechnologische Sicherheitsforschung und Beratung (IMSB) der
Johannes Gutenberg- Universitit Mainz. Die Gelege und Larven der Spezies P. olivacea
wurden im Zeitraum von Marz 2013 bis April 2015 in Osthofen aus dem Seebach
(N49° 42’ 36.133 E8° 20’ 21.574” & N49° 42 25.744” E8° 20 10.993”) entnommen. Die
Aufzucht der Larven bis zum L4- Stadium erfolgte in beliifteten Boxen bei 11°C. Als Futter
diente Brennnesselpulver und Zellstoff. Die Spezies wurde anhand ihres Chromosomensatzes

und/oder per Art-spezifischer PCR bestimmt.

2.2 Speziesbestimmung P. olivacea

Die Spezies wurde anhand des Karyotyp n=3 und Morphologie der Chromosomen (Zacharias
1979) und bzw. oder per Art-spezifischer Primer (Cranston et al. 2012), GenBank Acession no.
GU356718.1 bestimmt. Eine morphologische Bestimmung der Larven erfolgte iiber die
verlangerte Ventromentalplatte mit charakteristischer Zeichnung und den darunterliegenden

Tasthaaren (siehe Abbildung 9)

A
B

NS
)

Abbildung 9 Kopfkapsel einer P. olivacea —Larve. Frontalansicht der Ventromentalplatte mit Zeichnung (schwarz)
und Tasthaaren (anliegend, deshalb schlecht zu erkennen).
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2.3 Geschlechtsbestimmung bei Chironomiden-Larven

Die Geschlechtsbestimmung im Larvenstadium kann anhand der Morphologie ihrer
Genitalimaginalscheiben erfolgen (Wiilker und Go6tz 1968). Die weiblichen Larven besitzen
2 Strukturen im achten bzw. neunten Segment, wohingegen die Mannchen nur eine
Genitalimaginalscheibe im neunten Segment besitzen (Abbildung 10). Dabei wurden die
Genitalimaginalscheiben im L4- Stadium identifiziert. Die Larven wurden dabei auf einem
Objekttrager mit der Ventralseite nach oben und gestreckten Nachschiebern am Abdomen
fixiert. Zur Bestimmung diente ein Mikroskop der Fa. Zeiss (Axiostar plus; Gottingen,
Deutschland). Die Entwicklung der Genitalimaginalscheiben ist im L4-Stadium in 9 Phasen
unterteilt. Die eindeutige Zuordnung kann ab Phase 3 erfolgen. Abbildung 10-A zeigt die
weibliche P. olivacea-Genitalimaginalscheibe in Segment 9 in Phase 5 Abbildung 10-B zeigt die

mannliche P. olivacea-Genitalimaginalscheibe in Segment 9 in Phase 7.

GIX

GIX Q

B

Abbildung 10 Genitalimaginalscheiben von P. olivacea im Vergleich zwischen Weibchen und Minnchen. In A ist die
weibliche P. olivacea-Genitalimaginalscheibe im O9ten Segment zu abgebildet. Die Abbildung der zweiten weiblichen
Genitalimaginalscheibe im Segment 8 kann aufgrund des nicht auszureichenden Kontrasts nicht abgebildet werden. In B ist
die Genitalimaginalscheibe eines P. olivacea-Minnchen im Segment 9 dargestellt.

Die Morphologie der P.olivacea-Genitalimaginalscheiben weicht zu der fiir Chironomus
beschriebenen Morphologie (Wiilker und Gotz 1968) leicht ab, kann jedoch eindeutig

bestimmt werden.
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Molekularbiologische Methoden
2.4 Isolation von Nukleinsduren

2.4.1 Isolation von genomischer DNA aus Chironomiden-Larven

Die Isolation genomischer DNA aus Chironomiden-Larven erfolgte nach einem verdndertem
Protokoll von (Schmidt et al. 1980). Dafiir wurden etwa 0,3 bis 2 g Larven (C. thummi, C. piger
und P.olivacea, @ und ¢ getrennt) mit 4 ml Homogenisierungspuffer (+ 1% (v/v)
Triton-X-100) in einem Glas-Teflon-Homogenisator auf Eis mechanisch aufgeschlossen. Das
Homogenat wurde durch eine Gaze (250 pym) filtriert und die Gaze nach Bedarf mit
Homogenisierungspuffer nachgespiilt. Das Filtrat wurde in einem 50 ml Reaktionsgefafs
aufgefangen und 15 min bei 3500 g und 4°C zentrifugiert (Kiihlzentrifuge 3K30, Fa. Sigma,
Osterode am Harz, Deutschland). Das Kernpellet wurde in 5 ml Homogenisierungspuffer
resuspendiert und abermals zentrifugiert. Der Waschschritt wurde 2 bis 3-mal wiederholt. Das
Pellet wurde in 2 ml Homogenisierungspuffer resuspendiert. Die Suspension wurde mit /10
Vol. SDS (10 %), /10 10x Dialysepuffer und einer Spatelspitze Proteinase K 30 bis 60 min bei
60°C inkubiert. Zum Entfernen der Proteine aus der Losung erfolgten mehrere PCI- und CI-
Extraktionen. Zu der DNA-haltigen Losung wurde 1/10 Vol. 10x Dialysepuffer zugegeben und
mit dem 2,5-fachen Vol. absolutem eiskaltem Ethanol tiberschichtet. Die DNA, welche an der
Grenzschicht ausfallt wurde mittels Glasstab aufgewickelt, in 70%igem EtOH gewaschen und
luftgetrocknet. Die DNA wurde in 500 ul HPLC-H20 abgewickelt. Die genomische DNA

wurde bei 4°C gelagert.

2.4.2 Isolation von Einzellarven- DNA

Eine Larve mittels Pistill in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefafs in 50 ul Homogenisierungspuffer
aufnehmen und zusammen mit 5 pul 10 % Tritton-X-100 zerkleinern. Dies dann 15 min bei 4 °C
und 5000 Upm zentrifugieren. Den Uberstand abziehen und verwerfen. Das Pellet in 50 pl
Homogenisierungspuffer resuspendieren. Diesen Schritt bis zu dreimal wiederholen. Eine
Spatelspitze =~ Proteinase K in 110 ul 10 x Dialysepuffer ~ losen. Je  Ansatz
5 ul Proteinase K -Dialysepuffer-Gemisch und 5 pl 10 % SDS dazugeben. Die Ansatze 30 min
bei 60 °C inkubieren. Nach Zugabe von 6 ul gesattigtem Tris (pH 8,5), 16 pl Natriumperchlorat
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und 82 ul PCI den Ansatz 10x invertieren und 5 min bei RT und 5000 Upm zentrifugieren. Die
PCI-Extraktion mit der oberen, wassrigen Phase zweimal wiederholen, dabei abgeschnittene
Piptettenspitzen verwenden. Die wassrige Phase nach der letzten PCI mit gleichem Vol. CI
versetzen 10x invertieren, 5 min bei RT und 5000 Upm zentrifugieren. Zur oberen, wassrigen
Phase 1/10 Vol. 10x Dialysepuffer und 2 Vol. eiskalter Ethanol (abs.) geben. Die Ansitze
mehrmals invertieren und mind. 30 min bei -20°C inkubieren. Die Ansdtze mind. 30 min bei
4 °C und 14000 Upm zentrifugieren. Den Uberstand abnehmen und verwerfen. Das Pellet mit
70 % Ethanol (RT) mittels 10 min Zentrifugation bei RT und 14000 Upm waschen. Den
Uberstand abziehen und das Pellet trocknen lassen. Nach dem Trocknen das Pellet in 30 pl
HPLC-H20 16sen.

2.4.3 Isolation von Plasmid- DNA

Die Plasmid-Praparation (pUC-Klone aus pUC-Bibliothek oder pGEM T-easy-Klone aus der
Klonierung von PCR-Produkten) erfolgte aus ii. N.- Kulturen mittels des peqGOLD Plasmid
Miniprep Kit I (Peqlab, Erlangen, Deutschland). Abweichend zum Skript wurde die isolierte
Plasmid-DNA in 30 ul HPLC-H20 eluiert.

244 Praparation von Gesamt-RNA (Guanidinthiocyanat (GTC)- Methode)
(Chomczynski und Sacchi 1987)

Je 0,1 g mannliche und weibliche P. olivacea-Larven wurden in einem Keramik-Morser in
flissigem Stickstoff gehalten gemorsert und anschliefend in 1000 pul GTC-Arbeitslosung
aufgenommen. '/10Vol. 2 M Natriumacetat hinzugeben und invertieren. Zur Losung ein
Volumen PCI geben, invertieren und 5 min auf Eis stehen lassen. Die Losung dann 15 min bei
4 °C bei 3500 Upm zentrifugieren. Diesen Schritt je nach Bedarf mehrmals wiederholen, sowie
2 anschlieflende CI-Extraktionen. Es erfolgte eine Standardfallung mit 100 %igem EtOH. Das
Pellet wurde in Nuklease-freiem H2O geldst. Zur Lagerung wurde die RNA bei -80 °C

aufbewahrt.
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2.4.5 Praparation von Gesamt-RNA aus Einzellarven (GTC-Methode)

(Chomczynski und Sacchi 1987)

Zur RNA-Praparation aus Einzellarven wurden Einweg-Pistill der Fa. Argos passend fiir ein
1,5 ml Eppendorfgefafs verwendet. Diese wurden zundchst bei -20°C vorgekiihlt. Die
1,5 ml Eppendorfgefafie mit jeweils einer Larve wurden mittels fliissigen Stickstoff gekiihlt
und die Larven je mit einem neuen Einweg-Pistill auf Eis gemorsert. Nach dem die Larven
vollstandig zerkleinert waren, wurde der Pistill mit 300 ul GTC-Arbeitslosung abgespiilt. Zur
GTC-Larven-Losung wurde /10 Vol. 2 M Natriumacetat pipettiert. Danach erfolgten 3 PCI-
Extraktionen und 2 CI-Extraktionen wie unter 2.4.4 Prdaparation von Gesamt-RNA
(Guanidinthiocyanat (GTC)- Methode) beschrieben. Der wassrige Uberstand wurde mit 2 Vol.
eiskaltem EtOH abs. versetzt. Nach Invertieren der Losung wurde diese mindestens 30 min
bei -20 °C gefillt. Die Losung wurde dann bei 4 °C mindestens 30 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abzogen und verworfen, das Pellet mit 100 ul 70%igem EtOH gewaschen in
dem es erneut bei 4 °C 15 min zentrifugiert wird. Der Uberstand wird wieder verworfen und
das Pellet auf Eis luftgetrocknet. Das getrocknete Pellet wird in 50 ul Nuklease-freiem H.O

gelost. Zur Lagerung wurde die RNA bei -80 °C aufbewahrt.

2.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

2.5.1 NanoDrop®

Die Konzentration der DNA wurde mit dem NanoDrop® ND-1000 (PeqLab, Erlangen,

Deutschland) photometrisch bestimmt. Hierfiir wurde 1 ul DNA-Lsung eingesetzt.

2.5.2 QuBit™

Die fluorometrische Konzentrationsbestimmung mittels Qubit™ (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) erfolgte iiber den Qubit™ dsDNA HS Assay. Dieser eignet sich um die
Konzentration von DNA-LOsungen mit einer Konzentration von 10 p8/u bis 100 "8/ zu messen.

Das Assay erfolgte nach Herstellerangaben.
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2.5.3 Agilent 2100 Bioanalyzer

Der Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, Kalifornien, USA) ist eine weitere Methode
der fluorometrischen Konzentrationsbestimmung unter anderem von nukleinsaurehaltigen-
Losungen. Fiir die Messungen von RNA-Losungen wurde der Agilent RNA 6000 Nano gesamt
RNA Assay verwendet. Dieser bestimmt in einem Bereich von 25 bis 250 "#/u zuverldssig die

Konzentration einer RNA-LOsung.

2.6 Aufreinigung von Nukleinsduren

2.6.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Eine Extraktion mit Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol (PCI; 25:24:1, v:v:v) erfolgte um
Proteinverunreinigungen aus Nukleinsdurelosungen zu entfernen. Dafiir wurde 1 Vol. PCI
zur Nukleinsdurelosung gegeben und die dadurch entstandenen Phasen durch 5 -mintitiges
Invertieren durchmischt. Die Phasentrennung wurde mittels 15-miniitiger Zentrifugation bei
RT und 3500 g (15-bzw. 50-ml Falcon) bzw. 16000 g (1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefafs)
beschleunigt. AnschlieSfend wurde die obere nukleinsdurehaltige Phase in ein neues
Reaktionsgefafs tiberfithrt und eine erneute PCI-Extraktion durchgefiihrt. Je nach Grad der
Verunreinigung wurden 2 bis 5 PCI-Extraktionen durchgefiihrt. Auf die letzte PCI-Extraktion
folgte, zum Entfernen der Phenolreste, eine Extraktion mit Chloroform und Isoamylalkohol

(CL 24:1, v:v).

2.6.2 Fallen von Nukleinsauren

Zur Erhohung der DNA-Konzentration einer Losung oder zum Entfernen von Salzen aus der
Losung, wurde die DNA mit !/10 Vol. 10x Dialysepuffer und 2 bis 2,5 Vol. eiskaltem EtOH abs.
bei -20 °C mind. 30 min gefallt. Das Pelletieren der DNA erfolgte durch zentrifugieren (4 °C,
30 min, 16000 x g). Das Pellet wurde mit 70 %igem EtOH gewaschen. Das Pellet wurde
luftgetrocknet und in HPLC-H2O gel0st.
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2.6.3 Entfernen von Verunreinigungen

RNase-Verdau

Die isolierte DNA wurde, um RNA-Kontaminationen zu entfernen, mit 1 ul RNase A fiir

30 min bei 37 °C inkubiert. Die Lagerung der DNA erfolgte bei 4 °C.

DNase-Verdau

Die isolierte RNA wurde, um DNA-Kontaminationen zu entfernen in einem
100 pl Reaktionsansatz mit DNase I verdaut. In den Ansatz wurden 10 ul 10 x DNase I-Puffer
und 1 ul DNase I (NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) gegeben und 20 bis 30 min bei 37 °C
inkubiert. Zur Inaktivierung der DNase I wurde zum Ansatz 1 ul EDTA (0,5 M) gegeben und
die Losung 10 min bei 75 °C inkubiert. Die Lagerung der RNA erfolgte bei — 80 °C.

2.7 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Je nach Anwendung wurden unterschiedliche Gelelektrophorese-Systeme zur Auftrennung
von Nukleinsdauren verwendet. Je nach Grofle der Nukleinsdure-Fragmente wurden
Agarosegele mit verschiedenen Prozentigkeiten zwischen 0,8 % bis 2% (1 xTBE, w:v)
verwendet. Als Grofsenmarker wurden die xx gezeigten Molekulargewichtsstandards
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) eingesetzt. Die Proben wurden um ihre Dichte zu
erhohen mit einem Probenpuffer versetzt. Gleichzeitig diente der Probenpuffer als Referenz
fiir die Laufgeschwindigkeit der Proben wahrend der gelelektrophoretischen Auftrennung.
Den Proben wurde /s Vol. Bromphenolblau-DNA-Ladepuffer (BPB) zugegeben. Die Gele
wurden je nach Dicke in einer Ethidiumbromid(EtBr)-Farbelosung (5 ##/m in 1x E-Puffer)
inkubiert und dann kurz gewissert. Uber die Anregung des in die DNA interkalierenden
Farbstoffs EtBr kann die DNA bei 312 nm auf dem Transilluminator (Bachofer, Reutlingen,
Deutschland) sichtbar gemacht werden. Die Dokumentation erfolgte {iber das Carestream Gel
Logic 112 System (Carestream Health, Rochester, USA). Die Gelbilder wurden farblich

invertiert.
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2.7.1 Testgele

Zur Analyse von DNA-Losungen wurden diese auf vertikalen GENterphorese™
(GENterprise, Mainz, Deutschland) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Auftrennung in den
7 cm x 6,5 cm x 0,1 cm grofien Gelen erfolgte in einem TBE-Puffersystem bei 100 bis 150 mA
fiir 25 bis 45 min. Zu den Proben wurde fiir die oben genannten Marker 2 ul aufgetragen. Die

kleinen Gele wurden fiir ca. 3 bis 5 min in der EtBr-Farbelosung inkubiert.

2.7.2 Praparative bzw. analytische Gele

Um DNA-Fragmente sauber aufzutrennen, erfolgte eine vertikale Gelelektrophorese in grofsen
Gelkammern (18 cm x 13 cm x 0,4 cm). Die Auftrennung wurde in einem TBE-Puffersystem
bei 30 mA fiir 3 bis 4 Stunden durchgefiihrt. Fiir die grofse vertikale Gelelektrophorese wurden
5 ul Molekulargewichtsstandard eingesetzt. Das Farben des Gels in der EtBr-Farbelosung

erfolgte fiir 5 bis 10 min.

2.8 Wiedergewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
2.8.1 Elektroelution

Fiir die Wiedergewinnung grofserer DNA-Fragmente wurde die Elektroelution angewendet.
Die gewiinschten DNA-Fragmente wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und je ein
0,5 cm breites Gelstiick mit 600 ul 0,5 x TBE-Puffer in einen Dialyseschlauch (Fa. Medicell
International, London, UK) gegeben. Der Dialyseschlauch wurde mittels Kunststoff-Klammer
verschlossen und in eine Elektrophoresekammer, welche mit 0,5 x TBE befiillt wurde, gebettet.
Die Elektroelution erfolgte bei 100 mA fiir 1 bis 2 Stunden unter Eiskiihlung. Die Umpolung
der elektrischen Schaltung erfolgte 5 Minuten und eine Umpolung der urspriinglichen
Richtung fiir 1 Minute. Die DNA-Losung wurde aus dem Dialyseschlauch in ein Eppendorf-
Gefafs tiberfithrt und der Schlauch mit 300 pl 0,5 x TBE-Puffer nachgespiilt und mit der DNA-

Losung vereint.
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2.8.2 Wiedergewinnung mittels Silica-Membran

Die Wiedergewinnung kleinerer DNA-Fragmente bzw. PCR-Produkte aus Agarosegelen
erfolgte mit dem GenFElute™ Gel Extraction Kit (Sigma Aldrich, St.Louis, USA). Die

Wiedergewinnung wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.9 Klonierung von DNA

2.9.1 Restriktion genomischer DNA

Restriktion genomischer DNA

Als Grundlage der Southern Blots (2.11.2 Southern-Hybridisierung bzw. ,Pirrotta”) wurde
genomische DNA von P. olivacea (ungesext, Weibchen oder Mannchen) mit unterschiedlichen
Restriktionsenzymen geschnitten. Dabei wurden ~ 5 ug DNA mit 2 ul des jeweiligen Enzyms
in einem Gesamtvolumen von 150 pl fiir 2 Stunden bei 37 °C restringiert. Der Ansatz wurde
wie unter 2.6.2 Fallen von Nukleinsauren beschrieben gefallt und wie oben beschrieben erneut
verdaut und gefillt. Uber ein Agarosetestgel wurde die vollstindige Restriktion der DNA

tiberpriift, indem '/10 Vol. des Restriktionsansatzes aufgetragen wurde.

Restriktion Plasmid-DNA

Zur Uberpriifung potenziell positiver rekombinanter Plasmide (pGem™T Easy), wurden
diese mit EcoRI restringiert. Potenziell rekombinante Plasmide auf pUC-Basis wurden in
einem Doppelverdau mit EcoRI und HindIII geschnitten. Alle Enzyme wurden von der Fa.
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) bezogen. Es wurden ~ 300 ng Plasmid-DNA in

einem Volumen von 20 pl mit 1 pl Enzym fiir 2 Stunden bei 37 °C restringiert.

2.9.2 Ligation

Die PCR-Produkte (~ 100 ng) wurden in einem 10 pl-Ansatz in 5 ng pGem®-T Easy Vektor
(Promega, Madison, USA) bei 18 °C ii. N. ligiert (5 U T4 DNA Ligase, Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland). Der Ligationsansatz wurde gefallt (2.6.2 Fillen von Nukleinsduren) und in 10 ul
HPLC-H:0O gelost. 1-2 ul der Ligation wurde in elektrokompetent E. coli- Zellen (DH10B,

Laborstamm) transformiert.
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2.9.3 Transformation mittels Elektroporation

Die elektrokompetenten E. coli- Zellen (40 ul) werden mit 1-2 ul des rekombinanten Plasmids
versetzt und bei RT 5 Minuten inkubiert. Die Suspension wurde in eine vorgekiihlte Kiivette
(Gene Pulser® Cuvette, Spaltbreite: 0,1 cm) der Fa. Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA)
luftblasenfrei pipettiert. Die Transformation erfolgte im Elektroporator Micro Pulser ™ (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, USA) bei 1,8 kV fiir 3 bis 5 ms. Die Zellsuspension wurde sofort
in 1ml vorgewarmtes L-Medium aufgenommen und fiir 45 bis 60 min bei 37 °C unter
Schiitteln in einem 15-ml-Reaktionsgefdfs inkubiert. Auf vorgewarmte Agarplatten wurden

100 pl des Transformationsansatzes ausplattiert und fiir 16 bis 20 Stunden bei 37 °C bebriitet.

2.10 DNA-Markierungstechniken

2.10.1 Random Primed Oligo Labeling

Die einzelstrangige DNA-Matrize bindet Oligonukleotide zufalliger Sequenz (Feinberg und
Vogelstein 1983), welche als Primer fiir das Klenow-Enzym (Fragment der DNA-Polymerase
I aus E. coli) dienen. Die Elongation findet unter Einbau markierter Nukleotide statt. Diese
Methode wurde hier fiir die Markierung mit Digoxygenin sowohl in der radioaktiven

Markierung von [a®?P]dATP als auch in der Fluoreszenzmarkierung eingesetzt.

Fluoreszenzmarkierung mit Digoxygenin

Die Markierung von DNA-Sonden mit Digoxygenin (DIG)-markiertem dUTP, welche fiir die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung eingesetzt wurden, wurden mit dem DIG DNA Labeling
Kit der Fa. Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Die Menge der
zu markierenden DNA betrug ca. 100 ng und wurde auf ein Volumen von 15 ul mit HPLC-
H20 aufgefiillt. Die DNA wurde 10 min bei 96 °C denaturiert und auf Eis abgekiihlt. Die DNA-
Losung wurde mit 2 ul Hexanukleotid-Mix, 2 ul dNTP-Mix sowie 1 ul Klenow-Enzym
versetzt. Die Markierungsreaktion erfolgte bei RT ii.N. Nach der Markierung erfolgte die
Zugabe von 30 pl HPLC-H:O, 50 pul 10 x SSC, 1 pul 1 % SDS sowie 4 ul heterologe E. coli-DNA
(,,Carrier-DNA 50 pg/ml).
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Radioaktive Markierung mit [a3?P]-dATP

Die DNA (~ 200 ng) welche als Sonden dienen sollte wurden in 11 ul aufgenommen und
10 Minuten bei 96 °C denaturiert. Zur auf Eis inkubierten DNA wurden je 1 ul dTTP, dGTP
und dCTP (je 0,5 mM), sowie 2 ul Hexanukleotidmix aus dem Random Primed DNA Labeling
Kit der Fa. Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Deutschland) pipettiert. Im Isotopenlabor
erfolgte die Zugabe von 5 pl [a®?P]-dATP (10 pCi/pul) und 1 pl Klenow-Enzym (2 U/ul). Die
Markierungsreaktion erfolgte fiir 2,5 Stunden bei RT. Die gefallte DNA wurde in 100 ul HPLC-
H20 gel0st.

2.10.2 Nick Translation

Die Markierung der DNA-Sonde mit Biotin fiir die FISH erfolgte {iber das BioNick™ Labeling
System der Fa. Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland). Zur Markierung von 1 pug DNA wurde
diese auf 40 ul mit HPLC-H20 aufgefiillt und 5 ul dNTP-Mix und 5 pl Enzym-Mix zugesetzt.
Nach 2,5 h Inkubation bei RT wurden zur Markierungsreaktion 5 ul Stopp-Puffer gegeben,
sowie 50 ul 10 x SSC, 1 ul 1 % SDS und 4 ul heterologe E. coli-DNA (,,Carrier-DNA 50 ug/ml).

2.11 Hybridisierungstechniken

2.11.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Chromosomenpréaparation

Die FISH wurde an polytianen Riesenchromosomen aus Speichdriisen von Chironomiden-
Larven welche im 4.ten Larval-Stadium sind durchgefiihrt. Die Chironomiden-Larve wurde
dekaptiert und die Speicheldriisen treten aus. Diese wurden separiert und fiir 5 bis 20 Minuten
in 50 %iger Essigsaure fixiert. Die fixierten Speicheldriisen wurden mittels Deckglaschen
gequetscht und mindestens 20 Minuten auf Kohlensdureschnee mit dem Objekt nach unten
inkubiert. Das Deckgldschen wurde mittels Skalpell vom Objekttrager entfernt. Die

Objekttrager wurden in 100 %igem Isopropanol bei — 20 °C gelagert.
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Denaturierung der Chromosomenpraparate

Zur Vorbereitung der Praparate wurden diese je 5 Minuten in 70 %, 50 % und 30 %
Isopropanol sowie in 0,1 x SSC iiberfiihrt. Die Stabilisierung der Chromosomen erfolgte dann
tiber eine Inkubation der Praparate in 2 x SSC fiir 30 Minuten bei 70 °C. Die Praparate wurden
nach dem Abkiihlen auf RT abermals in 0,1 x SSC tiberfiihrt und fiir 1 Minute in 0,05 N NaOH
denaturiert. Die Neutralisierung erfolgte in eiskaltem 0,1 x SSC und wurden die Alkoholreihe
aufwarts gefiihrt bis zu 100 % Isopropanol und erneut bei -20 °C gelagert oder luft-getrocknet

zur Hybridisierung verwendet.

Hybridisierung der Praparate

Die luft-getrockneten Praparate wurden fiir Einzel-Hybridisierungen mit 8 ul, bei Doppel-

Hybridisierungen mit je 4 ul einer Fluoreszenz-markierten Sonde bedeckt.
Die Sonden wurden zuvor bei 96 C fiir 10 Minuten denaturiert und auf Eis abgekiihlt.

Die Praparate mit den Sonden wurden mittels Deckglaschen und Fliissiggummi abgedichtet
und fiir mindestens 6 Stunden in einer feuchten Kammer bei 55 °C hybridisiert. Nach der
Hybridisierung wurden die Praparate 5 Minuten in 2 xSSC und 10 Minuten in 1 x PBS

gewaschen.

Nachweis der fluoreszenz-markierten DNA

Der Nachweis der fluoreszenz-markierten DNA erfolgte {iber Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)-markierter =~ Anti-DIG-Antikorper  (1:30  verdiinnt mit PBS/BSA) bzw.
Rhodaminisothiocyanat (TRITC)-markiertes Avidin (1:75 verdiinnt mit PBS/BSA) oder vice
versa. Je nach Hybridisierungsart wurden 8 ul eines Nachweis-Reagenz oder je 4 ul zweier

Nachweis-Reagenzien dazugegeben.

Die Prdparate wurden erneut mit Deckgldschen und Fliissiggummi abgedichtet und die
Nachweisreaktion erfolgte fiir 3 Stunden bei 37 °C in einer feuchten Kammer. Die Praparate
wurden wieder fiir 10 Minuten in 1xPBS gewaschen. Zum Schutz vor zu schnellem
Ausbleichen wurde die Prdparate in 8 ul Glyzerin-Para-Phenylendiamin-Mix(Anti-fading-

Mix) eingebettet und mit Lack versiegelt.
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Die Auswertung wurde mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskop Olympus BX61 der Fa. Olympus
(Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Die Dokumentation erfolgte mit der Software CellF

und der Kamera Color View III der Fa. Soft Imaging System GmbH (Miinster, Deutschland).

2.11.2 Southern-Hybridisierung bzw. , Pirrotta”

Southern-Blot (Southern 1975)

Die DNA-DNA-Hybridisierung (Southern 1975) dient der Detektion von restringierter DNA
welche zuvor gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Diffusionsprozesse auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert wurde. Es wurden je nach Anwendung uni- bzw.
bidirektionale Blots durchgefiihrt. Das Gel wurde mit EtBr gefarbt und die Markerbanden mit

einem Spatel durchstochen.

Die Denaturierung der DNA im Gel erfolgte durch 15 miniitige Inkubation des Gels in
Denaturierungslosung (0,5 M NaOH/1,5 M NaCl). Danach wird das Gel fiir 25 Minuten in
Neutralisierungslosung (3 M NaCl/0,5 M Tris pH 7,0) neutralisiert. Das Gel wurde zwischen 2
bzw. auf eine Nitrozellulosemembran luftblasenfrei gelegt. Zum Verstarken der Diffusion
wurde der bidirektionale Blot mit Filterpapier und Handtuchpapier umgeben und beim
unidirektionalen Blot eine Salzbriicke mit 20 x SSC erzeugt. Nach dem ii.N. erfolgtem Transfer
wurden die durch Anregung mit UV-Licht sichtbar gemachten Markerbanden mit einem
Fettstift markiert. Die DNA wurde auf der Membran fixiert dazu wurde die Membran 2
Stunden bei 80 °C inkubiert. Die Prainkubation der Blots fand bei 60 °C fiir 3 bis 4 Stunden in
2 x PM/6 x SSC/1 % SDS (Denhardt 1966) statt. Den, die wie in
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Radioaktive Markierung mit [«32P]-dATP beschrieben, markierten Sonden wurden 100 ul

Carrier-DNA (E. coli, 50 ug/ml) zugegeben. Die zuvor bei 96 °C denaturierten Sonden wurde
in 20 ml Hybridisierungslosung aufgenommen und mit der Nitrozellulosemembran in Glas-
Hybridisierungsrohrchen {tiberfiihrt. Die Hybridisierung erfolgte fiir 18 bis 20 Stunden bei
60 °C. Die Nitrozellulosemembran wurde mehrmals mit 2 x SSC bei 60 °C gewaschen. Die
getrocknete Nitrozellulosemembran wurde auf Filterpapier geklebt und in Folie verpackt. Die
Exposition eines fiir Rontgenstrahlen empfindlichen Films der Fa. Fuji Medical X-Ray

(Japan)erfolgte in einer Expositionskassette mit Verstarkerfolie bei -80 °C.
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Pirrotta”-Blot

Der ,Pirrotta”-Blot dient zur Identifikation von Sonden mit repetitiven Elementen, er wird
auch als reverser Southern Blot bezeichnet. Im Gegensatz zum Southern Blot wurde als Sonde
radioaktiv markierte genomische DNA zur Hybridisierung der Nitrozellulosemembran

eingesetzt. Der Rest der Durchfiihrung entspricht der des oben beschriebenen Southern- Blots.

2.11.3 Koloniefilter-Hybridisierung (Grunstein und Hogness 1975)

Von einer Agarplatte mit potenziell rekombinanten Bakterienkolonien wurde mittels
Nitrozelluloserundfilter ein Abklatsch angefertigt. Dieser Rundfilter wurde fiir 7 Minuten in
0,5 M NaOH inkubiert und getrocknet. Danach fiir je 5 Minuten in 1,5 M Tris (pH 7) und in
0,5MTris/1,5M NaCl (pH?7,4) inkubiert. Die getrockneten Filter wurden in eine
Proteinase K- Losung (1 mg/ml in 1 x SSC) tiberfiihrt und kurz durch 100 % EtOH gezogen.
Nach 5-mintitiger Inkubation in 0,3 M NaCl wurden Koloniereste durch festes Driicken
zwischen Filterpapieren entfernt. Die Fixierung der DNA auf dem Filter erfolgte bei 80 °C fiir
2 Stunden. Die Vorbereitung fiir die Hybridisierung der Filter erfolgte wie unter 2.11.2
Southern-Hybridisierung bzw. ,Pirrotta” beschrieben. Die Hybridisierung mit 900 pl
Hybridisierungslosung mit Sonde fand bei 60°C . N. in Petrischalen statt. Die
Nitrozelluloserundfilter wurden wie in 2.11.2 Southern-Hybridisierung bzw. ,Pirrotta”
beschrieben mehrmals bei 60 °C mit 2 x SSC gewaschen und anschlieffend getrocknet. Die

Exposition erfolgte wie in 2.11.2 Southern-Hybridisierung bzw. , Pirrotta” beschrieben.

Die Bestimmung von moglichen Positiv-Klonen erfolgte tiiber den Vergleich der
Autoradiogramme mit den bewachsenen Agarplatten. Zur Bestatigung der positiven Signale
wurden die entsprechenden Kolonien auf einem gerasterten Nitrozelluloserundfilter
ausgestrichen. Von dem Filter wurde ein Replikat angefertigt, von welchem die positiven

Klone gepickt und vermehrt werden konnten.

Die Inkubation der Filter erfolgte bei 37 °C ii. N. und die Behandlung erfolgte wie oben

beschrieben.
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2.12 Polymerase Kettenreaktion (PCR) (Mullis et al. 1986)

2.12.1 Standard-PCR

Die Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte wurde mittels Polymerase-Ketten-Reaktion

erzielt. Standardmaflig diente dazu die GoTag®DNA Polymerase der Fa. Promega (Madison,

USA) sowie der Thermocycler T3 (Biometra, Gottingen, Deutschland). Die sequenz-spezifisch

kreierten Oligonukleotide wurden von der Fa. Sigma Aldrich (St. Louis, USA) bezogen. Eine

Liste der entsprechenden Sequenzen befindet sich im elektronischen Anhang.

Tabelle 3 Standard PCR-Ansatz mit der GoTag® DNA-Polymerase.

5 x GoTaq Puffer 10 ul
MgClz 4 ul
dNTPS 1ul
foward-Primer 2ul
reverse-Primer 2ul
Matrizen-DNA (~ 20 ng/ul) |1 ul
HPLC-H:0 29,8 ul
GoTaq® DNA Polymerase | 0,2 ul

In Tabelle 3 ist eine Standard-PCR und in Tabelle 2 ein Standard-PCR-Programm aufgelistet.

Wobei gewisse Parameter, wie Annealing-Temperatur oder Elongations-Zeit variieren

konnten.
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Tabelle 4 PCR-Programm eines GoTaq®-PCR-Ansatzes.
Initiale 94 °C 5 min

Denaturierung

Denaturierung | 94 °C 30 sek

Annealing 50-
30 sek 40 x
62 °C
Elongation 72°C 1 min/kb
Finale 72 °C 5 min
Elongation

2.12.2 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mittels SuperScriptllI™ RT der Fa. Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland). Das Endvolumen der Erststrangsynthese umfasste 20 ul je Ansatz, wobei sich

dieser aus 2-5 pg total -RNA und 1 ul mM dNTP Mix, aufgefiillt auf 14 pl, zusammensetzte.

2.12.3 RT-PCR

Die RT-PCR funktioniert wie eine Standard-PCR (2.12.1 Standard-PCR) jedoch diente als
Template-DNA die unter 2.12.2 hergestellte cDNA. Diese wurde je nach Anwendung

unverdiinnt, 1:10 oder 1:100 verdiinnt eingesetzt.

2.13 Sequenzierung

2.13.1 Sanger Sequenzierung

Exonuklease I/alkalische Phosphatase-Behandlung

Die Direkt-Sequenzierung von PCR-Produkten erfordert eine Exonuklease I/alkalische
Phosphatase-Behandlung. Hierzu wurden je PCR-Ansatz 10 U Exonukleasel und 0,9 U
alkalische Phosphatase der Fa. Thermo Scientific (Waltham, MA, USA) hinzugegeben und fiir
25 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung der Enzyme erfolgte bei 72 °C fiir

15 Minuten.
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Sanger-Sequenzierung

Die Sequenz von PCR-Produkten (direkt/kloniert) wurde mittels Sequenzierung nach Sanger
von der Fa. Starseq GmbH (Mainz, Deutschland) mittels einer Kapillarelektrophorese
ermittelt. Hierfiir wurden bei einer Direkt-Sequenzierung 50 bis 200 ng aufgereinigte DNA
eingesetzt. Fiir die Sequenzierung von pGem-Klonen waren je 400 bis 700 ng erforderlich. Die
fir die Sequenzierung bendtigten Primer waren entweder sequenz-spezifische Primer
(10 pmol/pl) fiir PCR-Produkte oder Standard-Primer wie T7 bzw. Sp6 (10 pmol/ul) fiir pGem-

Klone.

Sequenzauswertung

Die aus der Sequenzierung der Fa. Starseq resultierenden Sequenzen wurde iiber das jeweilige
Chromatogramm mittels dem Programm Finch TV der Fa. Geospiza Inc. (Seattle, USA) einer
optischen Kontrolle unterzogen. Hatten sie eine entsprechende Qualitit wurden die
Sequenzen mit dem Lasergene8® Programmopaket (insbesondere EditSeq und SeqMan) der
Fa. DNASTAR Inc (Madison, USA) editiert. Zum Vergleich der Sequenzen mit bekannten

Referenzsequenzen wurden diese z. B. mittels SeqMan assembliert.

Der BLAST-Algorithmus ()wurde zum Abgleich mit der auf NCBI hinterlegten Datenbank

nach dhnlichen Sequenzen durchsucht.

2.13.2 llumina Next-Generation Sequencing

Das Genom und Transkriptom von P. olivacea (ungesext, ¢, o) wurde auf dem Illumina
HighSeq 2000 des Nukleinsdure-Analyse-Zentrums (IMSB, Mainz, Deutschland) im Rahmen
dieser Arbeit sequenziert. Dabei handelt es sich ausschliefSlich um sogenannte paired-
end -Bibliotheken aus méannlichen bzw. weiblichen oder ungesexten L4-Larven der Spezies
P. olivacea. Mit allen Bibliotheken der Spezies P. olivacea wurden 100 bp paired-end-Laufe
durchgefiihrt. Die NGS-Daten der anderen Arten (C. thummi, C. piger, C. luridus, C. annularius)

sind im Rahmen von FI-Studentenpraktika entstanden.

39



2.14 Bioinformatische Methoden

2.14.1 Konvertierung der Rohdaten

Die mit Hilfe des Ilumina HiSeq™2000 generierten Sequenzdaten wurde im gseq-Format
gespeichert. Die Sequenzen mit den gleichen Adaptersequenzen wurden mit Hilfe des Skripts
gseq_pe_tag_sort_list.pl (Benjamin Rieger, IMSB, Mainz, Deutschland) sortiert. Die
gseq-Dateien wurden mit dem Skript qseq2fastq.pl umgewandelt. Neben der Umwandlung

fand eine erste Filterung der Sequenzen nach dem Illumina spezifischen Chastitiy-Filter statt.

2.14.2 Importieren der Rohdaten

Die Sequenzanalyse erfolgte hauptsachlich {iber das Programm CLC Genomics Workbench
(CLC bio, Aarhus, Danemark), daher wurde die Daten mittels der Funktion ,Import->

umina...” importiert.

2.14.3 Trimmen der Rohdaten

Die Rohdaten wurden nach verschiedenen Parametern getrimmt, dies erfolgte nach dem
fastq_qual_trim_script (Benjamin Rieger, IMSB) oder mittels der CLC Genomics Workbench
(CLC bio, Aarhus, Danemark). Am 5 Ende wurden sechs Nukleotide und am 3’Ende wurden
fiinf Nukleotide abgeschnitten. Teilsequenzen mit einem Phred-Score kleiner 20 wurden

entfernt.

2.14.4 De novo-Assembly der getrimmten Daten

Die De novo-Assemblies der getrimmten Daten erfolgte tiber die CLC Genomics Workbench
(lokal bzw. Server-Plugin) oder tiiber die Assembly Cell (ebenfalls CLC bio, Aarhus,
Déanemark). Die daraus resultierenden Assemblierungen waren die Basis der
bioinformatischen Sequenzanalyse. Der allgemein zugrundeliegende Algorithmus beruht auf
de Bruijn Graphen (Miller et al. 2010). Die Sequenzen wurde in kurze Subsequenzen k-mers
zerlegt, die Grofse der k-mers variierte dabei zwischen 15 und 64 bp. Die bubble size betrug in

jedem Assembly 300 nt. Die Mindestlange eines Contigs betrug 200 bp.
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2.14.5 Kartierung von genomischen bzw. transkriptomischen Daten

Die getrimmten Daten (DNA oder RNA) wurden mittels CLC Genomics Workbench gegen
die jeweiligen Referenzsequenzen mittels der Funktion ,NGS Core Tools -> Map Reads to
Reference” bei DNA-reads oder mittels ,Large Gap Read Mapping” (LGRM) bzw. ,RNA-Seq”
bei RNA-reads kartiert. Die Stringenz der Parameter length fraction (LF) und similarity fraction

(SIM) wurde je nach Anwendung angepasst.

2.14.6 Blast

Der BLAST-Algorithmus (,,Basic Local Alignment Search Tool”, (Altschul et al. 1990) ist ein

heuristischer Algorithmus welcher kurze Ubereinstimmungen von 2 Sequenzen feststellt.
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2.15 Puffer und Losungen

Agarosegel (1%)

Agarplatten (500 ml)

Ampicillin-Stammldsung

“Antifading-Mix”

Bromphenolblau-
DNA-Ladepuffer (BPB)

Chloroform/Isoamylalkohol
(CI) (24:1)
DEPC-Wasser

Denaturierungspuffer

Dialysepuffer (10x)

Elektrophorese-Puffer (10 x)
(E-Puffer)

EtBr-Farbelosung

Guanidinthiocyanat (GTC)-
Stammlosung

Guanidinthiocyanat (GTC)-
Arbeitslosung

1 % (w/v) Agarose in 1 x TBE

7 g Agar-Agar

25 mg IPTG (in 500 ul DMF)
50 mg X-Gal (in 500 pul DMF)
5 ml Ampicillin-Stammldsung

100 mg Ampicillin in 10 ml HPLC-H20

0,01 g para-Phenylendiamin
6,6 g Gylcerin in 1 x PBS

4 M Harnstoff

0,1 M Na2EDTA

50 % (w/v) Saccharose
0,1 % (w/v) BPB

98 % Chloroform
2 % Isoamylalkohol

1 ml Diethylpyrocarbonat
in 1L VE-Wasser

50 mmol/1 NaOH
1,5 mol/l NaCl

3 M NaCl
0,25 M Tris-HCl
1M Na: EDTA

0,36 M Tris
0,3 M NaOH
0,1 M Na2EDTA

0,1 % EtBr-Stammlosung (10 mg/ml)
In 1x E-Puffer

4,4 ml 0,75 M Na-Citrat pH 7,0
6,6 ml 10 % N-Lauroylsarkosin
62,5 g Guanidinthiocyanat

in 73,3 ml DEPC-Wasser

12,5 ml GTC-Stammldsung
87,5 ul B-Mercaptoethanol
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Homogenisierungspuffer
(500 ml)

Hybridisierungspuffer

LB-Medium

MOPS-Puffer (1 x)

Phophate-Buffered-Saline (PBS)
(10x)

Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol (PCI)
(25:24:1)

Prainkubationsmedium (PM)

Standard-Salz-Citrat-Losung
(SSC) (10 x)

TBE-Puffer (1x)

50T/50E-Puffer, pH 8,0

58 g Saccharose

10 m1 0,1 M Na: EDTA, pH 7,4
2,5ml 0,1 M Na: EGTA, pH 7,4
50 ml Puffer A

1 x PM (in 3xSSC)
0,5 % SDS

0,5 % (w/v) Natriumchlorid
0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt

1 % (w/v) Trypton

0,2 M MOPS, pH 7,0

20 mM NaAcetat

10 mM Na:EDTA pH 8,0

1,37 M Natriumchlorid
30 mM Kaliumchlorid
10 mM Kaliumdihydrogenphosphate

50 % 50 mM Phenol
48 % Chloroform
2 % Isoamylalkohol

0,02 %(w/v) Ficoll 400
0,02 %(w/v) Polyvinylpyrrolidon
0,02 %(w/v)BSA in 3 x SSC

1,5 M NaCl
0,15 M NaCitrat

90 mM Tris
90 mM Borsaure
25 mM Na2EDTA

50 mM Tris
50mM NaEDTA
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3 Ergebnisse

3.1 Isolierung von Nukleinsduren aus P. olivacea-Larven/—isolierten Gehirnen

3.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus unterschiedlichen Geweben

Als Ausgangsmaterial wurde hochmolekulare DNA isoliert und eingesetzt. In Abbildung 11
sind die unterschiedlichen genomischen DNA-Préaparationen, die aus P. olivacea ~Larven bzw.
isolierter Gehirne isoliert wurden, gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als Ausgangsmaterial
dienten ganze Larven (iiberwiegend polytines Gewebe, Abbildung 11 A, B & C) oder isolierte
Gehirne (liberwiegend diploides Gewebe, Abbildung 11 D). Die genomischen DNA-
Praparationen, welche in Abbildung 11 A dargestellt sind, stammen aus alteren Praparationen
aus ganzen Larven (Schmidt, personliche Mitteilung) Abbildung 11 B, C und D sind eigene

DNA-Praparationen.

gDNA Prodiamesa olivacea
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Abbildung 11 Gelelektrophoretische Auftrennung genomischer P.olivacea-DNA. A:Genomische DNA aus einem
Gemisch von weiblichen & miénnlichen-P. olivacea-Larven B: Genomische DNA aus weiblichen oder ménnlichen P. olivacea-
Larven C: Genomische DNA aus einem Gemisch von weiblichen & minnlichen-P. olivacea-Larven, linke Spur auf Glasstab
gewickelt (gew.) rechte Spur Ethanol-gefillt (gef.) D: Genomische DNA aus Gehirnen von minnlichen P. olivacea-Larven
Marker 1 (M1): Lambda DNA/HindIIl Marker Marker 3(M3): GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
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3.1.2 Praparation von Gesamt-RNA aus P. olivacea-Larven

Nach der RNA-Praparation aus ganzen Larven (? und J getrennt) erfolgte eine
Qualitatskontrolle und Konzentrationsbestimmung mittels NanoDrop® und Agilent 2100
Bioanalyzer. Die Konzentrationsbestimmung mit Hilfe der NanoDrop-Messung ergab eine
Konzentration von 349,89 ng/ul der &-RNA-Losung und 1382,01 ng/ul der 2-RNA-Losung.
Diese Werte decken sich in etwa mit den Werten, welche via Agilent 2100 Bioanalyzer
generiert wurden (Abbildung 12). Die in Abbildung 12 dargestellten Elektropherogramme
(links:d, rechts:?) zeigen das Profil der elektrophoretischen Auftrennung der RNA mittels
Agilent 2100 Bioanalyzer. Die Elektropherogramme zeigen das fiir Dipteren typische Profil
mit nur einem rRNA-Peak korrespondierend zum 18SrRNA-Peak. Der 285-rRNA-Peak fehlt,
da bei Dipteren die 285-rRNA in zwei Halften unter denaturierenden Bedingungen zerfallt.
Eine RIN-Berechnung ist daher nicht moglich. Im Elektropherogramm ist so gut wie kein

RNA-Abbau zu erkennen (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Konzentrations- und Qualititsbestimmung der isolierten Gesamt-RNA aus weiblichen bzw.
mdénnlichen P.olivacea-Larven. Elektropherogramm der Bioanalyzer-Messung der aus P. olivacea-Larven isolierten
Gesamt-RNA. Die Ergebnisse der NanoDrop-Messung ergaben Konzentrationen von ~350 ng/ul (3) bzw. 1382 ng/ul (Q) der
jeweiligen RNA-Losung. Der 260/280-Ratio ergab fiir die 3-RNA-Lisung einen Wert von 1,94 und fiir die Q-RNA-LOsung
1,68.

Weitere Qualitdtsinformationen konnen dem 260/280-Ratio entnommen werden (Abbildung

12, A), dieser betragt 1,94 (&) bzw. 1,68 (?).

3.2 NGS-generierte Daten
Die erhobenen Daten der verschiedenen durchgefiihrten Sequenzierungen sind in Tabelle 5
zusammengefasst. Bei allen Sequenzierungen wurden 100-nt-paired-end-libraries eingesetzt

welche aus genomischer DNA oder aus Gesamt-RNA aus P. olivacea basieren. Es wurde bei
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den Datensétzen #468 bis 552 0,7 bis 1 g Larven als Ausgangsmaterial fiir die genomische
DNA-Praparation gewahlt. Das Ausgangsmaterial fiir den Datensatz 729 war genomische
DNA aus ca. 90 mannlichen P. olivacea-Larvengehirnen. Die Datenséatze #539 bis #552 und #729
basierten auf mannlichen oder weiblichen P. olivacea-Larven, wogegen der Datensatz #468
maéannlichen und weiblichen-P. olivacea-Larvenmaterial basiert. Fiir die Datensatze wurde je
ein durchschnittlicher paired-end-Abstand der Sequenz-reads ermittelt, welcher zwischen 100
bis 600 bp liegt. Der kleinste Datensatz ist #729 mit 91.681.756 Sequenzen. Der
durchschnittliche AT-Gehalt der genomischen DNA-Datensétze liegt zwischen 66 bis 68 %.
Die Assemblierungen wurden mit kmers von 15 bis 64 durchgefiihrt und jeweils die qualitativ

Besten! in Tabelle 5 vermerkt.

Tabelle 5 Ubersicht der Sequenz-Datensitze aus P. olivacea, welche mittels Illumina HiSeq 2000 generiert wurden.

NGS-Daten Sequenzen Assembly
Material # 319 |Typ |Library-Typ f:IEI;eD?s-te:li Rohdaten gtht:ante kmer-size I(-S\Z-halt
P. olivacea- g 20,35,52,
Larven 552 DNA | 100 nt, PE_ | 100-470 bp | 229.346.242 | 222.265.470 | 62 66 %
540 |2 |RNA |100nt, PE |100-370 bp |213.577.186 | 209.644.437 | 18,20,25 [0
20,35,59,
551 |Q |DNA|100nt, PE [120-550 bp |385.536.188 | 378.794.318 | 61 67 %
539 |© |RNA |100nt, PE |100-370 bp |245.740.342 | 242.606.549 | 18,20,25 [0
468 |2/ [DNA | 100 nt, PE [130-570 bp |306.091.484 | 296.848.286 | 63,64 |67%
P. olivacea-
Gehirn 729 |2 |DNA | 100 nt, PE |200-600 bp | 91.681.756 |88.914.889 | 24 68 %

Zudem wurde ein “Master-Assembly” angefertigt (aus allen DNA-Datensdtzen der Tabelle 5;
Rapp & Rieger; IMSB Mainz), welches automatisiert iiber spliced reads annotiert wurde (Rapp,
IMSB Mainz). Die 45.388 Contigs aus dem “Master-Assembly” decken im giinstigsten Fall
70 % des Genoms ab (Tabelle 6). Die automatisierte Annotation ergab eine Zahl von
14.000 potenziellen Genen. Dartiiber hinaus wurden 21.700 mogliche Transkripte mit Hilfe der

spliced reads aus den Datensdtzen 539/540 annotiert.

Tabelle 6 Ubersicht des , Master”-Assemblies aus P. olivacea generiert aus den Datensitzen 468, 551, 552 und 729

Art ASM Bp Contigzahl | Contigs mit potenzielle potenzielle
gemappten reads Gene Transkripte
P. olivacea ,master” | 74 Mb 45.388 36.535 ~14.000 ~21.700

1 Dabei wurden 4 Parameter zugrunde gelegt: Gesamt Nukleotidanzahl, N50-Wert, average contig size
und geringe Zahl an ambiguous bases (N).
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3.3 Analyse von hochrepetitiver DNA aus P. olivacea

3.3.1 Analyse von hochrepetitiver DNA mittels Restriktionsverdau genomischer DNA

Die genomische DNA aus P. olivacea-Larven (¢ und ¢ gemischt, sieche Abbildung 11 C) wurde
mittels Verdau mit Restriktionsendonukleasen des Typs Il analysiert. Dabei wurden 10
unterschiedliche Restriktionsenyzme Alul, Clal, Hincll, Hinfl, Taql, EcoRV, Vspl, Sspl, Rsal
und Mbol eingesetzt. Acht der zehn verwendeten Enzyme (Alul, Clal, Hincll, Hinfl, Taql,
EcoRV, Sspl und Rsal) zeigten nach gelelektrophoretischer Auftrennung kein prominentes

Bandenmuster (Beispiele siehe Abbildung 13 A Sspl und Rsal).

> >
QO A L 3 > > P
M1 RANCAIR SRNETP M1 Oy,

A

Abbildung 13 Southern Blot genomischer P. olivacea-DNA. A: Gelelektrophoretische Auftrennung restringierter gDNA
aus P.olivacea mit Vspl, Sspl, Rsal und Mbol. Rote Sternchen markiert vermutliche RNA-Bande. Als
Molekulargewichtsstandard diente der Lambda DNA/HindIII Marker (M1) und der GeneRuler 100 bp plus DNA Ladder(M2)
B:Autoradiogramm der Sonde Vspl. In den Restriktionsansitzen welche mit Vspl und Mbol restingiert wurden ist ein
schwaches Leitermuster zu sehen. Der Restriktionsansatz mit Vspl zeigt dabei mehr Signale als der Ansatz mit Mbol. Die 2
Restriktionsansitze mit Sspl oder Rsal zeigen ebenfalls ein Signal im dem Bereich, wo sich im Gel die genomische DNA bewegt
hat.

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Vspl- bzw. Mbol- verdauter Spur zeigt ein
schwaches Leiterbandenmuster auf einem kréftigen Hintergrundschmier (Abbildung 13 A).
Die Fragmentgrofse des jeweils kleinsten Fragments der Bandenmuster ist gleich und lédsst sich

anhand des Molekulargewichtsstandard auf ~180 bp schétzen. Die mit Vspl-geschnittene
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DNA zeigt drei weitere deutliche Banden, welche ungefiahr das Doppelte bzw. das Dreifache
Molekulargewicht des kleinsten Fragments zeigen. Alle Restriktionsansatze (aufser der Ansatz
mit Mbol) zeigen eine weitere deutliche Bande bei ~1200 bp, die kein Vielfaches des kleinsten
Fragments ist und nicht aus dem Restriktionsverdau resultiert (vergleiche Abbildung 11 C),

dabei handelt es sich vermutlich um die noch vorhandene RNA.

3.3.2 Analyse von hochrepetitiver DNA durch Southern-Analyse

Die 180 bp-Fraktion der Restriktionsansatzes Mbol bzw. Vspl wurde aus dem Gel
wiedergewonnen, dann radioaktiv markiert und als Sonde zur Southern-Hybridisierung
eingesetzt. Die Abbildung 13 B zeigt das Autoradiogramm, welches aus der Hybridisierung
der Sonde Vspl-180 bp-Fraktion resultierte. Das Autoradiogramm fiir die Ansatze
gDNA x SspI und gDNA x Rsal zeigt kein fiir tandem-repetitive DNA typisches
Bandenmuster. Fiir die Restriktion mit Vspl und Mbol zeigt sich, dhnlich wie nach der
elektrophoretischen Auftrennung (Abbildung 13 A) zuvor, fiir tandem-repetitive DNA
typisches Bandenmuster, wobei bei der Verdauung mit Mbol Oligomere bis zum Pentamer,
mit Vspl bis zum Oktamer erkennbar sind. Beide gelelektrophoretisch aufgetrennten
Restriktionsansatze zeigen nach der Hybridisierung mit der spezifischen Sonde (jeweils die
kleinste Fraktion) ein &dhnliches Ergebnis. Daher ist nur eines der beiden

Autoradiographieergebnisse abgebildet (Sonde Vspl).
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3.3.3 Chromosomale Lokalisation von hochrepetitiver DNA mittels FISH

Zur chromosomalen Lokalisation wurde die tandem-repetitive 180 bp-Fraktion-Vspl an

Polytanchromosomen aus Speicheldriisen der Art P. olivacea hybridisiert.

Z

o

Sat.-DNA
Sat.-DNA

" Sat.-DNA

Abbildung 14 Ergebnis der FISH an polytinen Speicheldriisenchromosomen aus P. olivacea mit der Sonde Vspl-
180 bp-Fraktion. A: Starke Hybridisierungssignale (griine Signale, FITC) erfolgten am Zentromer der zwei groflen
Chromosomen (I und 1I). B: Die Hybridisierung (griines Signal, FITC) erfolgte am kleinsten, unterreplizierten Chromosom
(Chromosom I1I) C: Die Hybridisierung (griines Signal, FITC) erfolgte am Zentromer des Chromosom I oder II und am dritten
Chromosom, am heterochromatischen , Knopf” (beschrieben wvon (Zacharias 1979)). N: Nukleolus 1:Chromosom I
2:Chromosom II 3: Chromosom III

Die Hybridisierungen (Abbildung 14, A) zeigen Signale an den Zentromeren der zwei grofien
Chromosomen, Chromosom I und II. Auch eine Hybridisierung an Chromosom III (X, Y-

Chromosom) konnte bei starkerer Vergrofierung beobachtet werden (Abbildung 14, B/C). Dort
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zeigt die Sonde ein Signal am heterochromatischen ,, Knopf” (beschrieben durch (Zacharias
1979)). Abbildung 14-B zeigt zudem die konzentrisch umschlieSenden Banden um den
heterochromatischen ,Knopf”(HK). Aufgrund der Lokalisation am Zentromer eines jeden
Chromosoms und die zuvor durch Restriktionsendonukleasen identifizierte hohe
tandemartige Repetitivitat dieser DNA-Fraktion, ldsst sich schliefSen, dass es sich hierbei um

klassische Sat-DNA handelt.

3.3.4 Sequenzanalyse von hochrepetitiver DNA aus P. olivacea

Die Sat-DNA aus P. olivacea hat Wiederholungseinheiten von ~168 bp Lange und weist einen
GC-Gehalt von 36 % auf. Eine Monomer-Einheit enthdlt je eine Schnittstelle der
Restriktionsenzyme Mbol (/GATC) bzw. Asnl (AT/TAAT), welche 63 bp voneinander entfernt
liegen. Uber die Schnittstellen-Sequenz ATTAAT konnte bioinformatisch mit Hilfe von k-mer-
Analysen (Rieger, IMSB, Mainz) Sequenzvarianten des Monomers ermittelt und experimentell

verifiziert werden.

Varianten der Sat-DNA-Repeats aus P. olivacea

Fiir die Sequenzierung der zuvor aus genomischer DNA isolierten 168 bp-Fraktion wurden
zundchst Repeats in E. coli kloniert und anschlieffend sequenziert. Dabei zeigten sich mehrere
Varianten der Satelliten-Repeats, die sowohl in der Lange der Monomer-Einheiten als auch in

der Nukleotidsequenz voneinander abweichen.

Dariiber hinaus wurden aus einer genomischer P.olivaceae-DNA Genbank mittels
Koloniefilterhybridisierung mit einer radioaktiv-markierten Sonde aus der 168 bp-Fraktion-
Vspl zwei ~1 kb-Klone identifiziert, die im Dotplot-Sequenz-Vergleich mit der Monomer-
Sequenz eine grofle Ubereinstimmung zeigen. Bei Klon 1 konnten mindestens sechs Satelliten-
Monomer-Einheiten identifiziert werden. Diese weisen eine Ubereinstimmung zwischen 95,8
bis 99,4 % auf (Abbildung 15). Klon 2 zeigt eine Ubereinstimmung von 95,1 % fiir eine
Monomer-Einheit, die  restlichen = ~850bp ergeben  keinen  signifikanten
Sequenziibereinstimmungen. Die beiden Klone wurden an Polytanchromosomen hybridisiert

und zeigen ein dhnliches Ergebnis wie isolierte Sat-DNA (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 15 Dotplot der MboI-Monomer-Sequenz mit den Klon-Sequenzen aus dem Genbank-Screening.

Kopienanzahl der Monomer-FEinheiten

Uber bioinformatische Analysen konnte eine ungefihre Anzahl der Monomer-Repeats
bestimmt werden. Dazu wurde {iiber die genomischen Sequenzdaten die Abdeckung von

einem single-copy-Gen mit der Abdeckung einer Repeat-Einheit verglichen (Tabelle 7).

Tabelle 7 Bestimmung der Kopienzahl der Monomer-Einheit der Sat-DNA.
Mapping-Parameter: SIM: 0,98 LF: 0,95

Total Kopienanzahl
Sequenz- | Referenz- | read
Datensatz | Name |Typ linge count @ Abdeckung | reads total | Kopie-Zahl |/ mio. reads
male bcn92 |single
Gehirn copy 612 bp 350 61 |99.402.046 1
male Mbol- | hoch-
Gehirn Element | repetitiv 168 bp | 1.411.847 854.391|99.402.046 ~14.000 140

Das 612 bp lange Gen bcn92-like ist durchschnittlich 61-fach abgedeckt. Eine Repeat-Einheit
der Sat-DNA ist durchschnittlich 854.391-fach abgedeckt. Daraus resultiert fiir eine Monomer-

Einheit des Satelliten eine Kopien-Zahl von ~14.000 Stiick.

Uber die CLC-Funktion duplicate reads removal wurden keine weiteren hochrepetitiven DNA-
Sequenzen im P. olivacea-Genom identifiziert. Es konnten nach Assemblieren der duplicate
reads fiinf Contigs (Contig 1, 2, 3, 4, 5) mit einer hohen durchschnittlichen Abdeckung (474 bis
18,8) generiert werden. Einer der Contigs stimmt mit der bereits bekannten Sat-DNA iiberein
(Contig 5).Dabei zeigte sich fiir die Sat-DNA-Sequenz die hochste durchschnittliche

Abdeckung von 474. Drei der Contigs (1, 2, 4) zeigten nach einem BLASTX einen bakteriellen

51




Ursprung. Dagegen erzielte der Contig 3 keinen BLAST-Treffer. Die auf der Sequenz von

Contig 3 basierte Sonde erzielte in einer FISH kein Signal.

3.4 Die Globin-Gene von P. olivacea

Uber die Assemblierungen (vgl. 3.2) konnten drei Contigs mit BLAST-Treffern zu Dipteren —
Globin -Sequenzen identifiziert werden. Contig_118 ist mit 284.392 bp der langste Contig und
zeigt zwei Treffer zu Globin-Genen und. Contig 115 umfasst 94.875 bp und 7 mdgliche
Globin-Gene. Der dritte Contig, Contig_117, enthalt innerhalb der 31.176 bp- langen Sequenz

ein Globin-Gen.

3.4.1 Chromosomale Lokalisation und genomische Organisation

Zwei der drei Contigs wurden auf demselben Chromosomenarm lokalisiert. Die
Hybridisierung an polytdnen Speicheldriisenchromosomen aus P.olivacea fand an
Chromosom I, Arm D’ statt (Abbildung 16; A/C). Die Sonde des Contigs Globin 118
hybridisierte im Vergleich zur Sonde des Contigs_115 mehr mittig innerhalb des
Chromosomenarms D’ (Abbildung 16, A). Die Sonde basierend auf der Sequenz von

Contig_115 hybridisierte telomernah (Abbildung 16, C).

Das Globin-Gen, welches auf Contig_117 identifiziert wurde, wurde mittels FISH an

Speicheldriisenchromosomen auf Chromosom II, Arm L lokalisiert (Abbildung 16-B).
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Globin 115

Abbildung 16 Mikroskopische Aufnahme der FISH an Polytinchromosomen aus P.olivacea mit den Sonden
basierend auf Contig 115, Contig_118 und Contig_117. A: Die Hybridisierung der Sonde Globin_118 (rotes Signal,
TRITC) erfolgte an Chromosom I Arm D’,. Als Referenzsonde diente die SDR (griinee Signale, FITC), welche neben dem
Hauptsignal noch weitere, schwache Signale aufweist. B: Die Hybridisierung von Contig_Gb_117 (rotes Signal, TRITC)
erfolgte an Chromosom II Arm F’ in der Mitte des Chromosomarms. C: Die Hybridisierung von GB_115 (rotes Signal, TRITC)
erfolgte an Chromosom I Arm D’ telomernah. N: Nukleolus
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3.4.2 Genstruktur

Die Globin-Gene sind auf beide DNA-Strange verteilt, zwei (D, G) der sieben Globin-Gene von
Contig_115 liegen auf dem Plusstrang (Abbildung 17; Tabelle 8) und die anderen fiinf (A bis
E) auf dem Minusstrang. Die Gene A bis E weisen je drei Introns und vier Exons auf. Die
Gengrofle von A bis E liegt zwischen 860 und 1328 bp. Die vermutliche Transkriptlange
betragt 1152 bp fiir Globin A, 995 bp fiir Globin B, 756 bp fiir Globin C, 658 bp fiir Globin D
und 802 bp fiir Globin E. Fiir alle fiinf Gene wurden potenzielle ORFs identifiziert, welche
zwischen 486 und 537 bp lang sind. Die daraus resultierende AS-Sequenz ist 179 AS fiir
Globin A, 169 AS fur Globin B, 164 AS fiir Globin C, 169 AS fur Globin D und 162 AS fir
Globin E lang. Die Introngrofsen der Globin-Gene A bis F variieren fiir das erste Intron
zwischen 57 und 71 bp, fiir das zweite Intron zwischen 54 und 67 bp und fiir das dritte Intron
zwischen 56 und 79 bp. Aufler dem Globin-Gen G weist jedes Gen nur einen mdglichen ORF
auf. Dieses besitzt zwei mogliche ORFs, welche mit 90 bzw. 147 bp im Vergleich zu den Genen
A bis F relativ kurz sind. Eine Analyse mittels BLASTX ergab fiir diese zwei kurzen Sequenzen
keinen signifikanten Treffer. Die Gene A bis F besitzen einen (mind.) 435 bp langen ORF. Die
BLASTX-Suche mit den ORF-Sequenzen der Gene A bis F zeigten signifikante Treffer zu

Dipteren-Globinen.

Globin 115
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Abbildung 17 Die chromosomale Organisation des Globin Cluster auf dem Contig 115 von P. olivacea. Die Globin-
Gene A bis G sind je nach Orientierung als blaue Pfeile annotiert. Die dazugehdrigen mRNAs sind als griine Pfeile und die
daraus resultierenden ORFs als gelbe Pfeile eingezeichnet. Abgebildet ist nur der Bereich des Globin Clusters, welcher die
Region 20 kb bis 31 kb umfasst.

Der Contig 118 tragt zwei potenzielle Globin-Gene, welche 1496 bzw. 980 bp grofs sind
(Abbildung 18; Tabelle 8). Beide Gene besitzen laut bioinformatischer Analyse (bezieht sich
auf die Expression in der Larve) jeweils nur ein mogliches Transkript. Fiir das Globin-
Gen 118 -1 wurde ein 537 bp-grofler ORF identifiziert. Dieser entspricht einer AS-Sequenz von
179 AS. Ein Datenbankabgleich ergab einen signifikanten Treffer zu Dipteren-Globinen. Die
Genstruktur weicht von der der Globin-Gene A bis F ab. Das Gen 118-1 hat ebenfalls drei

Introns, aber das dritte Intron ist mit 525 bp jedoch deutlich grofier als das dritte Intron der
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Gene A bis F. Das zweite Gen, Globin-Gen 118 -2, besitzt zwei mogliche ORFs, welche mit 219
bzw. 270 bp verhaltnismaflig kurz sind. Sie resultieren wie die ORFs des Gens G in kiirzeren

AS-Sequenzen und fiithren somit zu einem verkiirzten Polypeptid.

Globin 118
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Abbildung 18 Die chromosomale Organisation des Contigs_118 mit den Globin-Genen 118_1 und 118_2. Beide Gene
liegen auf dem Minusstrang des Contigs_118. Die Gene sind als blaue Pfeile annotiert. Die dazugehdrigen mRNAs und ORFs
sind als griine und gelbe Pfeile annotiert. Abgebildet ist die Region 7,8 kb bis 10,5 kb des Contigs 118.

Der dritte Contig tragt ein mogliches 1359 bp langes Globin-Gen (Abbildung 19, Tabelle 8).
Die Analyse der Genstruktur ergab zwei potenzielle Transkripte. Bei Transkript 1 wird das
zentral liegende Intron gespleifit, wogegen bei Transkript 2 das 62 bp grofie Intron nicht
gespleifit wird. Es existiert jedoch fiir beide Transkript-Varianten nur ein mdoglicher 480 bp-
grofier ORF, da das Intron im 3’-UTR liegt. Die daraus resultierende AS-Sequenz ergab in der

BLAST-Suche einen signifikanten Treffer zu globin 1 aus A. darlingi.

Globin 117
19000 19200 19400 19600 19800 20000 20200 20400
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Abbildung 19 Die Genstruktur des Globin Gens 117. Die Annotation des Gens besteht aus dem Gen (blauer Pfeil), den zwei
mdoglichen Transkripten 1 und 2 (mRNA, griin) und dem ORF (gelb). Es ist die Region 19 kb bis 20,5 kb des Contigs_117
abgebildet.
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Zusammengefasst wird fiir acht der zehn identifizierten Globin- Gene aus P. olivacea je eine

mRNA synthetisiert, welche als Matrize fiir ein funktionelles Polypeptid fungieren konnte.

Tabelle 8 Ubersicht der in P. olivacea identifizierten Globin-Gene

. |Gesamt |Globin Gen Anzahl. Transkript | ORF
Contig [bp] _Gene Strang [bp] Transkripte [bp] [bp] AS |Intron [bp]
pro Gen
Contig_ - 1.344
117 31.176 117 1.359 1.406| 477 | 159|(1) 62
Contig_ - (1) 62 (2)76
118 284.392 118-1 1.496 833| 537 179 (3)525
270 (1) 64 (2) 65
118-2 980 785 | 219 (3)72
Contig_
115 94.875
- (1) 60 (2) 61
A 1.328 1.152| 537 179((3) 56
- (1) 61 (2) 61
B 1.185 995 | 507 | 169|(3) 68
- (1) 71 (2) 55
C 940 756 | 492 | 164|(3) 70
+ (1) 66 (2) 63
D 860 658 | 507 | 169 (3)79
- (1) 60 (2) 67
E 983 802 | 486| 162|(3) 56
F -1 1.116 1.005| 438| 146 |(1)57 (2) 54
+ 147
G 512 379 90 (1) 133

Entsprechend der abgeleiteten AS-Sequenz konnte fiir sieben der zehn Globin-Gene aus

P. olivacea eine Einteilung der AS-Sequenz in die Helices A bis H erfolgen (Abbildung 20, dicke

violette Pfeile). Die Helices sind auf Nukleotidebene z.T. durch Intronsequenzen

unterbrochen (Abbildung 20, diinne violette Striche zwischen dicken violetten Pfeilen).
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Abbildung 20 Auswahl an Globin-Genen aus P. olivacea inklusive Annotationen der Gene, mRNAs, Introns, ORFs
und Helices der abgeleiteten Proteine. Abgebildet sind die sieben Globin-Gene aus P. olivacea bei denen eine Identifikation
der Helices A bis H méglich war. Die Gen-Annotationen sind durch einen blauen Pfeil, die mRNA-Annotationen durch griine
Pfeile, Exons stellen die Kasten der mRNA-Annotation dar, die Introns sind durch Striche zwischen den Exons der mRNA
dargestellt, die moglichen ORFs durch gelbe Pfeile und die Protein-Helices durch violette Pfeile und entsprechend nach A bis
H beschriftet.

Fiir die Globin-Gene P. olivacea 115 A bis D und 118-1 konnten alle Helices A bis H identifiziert
werden. Fiir P. olivacea Globin 117 konnten alle Helices aufSer Helix D identifiziert werden. Fiir
P. olivacea Globin 115 F konnten alle Helices B bis H und eine nur unvollstindige Helix A

identifiziert werden (nicht in Abbildung 20 dargestellt).
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3.5 Die Histon-Gene von P. olivacea

3.5.1 Die Organisation

Die Histon-Gene von P. olivacea sind wie folgt angeordnet: <H3 H4> <H2A H2B> HI1>
(Abbildung 21). Fiir die Histon-Gene H3, H4, H2A und H2B wurde eine TATA-Box
identifiziert. Zudem zeigte die bioinformatische Analyse fiir alle fiinf Gene eine 16 bp lange
palindromische Sequenz (conserved 3* hairpin loop, c3’h; (Busslinger et al. 1979)), welche 45 bis

90 bp hinter dem Stopp-Kodon liegt (Tabelle 9, Abbildung 21).

1 900 1|500 2900 2|500 3900 3|500 4900 4|500 5‘000 SISGU

SPO
H3-like 4-like H2A-like .
_li H1-like
. H2B-like
TATA TATA
c3'hl 1c3h  3hi € w : » 1¢c3h

Abbildung 21 Organisation der Histon-Gene H1, H2A, H2B, H3 und H4 aus P. olivacea. Die Gene sind blau, die nRNA
griin und der open reading frame (ORF) gelb annotiert. Die 16 bp lange palindromische Sequenz, auch bezeichnet als conserved
3" hairpin (c3’h), ist durch einen schwarzen Strich markiert. Der Promotor der Gene H2A, H2B, H3 und H4 ist mit TATA
markiert.

3.5.2 Die Lokalisation

Die Histon-Gene in P. olivacea wurden von Hankeln et al. mit einer Sonde, welche auf der
Sequenz aus C. thummi basiert, lokalisiert (Hankeln et al. 1993). Daher wurde {iber die
bioinformatisch ermittelte P. olivacea-Histon-Sequenz eine Sequenz-spezifische Sonde an

Polytanchromosomen aus P. olivacea hybridisiert.

1D’

Histon-Gen-Cluster

Abbildung 22 Mikroskopische Aufnahme von Polytinchromosomen aus P. olivacea, in der das Ergebnis der FISH
mit einer P. olivacea-Sequenz-spezifischen Histon-Sonde dargestellt ist. Als Referenz-Sonde (griines Signal, FITC)
diente eine Sonde aus der vermutlichen SDR. Die Hybridisierung der Histon-Sonde (rote Signale, TRITC) erfolgte an zwei
Loci an Chromosom I Arm R. Zwischen den Histon-Gen liegt (wenn vorhandenen) die variable Inversion, welche von
(Zacharias 1979) beschrieben wurde.

Abbildung 22 zeigt zwei Loci auf Chromosom I Arm D’ fiir die Histon-Gen-Cluster, wie von

Hankeln et al. zuvor beschrieben wurde (Hankeln et al. 1993).
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3.5.3 Die Nukleotid-Sequenzen

Die Nukleotid-Sequenz des P. olivacea eines Histon-Gen-Clusters hat einen durchschnittlichen
AT-Gehalt von 68 %. Die einzelnen Histon- Gene weisen einen geringeren durchschnittlichen
AT-Gehalt von 56 % (H1 und H4) oder 57 % (H2a, H2B und H3) auf, die Intergenregionen
einen hoheren durchschnittlichen AT-Gehalt von 70 bis zu 77 % auf (Abbildung 23).
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Abbildung 23 Analyse der Histon-Gensequenzen und Intergen-Sequenzen aus P. olivacea hinsichtlich ihres AT-
Gehalts. Die Histon-Gene zeigen einen geringen AT-Gehalt von 56 oder 57 %, wogegen die Intergen-Regionen im Vergleich
einen erhéhten AT-Gehalt von 70 bis 77 % aufweisen.

Die Nukleotidsequenz bzw. die abgeleitete AS-Sequenz des P. olivacea Histon-Gens H1 wurde
mit der Sequenz des H1-Gens bzw. dessen abgeleitete AS-Sequenz aus C. thummi verglichen
(ClustalW2). Dabei zeigt sich eine Sequenzidentitat auf DNA-Ebene von 71% und eine von
64 % zwischen den AS-Sequenzen der beiden Arten (Tabelle 9). Die Nukleotidaustausche
finden mit 89 Austauschen iiberwiegend an Kodon-Position 3 statt, Nukleotidaustausche an
Kodon-Position 1 bzw. 2 dagegen nur 52- bzw. 49-mal (Anhang, Abbildung 52). Die Liicken
im Nukleotid-Alignment (Poli H1 Position 379, 427 und 466) zeigen 27 deletierte oder
inserierte Nukleotide (Anhang, Abbildung 52) und 12 inserierte oder deletierte Nukleotide ab
Position 550; 592 & 700 (Abbildung 52, Cthu H1).

Die Nukleotidaustausche (Anhang, Abbildung 52, tiirkis unterlegt) resultieren in 74 AS-
Austauschen. Wobei 27 durch AS mit schwach dhnlichen Eigenschaften ausgetauscht werden
und 22 durch AS mit stark dhnlichen Eigenschaften. Die restlichen 25 AS werden durch AS,

welche unterschiedliche chemische Eigenschaften aufweisen, ersetzt (Abbildung 47).
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Die Liicken im Nukleotid-Sequenz-Alignment (Anhang, Abbildung 52) ergeben insgesamt 13
deletierte oder inserierte AS, wovon 9 AS in P. olivacea im Vergleich zu C. thummi fehlen und
nur 4 AS in C. thummi im Vergleich zum abgeleiteten H1-Protein aus P. olivacea (Abbildung

47).

Die Vergleiche der Nukleotid-Sequenzen der Histon-Gene H2A, H3 und H4 aus P. olivacea
und C. thummi zeigen eine Sequenzidentitat von durchschnittlich 90 %. Der Nukleotid-

Sequenzvergleich des Histon-Gens H2B zeigt dagegen eine geringere Identitdt von 83 % auf

(Tabelle 9).

Die AS-Sequenzen der Histon-Gene H3 und H4 aus P. olivacea und C. thummi sind identisch.
Die Ubereinstimmung der AS-Sequenz der Histon-Gene H2A und H2B liegt bei 97 bzw. 96 %
(Tabelle 9).

Tabelle 9 Vergleich der Histon-Gene,-Proteine und der regulatorischen Sequenzen aus C. thummi und P. olivacea.

Histon TATA-Box Sequenzidentitat conserved 3'hairpin
DNA AS

H1 - 71 % 64 % +

H2A + 90 % 97 % +

H2B + 83 % 96 % +

H3 + 90 % 100 % +

H4 + 90 % 100 % +

-: nicht identifiziert +: identifiziert

Die Alignments der Nukleotid-Sequenzen bzw. der AS-Sequenzen der Histone-Gene bzw.
abgeleiteten Proteine H2A, H2B, H3 und H4 aus P. olivacea und C. thummi sind dem Anhang
(Abbildung 53, Abbildung 54, Abbildung 55 und Abbildung 56) zu entnehmen.

3.5.4 Orphon-Histon-Gene

Die BLAST-Analysen der Sequenz von P. olivacea haben zwei weitere, sogenannte verwaiste
H3-Gene (orphon-Loci) identifiziert. In D. melanogaster sind ebenfalls verwaiste H3-Gene
bekannt (Childs et al. 1981) und (Ahmad und Henikoff 2002a). In C. thummi konnten fiir alle
Cluster-Gene auch orphon-Gene identifiziert werden (Hankeln et al. 1993). Die zwei orphon H3-
Gene besitzen abweichend von ein bzw. drei Introns. Fiir die beiden H3-Varianten wurde je
ein ORF bestimmt. Im Alignment der drei AS-Sequenzen zeigt sich, dass die orphon H3-
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Variante 1 (H3V1) mit der H3-Cluster-Variante zu 97 % identisch ist. Dagegen zeigt die orphon
H3-Variante 2 (H3V2) mit nur 67 % Sequenz-Identitit eine deutlich geringere Ahnlichkeit zu
den beiden anderen Varianten (Abbildung 24). Neben der AS-Sequenz unterscheiden sich die
H3-Varianten auch in ihrer Lange. Die H3-Cluster-Variante und die H3V1 bestehen aus

136 AS, wogegen die H3V2 mit insgesamt 158 AS langer ist (Abbildung 24).

20 40 60
[ [ [
H3-Variante 1 MARTKQTARKSTGGKAPR --------- KQLATK---------- AARKSAPSTGGVKKPHR
H3-Cluster MARTKQTARKSTGGKAPR - - - - - - - - - KQLATK---------- AARKSAPATGGVKKPHR

H3-Variante2 MTRTKQTARKSTGGMPPKMYKNLEFKT«NLKS K GKHLPPVERNVYAKK S SATVMIEK K ARR

8|O 1C|)O 129

H3-Variante 1 YRPGTVALREIRRYQKSTELLIRKLPFQRLVRE I AQDFKTDLR FO_SAA.GALQE ASEAYL
H3-Cluster YRPGTVALREIRRYQKSTELLIRKLPFQRLVRE I AQDFKTDLR FQSSA.MALQE ASEAYL

H3-Variante2 FRPGTVALRE IRRYQKTTELL IREAPFORLIKE ISQRI¥YKADLRYQAS ALSALQEAREAYM

14{0
H3-Variante 1 VGLFEDTNLCAIHAKRVTIMPKDIQLARRIRGERA--- 138
H3-Cluster VGLFEDTNLCAIHAKRVT IMPKDIQLARRIRGERA--- 136

H3-Variante2 VGLFEDMNLCEIHAKRVT IMPRDMQL AR I1RGDGRWNK 158

schwache dhnliche Eigenschaften keine dhnlichen Eigenschaften

starke dhnliche Eigenschaften Licke

Abbildung 24 MSA der drei H3-Varianten aus P. olivacea. AS, welche gegen AS mit starken dhnlichen Eigenschaften
ausgetauscht wurden sind tiirkis unterlegt. Austausche durch AS, welche schwache dhnliche Eigenschaften zeigen, sind griin
unterlegt. AS-Austausche von AS gegen AS mit keinen dhnlichen Eigenschaften sind lila unterlegt. Liicken im Alignment
sind rosa markiert.

Die H3V1 zeigt eine Sequenzidentitit von 100 % zu der Histon 3-Variante H3.3 aus
D. melanogaster. Das Gen H3V2 wurde mittels FISH lokalisiert (Abbildung 25). Die mittels PCR
erzeugte Sonde hybridisiert zentromernah an Chromosom I, Arm R bzw. D’. Das Gen ist somit
auf demselben Chromosomenarm wie die zwei Histon-Gen-Cluster lokalisiert. Die H3V2-
Sonde hybridisierte zusatzlich an den zwei Loci der Histon-Gen-Cluster (Abbildung 25,

markiert durch weifde Pfeile).
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Histon- Cluster /

Abbildung 25 Mikroskopische Aufnahme der FISH an Polytinchromosomen aus P. olivacea mit der Sonde H3V2.
Die Sonde H3V2 hybridisiert (rote Signale, TRITC) an Chromosom I Arm R bzw. D* an drei Loci. Zwei der Hybridisierungen
entsprechen den Histon-Cluster Loci (markiert durch weifle Pfeile). Eine dritte Hybridisierung ist zentromernah erfolgt.

Uber BLAST konnte in C. thummi ein homologes Gen zur H3V2 aus P. olivacea identifiziert
werden. Das identifizierte homologe H3-Gen aus C. thummi besitzt zwei Introns. Die AS-
Sequenzidentitét zur P. olivacea-H3V2 ist mit 69 % hoher als die Ubereinstimmung zwischen
den P. olivacea-H3-Varianten untereinander. Beide Proteine sind mit 158 AS (H3V2 aus

P. olivacea) bzw. 155 AS (H3V2 aus C. thummi) fast gleich grofs.

In P. olivacea gibt es laut verschiedener Assemblierungen der Datenséatze tiber BLAST-Suchen,

ahnlich wie in D. melanogaster, keine Hinweise auf H1-Varianten.
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3.6 Die Identifikation von homologen Genen aus anderen Dipteren in P. olivacea
3.6.1 Identifikation, Charakterisierung und Lokalisation von Genen aus der

Geschlechtsbestimmungskaskade von D. melanogaster in P. olivacea

Das Gen SxI

Identifikation und Charakterisierung der Genstruktur von Sx/

Mittels des TBLASTX-Tool wurde in den assemblierten Sequenzen des P. olivacea Datensatzs
729 (Tabelle 5) ein Contig mit einem zu SxI homologen Gen identifiziert. Dieser Contig,
contig_550_asm_729_def, ist 181.692 bp lang. Das Gen Sx/ ist 17.321 bp lang (Abbildung 26).
Das SxI-Gen enthalt maximal fiinf Introns. Die potenziell am starksten transkribierte mRNA
des SxI-Gens ist mit 3.719 bp deutlich kiirzer als das dazugehorige Gen. Eine ORE-Suche ergab
drei mogliche offene Leserahmen, wobei zwei mit 156 bzw. 222 bp relativ kurz sind und
abgeleitete AS-Sequenzen keine konservierten Doménen identifiziert werden konnten. Der
dritte und langste potenzielle offene Leserahmen ist mit 924 bp deutlich langer als die anderen
beiden. Eine SMART-Domanen-Suche ergab fiir das potenziell 308 AS-lange Polypeptid zwei
konservierte RNA recognition motifs (RRM), welche mit einem e-value von 1,53 e- bzw 8,77 e -
20 signifikant sind. Diese zwei RRM sind auch im SXL-Protein aus D. melanogaster (Handa et
al. 1999) und in der AS-Sequenz von C. thummi (personliche Mitteilung Christiane Kraemer)
zu finden.
2000 14000 16000
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sxd RRMIE )
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Abbildung 26 Die Genstruktur des SxI-Gens aus P. olivacea. Das Gen (blauer Pfeil) hat eine mogliche Linge von 17 kb.
Dargestellt ist das am stirksten exprimierte Transkript (griin) der fiinf potenziellen Transkriptvarianten. Weiter wurden die
zwei identifizierten RNA recognition motifs (RRM) annotiert (dunkelgriin). Das dritte Intron ist verkiirzt dargestell
(zwischen 2 kb und 14 kb).

Ein Vergleich der SXL-Sequenzen aus C. piger und P. olivacea ergab eine Sequenzidentitdt von
82 %. Abweichungen der AS-sequenzen beschrdnken sich dabei hauptsdchlich auf den
N - Terminus des Polypeptids. Das in D. melanogaster alternativ-gespleifite Exon 3 konnte per

BLAST nicht identifiziert werden.
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Die chromosomale Lokalisation und die genomische Struktur von SxI

Uber PCR wurden zwei Abschnitte des SxI-Gens amplifiziert und gepoolt. Die gepoolte DNA
diente als Sonde zur FISH an polytanen Speicheldriisen-Chromosomen aus P. olivacea. Die
Hybridisierung erfolgte an Chromosomen getrennt, welche sowohl aus méannlichen als auch
aus weiblichen Larven stammten. Dabei konnten zwischen “mannlichen” und “weiblichen”
Chromosomensatzen keine Unterschiede bei Hybridisierungsergebnissen festgestellt werden.
In Abbildung 27 ist exemplarisch eine Hybridisierung an einem Prdparat aus einer Larve,
deren Geschlecht nicht bestimmt wurde, gezeigt. Die Hybridisierung von SxI ergab nur 1

Signal an Chromosom II Arm B’, nach der Lage von SxI in C.thummi bzw. piger auf

Chromosom I Arm B (personliche Mitteilung Christiane Kraemer, (Frank 2001)).

Abbildung 27 Mikroskopische Aufnahme des FISH-Ergebnis mit der Sonde Sxl an Polytinchromosomen aus
P. olivacea. Die Hybridisierung der Sonde Sxl (griines Signal, FITC) erfolgte an Chromosom II Arm R bzw. B’. Die
Referenzsonde tra-2 (rotes Signal, TRITC) hybridisierte ebenfalls an Chromosomarm 2R bzw. B’
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Transkription von SxI

Eine RNA-Seq Analyse zeigt, dass Sxl in P. olivacea transkribiert und alternativ gespleifst wird.
Exon 3 kann in vier Varianten vorkommen (369 bp, 360 bp, 327 bp oder318 bp). Dies tritt
sowohl im Weibchen-als auch im Mannchen-Transkriptom auf. Dabei zeigt sich eine
tendenziell 3 bis 9% starkere Expression im Weibchen fiir das 318 bp-Exon 3 und im Mannchen
eine tendenziell 3 % stdarkere Expression fiir das 360 bp-Exon 3. Exon 5 wird ebenfalls
alternativ gespleifst. Entweder stellt es mit 2938 bp das letzte Exon der SxI-mRNA dar oder es
wird nach 161 bp durch ein weiteres Intron unterbrochen und enthalt ein zusatzliches Exon 6
mit 1613 bp. Generell zeigt Sx/ im Mannchen eine leicht erhchte Expression (1 x " entspricht
0,8x ).

Das Gen tra-2

Identifikation und Analyse der Genstruktur von tra-2

Wie fiir das Gen SxI wurde auch fiir tra-2 eine TBLASTX-Suche durchgefiihrt. Daraus
resultierte ein Contig aus dem Datensatz #468 (Tabelle 5). Der contig_283_asm_468_k19_b300
ist 106.137 bp lang. Das zum D. melanogaster homologe tra-2-Gen ist 1.489 bp lang (Abbildung
28, blauer Pfeil). Uber RNA-Daten wurde eine potenzielle mRNA mit 1.225 bp bestimmt
(Abbildung 28, griiner Pfeil). Die Gensequenz zeigt drei Introns, deren Spleifistellen verifiziert
wurden. Die Suche nach einem offenen Leserahmen ergab drei mogliche Leserahmen. Dabei
handelt es sich um zwei kurze und einen langen Leserahmen. Der langste Leserahmen mit
822 bp (Abbildung 28, gelber Balken) zeigt ein RRM (e-value von 8,77 e %) (Abbildung 28,
hellblauer Pfeil).

500 1|000

|
RS1 RRM RRM-linker RS2
TRA-2-ISS s . ,
I [ 1

tra-2 [ T | ]

T e e O
Y

Abbildung 28 Die Genstruktur des tra-2-Gens aus P. olivacea. Das 1,5 kb lange tra-2-Gen(dunkelblau) ist mit dem am
stirkste exprimierten Transkript (aus vier moglichen Transkripten) bestehend aus vier Exons (griin) und dem daraus
resultierenden 822 bp-ORF (gelb) abgebildet. Das identifizierte RNA recognition motif (RRM, tiirkis) ist in Exon 4 lokalisiert,
darauf folgt der RRM-linker (pink). Upstream bzw. downstream des RRM sind die RS1-bzw. die RS2-Domiine zu finden
(violett). Die identifizierten TRA-2-1SS-Erkennungssequenzen sind in Rot eingezeichnet.
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Dieser schliefst sich eine 16 AS lange RRM-linker Region an (Abbildung 28, pinker Pfeil). Vor
und hinter dem RRM erfolgt eine Abfolge von Arginin (R) bzw. Serin (S)-Dipeptiden, welche
dementsprechend als RS1 und RS2 bezeichnet werden (Abbildung 28, dunkelviolette Pfeile).
Das in D. melanogaster beschriebene ISS (intronic splicing silencer)-Motiv (Qi et al. 2006) wurde
mittels BLASTN 5-mal innerhalb der Politra-2-Sequenz identifiziert. Ein TRA-2-ISS-Motiv ist
im Intron 2 lokalisiert. Die iibrigen vier Motive sind in Exon 3 oder 4 lokalisiert (Abbildung

28, rote vertikale Striche).
Lokalisation von tra-2

Basierend auf der Gensequenz von tra-2 wurde mittels PCR ein Genabschnitt amplifiziert und
als Sonde zur FISH an Polytanchromosomen aus den Speicheldriisen von P. olivacea
verwendet. Mit Hilfe der FISH (Abbildung 27 und Abbildung 29) kann das tra- 2- Gen auf
Chromosom II Arm B’ lokalisiert werden. Es ist somit auf demselben Chromosomenarm

lokalisiert wie SxI. Im Gegensatz zu Sx! liegt es allerdings zentromernah.

Transkription von tra-2

Die RNA-Seq-Analyse fiir tra-2 ergab vier mogliche Transkripte, die alternativ gespleifst
werden. Im larvalen Transkriptom machen drei der vier Transkripte mit 11 % () bzw. 18% (%)
nur einen geringen Anteil aus. Das dominante Transkript mit 1225 bp (Abbildung 28, griiner
Pfeil) kodiert als einziges fiir den vollstandigen 822 bp-ORF (Abbildung 28, gelber Pfeil) und
die daraus resultierenden 274 AS. Die drei schwach vertretenen Transkripte besitzen nur einen
verkiirzten ORF (471 bp) und somit resultieren daraus je ein verkiirztes Polypeptid mit einer
verkiirzten RRM-Domane (vollstandige RRM-Domane in Abbildung 28, tiirkisfarbener Pfeil).
In allen Transkripten wird immer Intron 3 gespleifst, jedoch Intron 1 oder 2 kénnen alternativ

gespleifit werden (Abbildung 48).
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Das Gen tra und das Gen [(3)73Ah

In einigen Dipteren konnte das Gen tra tiber das Nachbar-Gen I(3)73Ah ermittelt werden (Pane
et al. 2002), (Lagos et al. 2007) und (Ruiz et al. 2007). Daher wurde mittels BLAST das Gen
1(3)73Ah im Assembly des Datensatzes #551 (Tabelle 5) in contig_300_asm_551_k61_b300
identifiziert. Der Contig umfasst 20 potenzielle Gene, wobei sich ein RRM-haltiges Gen 21 kb
von [(3)73Ah entfernt bestimmen lie. Dieses Gen zeigt zudem Ahnlichkeit zu SR-reichen
Proteinen. Der signifikanteste Treffer der BLASTX-Suche zeigt einen e-value von 8x e ¥ zu
AGAPO003369 -PA -like Protein aus Anopheles sinensis. Ein Alignment mit bekannten tra-
Gensequenzen aus D. melanogaster, Bactrocera oleae (B. oleae), Anastrepha obliqua (A. obliqgua) und
Ceratitis capitata (C. capitata) (McKeown et al. 1987), (Lagos et al. 2007), (Ruiz et al. 2007) und

(Pane et al. 2002) zeigt keine grofle Sequenzahnlichkeit.
Lokalisation von I(3)73Ah

Die Lokalisation des Gens [(3)73Ah erfolgte mittels FISH an polytanen
Speicheldriisenchromosomen aus P. olivacea. Dabei zeigte sich eine Hybridisierung auf

Chromosom II Arm B’, auf dem zuvor schon die Gene tra-2 und SxI identifiziert wurden

(Abbildung 29).

1(3)73Ah

tra-2

Abbildung 29 Mikroskopische Aufnahme der FISH an Polytinchromosomen aus Speicheldriisen von P. olivacea mit
den Sonden tra-2 und 1(3)73Ah. Die Hybridisierung der Sonde tra-2 (griines Signal, FITC) erfolgte an Chromosom II Arm
R bzw. B’. Die Sonde 1(3)73 Ah hybridisierte (rotes Signal) an demselben. Chromosomarm, jedoch proximal von tra-2.
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Das Gen dsx

Identifikation und Charakterisierung der Genstruktur von dsx

Mittels TBLASTX-Funktion wurde ein zu dsx aus D. melanogaster homologes Gen, Polidsx1, auf

contig_259 (aus ASM 729_kdef_b300) identifiziert (Abbildung 30).

6|kb 8Ikb 10|kb 12|kb 14‘kb 16|kb ‘IBIkb
pMI— T )
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g T
S — B 222 e & ks e
dsx S BEE 2 e A g paa

43‘ kb 43,5I kb 44Ikb 44,5I kb 45I kb 45,5I kb 46I kb
OD2c ) oD22)p
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) — |
S — T )
?

Abbildung 30 Die Genstruktur von dsx1 (Polidsx1) aus P. olivacea. Die Abbildung zeigt die Region 6 kb bis 18 kb und
die Region 43 kb bis 46 kb des dsx-Gens. Der obere Teil der Abbildung zeigt das geschlechtsunabhingig gespleifite 5'-Ende des
Gens und der untere Teil das geschlechtsspezifisch gespleifite 3-Ende des dsx-Gens. Die Annotation umfasst das Gen (blau),
Weibchen-Transkript (lila), Ménnchen-Transkript (griin) und die jeweiligen ORFs (gelb). Zudem sind die Dominen, DM
(DBD und OD1, in grau) und OD2 common (tiirkis) bzw. Weibchen-spezifisch (pink) annotiert.

Polidsx1 zeigt im Alignment der AS-Sequenz grofe Ubereinstimmungen zur DM (DBD, OD1)-
Domane und zur OD2 common bzw. OD2 female. Zudem wurde ein weiteres Gen (Polidsx2),
welches ebenfalls Sequenzahnlichkeit zu dsx aufweist, identifiziert. Polidsx1 umfasst 40.144 bp
auf contig_259 (Position 6680 bis 46823). Das Gen umfasst 9 mogliche Exons. Durch eine ORF-
Suche konnten zwei Haupttranskripte von 5,1 kb (Polidsx1T1) bzw. 5,7 kb (Polidsx1T2)
identifiziert werden. Die moglichweise daraus abgeleiteten Proteine, PoliDSX1T1 bzw. 2
bestehen aus 403 bzw. 281 AS. Eine SMART-Doménen-Suche ergab fiir PoliDSX1T1 und T2
Treffer zur DM-Doméne (e-value 6,14 x %) und zu DSX_Dimer (e-value 1,4 x e7). Polidsx2
umfasst 2,6 kb mit bis zu fiinf moglichen Exons. Die beiden Genkopien liegen 15,8 kb

voneinander entfernt und sind in entgegengesetzter Orientierung angeordnet.



Lokalisation von dsx mittels FISH

Ein PolidsxI-Klon wurde mittels FISH an polytinen Speicheldriisenchromosomen aus
P. olivacea zur Lokalisation von Polidsx1 und Polidsx2 verwendet, da Polidsx2 15,8 kb von

Polidsx1 getrennt liegt und somit nicht separat lokalisiert werden kann. Die Hybridisierung

erfolgte an Chromosom I Arm F’(Abbildung 31).

Abbildung 31 Mikroskopische Aufnahme des FISH Ergebnis mit der Sonde Polidsx1 an Polytinchromosomen aus
P. olivacea. Die Sonde Polidsx1 hybridisierte (griines Signal, FITC) an Chromosom I Arm L bzw. F’. Die Referenzsonde
potenzielle SDR hybridisierte (rotes Signal, TRITC) ebenfalls am selben Chromosomenarm, jedoch proximal von der Polidsx1-
Sonde.

Geschlechtsspezifische Prozessierung des 3'Ende von Polidsx1
Ein Vergleich der genomischen Sequenz von PolidsxI mit RNA -Daten aus weiblichen bzw.
mannlichen P. olivacea-Larven zeigt, dass das Gen geschlechtsspezifisch alternativ-gespleifst

wird. Der C-Terminus des abgeleiteten Proteins unterscheidet sich in Mannchen und

Weibchen stark.
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Abbildung 32 Gelelektrophoretische Auftrennung der RT-PCR, in welcher das Ménnchen-spezifische 3’Ende (A)
bzw. das Weibchen-spezifische 3’Ende (B) amplifiziert wurde. A Minnchen-spezifische RT-PCR zur Amplifikation des
3’-Endes. B Weibchen-spezifische RT-PCR zur Amplifikation des 3"-Endes. Als Template diente isolierte Gesamt-RNA aus
weiblichen bzw. ménnlichen P. olivacea-Larven, welche zuvor zu cDNA umgeschrieben wurde. NC: Negativ-Kontrolle Als
Molekulargewichtsstandard (M4) diente der GeneRuler 100 p DNA Ladder (Fa. Life Technologies)

Das 5,702 kb lange Weibchen-spezifische Transkript umfasst Exon 1-4 (5’-UTR), Exon 4-7
(geschlechtsunabhingig kodierender Bereich) und Weibchen-spezifisch kodierendes Exon 8
und Exon 9 (3’-UTR). Der daraus resultierende ORF ist 861 bp lang und kodiert fiir 287 AS.
Die Translation wird durch ein zweifaches-Stopp-Kodon (Amber-Opal, Position: 3072,
Abbildung 33) beendet. Das Mannchen-spezifische Transkript umfasst 5,118 kb, wobei der C-
Terminus aus dem gemeinsamen Exon 7 (kodierend) und Exon 9 (kodierend und 3’-UTR)
besteht. Der identifizierte ORF ist 1224 bp und kodiert fiir ein potenziell 408 AS-Protein. Auf
den Mannchen-spezifischen ORF folgt ein Stopp-Kodon (Amber) an Position 3435. Die
bioinformatischen Daten wurden experimentell mittels RT-PCR verifiziert. Uber eine RT-PCR
mit Mannchen-spezifischen Primern wurde ein Amplifikat von 230 bp auf mannliche cDNA
generiert (Abbildung 32, A). Dieses Primerpaar konnte auch im Weibchen-Transkript binden,
allerdings ware das resultierende Produkt mit 814 bp recht grofs und somit schwierig zu
amplifizieren. Auf cDNA aus weiblichen P. olivacea-Larven wurde ein PCR-Produkt mit
175 bp erwartet, welches Weibchen-spezifisch ist (Abbildung 32, B). Im Mannchen sollte laut
NGS-Daten fiir dieses Primerpaar kein Produkt amplifiziert werden. In Abbildung 32, B sind
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jedoch zwei PCR-Produkte (~700 bp & ~200 bp), welche aufgrund des Mannchen-Template
amplifiziert wurden, zu sehen. Die Sequenzierung der beiden Amplifikate ergab eine
Ubereinstimmung der 700 bp-Bande zur genomischen Sequenz, wogegen die 200 bp-Bande

mit der Sequenz des Weibchen-Transkripts iibereinstimmt.
Spleiffmechanismus in Polidsx1

Die Spleifs-Akzeptor- und Donor-Stellen der in Polidsx1 3° gelegenen Exons sind in Tabelle 10
aufgelistet. Fiir die 3'Spleif3-Akzeptoren aller annotierten P. olivacea-Gene (Tabelle 6) wurde

bioinformatisch ein Durchschnitt von 4,02 Purine bzw. 7,98 Pyrimidinen berechnet.

Tabelle 10 3’Spleifi-Akzeptorstellen der 3'Region des Polidsx1-Gens

# der Y
Gen Art der Exon Position im Linge Sequenz .
spleistelle Gen [bp] 8 L [((Y)n)12- N-YAG] im (Y)n
Polidsx1 | > AKZeptor | e 01 34124.34139  |16nt |GTTTTCAATAAT-T-TAG |7/95
SpleiBstelle
’ - TATTTTAAAAAT-T-CAG
JAkzeptor- | e o5 134142.34157 | 16nt 6/12
Spleilstelle
' ] TTTTTAAACTTC-A-TAG
FAkzeptor- 1o L ong  |34823.34838 |16nt 9/12
SpleiBstelle
, ] GAAATTCTATCT-A-CAG
FAkzeptor- | g/common | 30241 35756 |16t 7/12
SpleiBstelle |Exon 9

Ein Vergleich des Durchschnittwerts bzw. der Konsensus-Sequenz zeigen in den
3’Spleifsakzeptoren der 3'Region des Polidsx1-Gens keine signifikanten Abweichungen wie sie

in D. melanogaster (Lynch und Maniatis 1995) beschrieben wurden (Tabelle 10).

Der Vergleich mit bekannten cis-regulatorischen Sequenzen innerhalb des Weibchen-
spezifischen Exons ergab drei mogliche purin rich elements (PRE) und sechs TRA/TRA-2-
Motive (Abbildung 33, ). Dabei liegen alle identifizierten Sequenzen, aufer ein PRE, im 3’-UTR

des Weibchen-Transkripts.
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Abbildung 33 Potenzielle cis-regulatorische Sequenzen im Weibchen-spezifischen Exon des Polidsx1-
Gens.Dargestellt ist der ORF (gelb), die mRNA (griin) und das Gen (blau). Zudem sind die potenziell cis regulatorischen
Sequenzen in lila eingezeichnet (purin rich element: PRE und TRA/TRA-2). Das zweifaches-Stopp-Kodon (amber, opal) ist in
hellgriin eingezeichnet.

Fiinf der sechs TRA/TRA-2-Motive zeigen eine Ubereinstimmung von {iber 69 % zu den

Motiven aus D. melanogaster. Nur eins der sechs identifizierten Motive zeigt eine geringe

Ubereinstimmung von 61 %. Dabei wurde mittels bioinformatischen Analysen die Sequenz

der sechs identifizierten Motive in allen in P.olivacea identifizierten Intron-Sequenzen

innerhalb eines Fensters von 664 bp identifiziert. Kein weiteres Fenster zeigte eine signifikante

Ubereinstimmung zu den TRA/TRA-2-Motiven.

Tabelle 11 In Polidsx1 identifizierte cis-regulatorische Elemente im 664 bp-Weibchen-spezifischen Exon

Position im Art mit signifikantester

Gen Element 664 bp-Exon | Lange | Sequenz Identitit | Ubereinstimmung
Polidsx1 | TRA/TRA-2_1 |119-131 13 nt | ACAAAAATCAACT 76,9 | Aaeg

TRA/TRA-2_2 |159-171 13 nt | AGTCAAATCAACA 69,2 | Dmel, Aaeg

TRA/TRA-2_3 |422-434 13 nt | TCAACAATCAACA 100 | Dmel

TRA/TRA-2_4 |445-457 13 nt | GCTTCAATCTCTC 76,9 | Cqui

TRA/TRA-2_5 |519-531 13 nt | AATTCAATCAACA 84,6 | Dmel, Aaeg

TRA/TRA-2_6 | 616-628 13 nt | TCGGCGTTCAAAA 69,2 | Agam

Die identifizierten PREs weisen tiiber eine Linge von 18 bis 28 Nukleotiden nur 4 oder 5

Pyrimidine auf (Tabelle 12, Abbildung 33).
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Tabelle 12 Weitere in Polidsx1 identifizierte cis-regulatorische Elemente im 664 bp-Weibchen-spezifischen Exon

Position im
Gen Element | 664 bp-Exon | Linge | Sequenz Y/N
Polidsx1 | PRE-1 28-45 18 nt | GAAAAAATAATATAAGCA 4/18
PRE-2 88-115 28 nt | GAAAATATTAATAACGAAGAAAAAAAAA | 5/28
PRE-3 507-525 19 nt | AAAGGAAGCAAAAATTCAA 4/19

Zwei der PREs und zwei TRA/TRA-2-Motive wurden in der 5Region des Weibchen-
spezifischen Exons 8 lokalisiert. Das dritte PRE und die vier tibrigen TRA/TRA-2-Motive

wurden im 3'Bereich des Weibchen-spezifischen Exons 8 identifiziert (Abbildung 33).

Weitere cis regulatorische Elemente (wie RBP1b, NvITRA/TRA-2 oder TRA/TRA-2-ISS) aus
D. melanogaster oder Nasonia vitripennis zeigten keine signifikanten Ubereinstimmungen

innerhalb Exon 8.
Geschlechtsunabhingiges-alternatives Spleifsen von Polidsx1

Weiter ergab der Vergleich von RNA-Daten aus P.olivacea-Larven alternative Spleifs-
Varianten, welche geschlechtsunabhingig erfolgen. Nur Exon 5 und 9 werden nicht alternativ
gespleifst. Exon 1 zeigt sechs Varianten, ebenso wie Exon 7. Exon 3 zeigt mit mindestens acht
Varianten die grofite Varietat. Exon 2 und 6 konnen in fiinf unterschiedlichen Varianten
auftreten, wogegen Exon 4 nur in vier moglichen Variationen gespleifst werden kann. Die
Vielzahl an Varianten wurde experimentell mittels RT-PCR oder mittels bioinformatischer
Auswertung von RNA-Seqs identifiziert. Nicht alle Varianten sind experimentell und
bioinformatisch und in beiden Geschlechtern abgedeckt. Die genauen Daten der Exon-

Varianten sind im elektronischen Anhang zu finden.
Geschlechtsspezifisches-alternatives Spleifien von Polidsx2

Die dsx-Genkopie Polidsx2 wird ebenfalls geschlechtsspezifisch gespleifst. Im Weibchen gibt
es drei mogliche, im Mannchen zwei mogliche Transkripte. Transkript 1(2 kb) gibt es in beiden
Geschlechtern, die restlichen Transkripte sind geschlechtsspezifisch. Die Suche nach einem
OREF zeigt fiir alle Transkripte jedoch nur einen in allen Transkripten identischen ORF von

633 bp.
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Zielgene der Geschlechtsdifferenzierung von dsx

Um die Funktion von dsx in der Geschlechtsdifferenzierung zu verstehen, wurden in vielen
Insekten dsx-Zielgene untersucht. Von Verhulst und van de Zande wurden alle bis dahin
identifizierten Gene zusammengefasst (Verhulst und van de Zande 2015). Nach der
Identifizierung der dsx-Zielgene aus anderen Insekten in P.olivacea wurde eine
Expressionsanalyse durchgefiihrt. Lediglich das Gen SP1 (sex specific storage protein-1, auch
hexamerin-2f) (Suzuki et al. 2003) konnte in P.olivacea als im larval Transkriptom
geschlechtsspezifisch exprimiert identifiziert werden. Im Weibchen-Larven-Transkriptom
findet eine 5,11-fach hohere Expression statt (Normalisiert auf reads per kilobase per million,

rpkm).
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Weitere Gene der Geschlechtsbestimmungskaskade aus D. melanogaster

Uber SxI, tra-2 und dsx hinaus konnten weitere Gene aus der Geschlechtsbestimmungskaskade

von D. melanogaster identifiziert werden. Es handelt sich dabei um emc, gro, runt, da, fru, fl(2)d,

intersex (ix), vir, snf und dis (Tabelle 13). Fiir die Gene sis A/B/C, her, dpn und tra wurde kein

homologes Gen in P. olivacea identifiziert. Eine Ubersicht der genannten Gene erfolgt in Tabelle

13.

Tabelle 13 Gene welche in D. melanogaster in der Geschlechtsbestimmung beteiligt sind

Gen Gen- Art Zelltyp | Funktion homologes
Symbol Genin
P. olivacea

runt - Numerator Soma v
sisterless AB C | sis ABC | Numerator Soma Aktiviert @-peSXL
deadpan dpn Denominator | Soma TF, neg. Reg. von Sx/
extra emc maternal Soma negative Reg. von Sx/
macrochaetae v
groucho gro maternal Soma negative Reg. von Sx/ v
daughterless da maternal Soma positive Reg. von Sx/ v
hermaphrodite | her maternal Soma positive Reg. von Sx/
female lethal | fl(2)d SR-Protein Soma Autoreg. von pmSx/
(2)d v
sans fille snf RRM Soma Autoreg. von pmSx/ v
virilizer vir NS-binding Soma Autoreg. von pmSx/, blockiert

splice site Exon 3 v
intersex ix T Coaktivator | Soma Aktivitat von DSX* v
fruitless fru TF ZNS Sexualverhalten v
dissatisfaction | dis TF ZNS Sexualverhalten v
Sex-lethal Sx/ RRM S,Z,K Schlisselgen v
transformer tra SR S,Z SpleiRfaktor
transformer-2 | tra-2 SR S, K SpleiRfaktor v
doublesex dsx TF Soma Anschalten

Differenzierungsgene

/Doppelschalter v
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Das Gen fru zeigt dhnlich wie Polidsx1 viele Transkript-Varianten im Larven-Transkriptom
von Mannchen und Weibchen. Dabei zeigt sich eine signifikante differenzielle Genexpression

zwischen den beiden Geschlechtern (Tabelle 14).

Tabelle 14 Expressionsanalyse der homologen Gene aus der Geschlechtsbestimmungskaskade von D. melanogaster in
P. olivacea. Die nicht differenziell exprimierten Gene sind griin unterlegt, die im Weibchen hoch exprimierten Transkripte sind
rosa unterlegt, die im Minnchen blau.

Gen Gen- Expression (normalisiert) fold Transkript
Symbol change [Bp]
female male
runt 44.425 47.503 ~1 2904
extra emc 262.993 204.626 1,29 1851
macrochaetae
groucho gro 117.938 117.459 1 3528
daughterless1 dal 88.225 60.966 1,45 3881
daughterless2 da2 171.065 208.631 0,8 3950
female lethal (2) d | fl(2)d 27.789 32.123 0,86 899
sans fille snf 45 72 0,63 798
virilizer vir 144.045 164.408 0,88 5243
intersex ix 13.077 16.700 0,78 674
fruitless1 frul 17.260 13.335 1,29 4707
fruitless2 fru2 721 3.408 0,21 4827
dissatisfaction dis 240 681 0,35 1745

Im Mannchen wird Polifrul hoher exprimiert, im Weibchen dagegen Polifru2. Die Transkripte
unterscheiden sich im 5-UTR, jedoch nicht im ORF. Zudem wird das Gen da alternativ
gespleifst. Die zwei Transkript-Varianten zeigen eine differenzielle Expression. Dal wird im
Weibchen hoher exprimiert, wogegen da2 eine erhohte Expression im Mannchen zeigt. Das
Gen emc wird im Weibchen leicht hoher exprimiert. Die Gene fI2d, snf, vir, ix und dis werden

dagegen im Mannchen-Transkriptom hoher exprimiert.

Die iibrigen oben genannten Gene zeigten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede

hinsichtlich ihrer Expression.
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3.6.2 Identifikation von homologen Genen aus der geschlechtsbestimmende Region

von C. thummi

Mittels TBLASTX gelang es, 10 Gene aus der SDR von C. thummiin P. olivacea auf einem Contig
zu identifizieren. Uber FISH (Abbildung 34) konnte gezeigt werden, dass diese Gene in Bezug
auf C.thummi in invertierter Abfolge vorliegen. Der Locus der potenziellen SDR konnte
ebenfalls iiber FISH bestimmt werden auf Chromosom I Arm L (Abbildung 31; Abbildung 34).

Dieser wird daher weiter als F’ bezeichnet, da die SDR in anderen (bzw. in der Mehrzahl der)

Chironomiden-Arten auf Arm F identifiziert wurde (Martin et al. 1980).

Abbildung 34 Mikroskopische Aufnahme nach der FISH an Speicheldriisenchromosomen aus P. olivacea mit den
Sonden fs(1)K10-like und dicer-1. Die Hybridisierung der Sonde fs(1)K10-like (rotes Signal, TRITC) erfolgte an
Chromosomenarm 1L bzw. F’ proximal im Vergleich zu der Hybridisierung der Sonde dicer-1 (griines Signal, FITC).
Abgebildet ist ein Ausschnitt des Priparats, welcher zweimal den Chromosomenarm 1L zeigt. N: Nukleolus

Vergleich der chromosomalen Organisation der SDR-Gene und benachbarter Gene

Die homologe Region zwischen der SDR aus C. thummi und der potenziellen SDR aus
P. olivacea erstreckt sich von mesoderm induction early response 1-like (mi-er-1-like) bis zu
Hermansky-Pudlak-syndrom-like (hps-like, Abbildung 35). Die jeweiligen Bruchpunkte der
homologen Region wurden mittels PCR analysiert und zusatzlich mit genomischer NGS-
Daten via Mapping verifiziert (Daten nicht gezeigt). Die homologe Region ist in Abbildung 35
dargestellt (violett unterlegt). Sie umfasst in C. thummi-Weibchen knapp 70 kb und in
P. olivacea 46,5 kb. In P. olivacea liegt zudem das Gen 6PGD innerhalb der homologen Region,
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so dass keine vollstindige Syntdne zu C. thummi existiert. Daher umfasst der tatsdchlich

syntane Bereich nur 44 kb.

A Prodiamesa olivacea
potenzielle SDR

SOIOOO 90|000 1 OOIOOO 11 OIOOO 120|000 1 30|000

distal proximal

RING

ecdysteroid-
dicer-1 UDP 37 kinase
I . - —_—)

COMM-domain- 4
containing-protein 5

B Cthummi Q

SDR
proximal 40000 60000 80000 100000 120000 140000 160000 180000 it
spitz-3
A

spitz-1 spitz-2

Abbildung 35 Ausschnitt der SDR aus C. thummi und der potenziellen SDR aus P. olivacea welcher die syntine
Region (blau) umfasst.A zeigt die potenzielle SDR aus P. olivacea mit den identifizierten Genen (griin = Plusstrang, rot =
Minusstrang) von70,6 bis 135,5 kb der potenzielle SDR (64,9 kb). B zeigt einen Ausschnitt der SDR aus C. thummi Weibchen
von 22,9 bis 197,9 kb (174,9 kb), die identifizierten Gene sind hier fiir den Plus- und den Minusstrang annotiert. Die syntinen
Regionen sind blau unterlegt.

Die Gene, welche an den jeweiligen Bruchpunkten des syntdnen Bereichs liegen, wurden

mittels BLASTX in der Art, in der sie dort nicht auftreten, identifiziert.

Identifikation SDR-angrenzender Gene aus C. thummi bzw. piger in P. olivacea

Das in C. thummi/piger distal auf Chromosom III, Arm F gelegene Gen CtY bzw. CpY wurde in
P. olivacea-Contigs identifiziert und mittels FISH an polytanen Speichdriisenchromosomen aus
P. olivacea-Larven mit einer spezifischen CpY-Sonde lokalisiert (Abbildung 36). Das gleiche
wurde fiir das proximal gelegene Gen spitz-like durchgefiihrt (Abbildung 36). Beide Gene
konnten auf Chromosom I, Arm F* wie zuvor die potenzielle SDR lokalisiert werden. Die
beiden Gene liegen jedoch proximal bzw. zentromernah im Vergleich zur potenziellen SDR.

Zudem liegen beide Gene relativ nah aneinander, wobei spitz-like proximal von CpY liegt.
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Abbildung 36 Mikroskopische Aufnahme des Ergebnisses einer FISH an Polytinchromosomen aus P. olivacea mit
den Sonden CpY und spitz-like (A) und den Sonden rpS5-like und Gb_115 (B). Die Hybridisierung der Sonden CpY
und spitz erfolgte an Chromosom I Arm L bzw. F’ wie zuvor die potenzielle SDR. Die Hybridisierung der Sonde CpY
(griines Signal, FITC) erfolgte distal im Vergleich zu der Hybridisierung der Sonde spitz-like (rotes Signal, TRITC), welche
zentromernah hybridisierte. Die Hybridisierung der Sonde rpS5 (griines Signal, FITC) erfolgte an Chromosom I Arm R
proximal von der bereits lokalisierten Sonde Gb_115 (rotes Signal, TRITC).

Der Contig mit dem BLAST-Treffer fiir spitz-like umfasst in 41 kb mindestens vier Gene,
darunter zwei spitz-like-Kopien. Der Contig mit dem BLAST-Treffer fiir CpY ist dagegen mit

225 kb deutlich langer und umfasst mind. 29 Gene.

Die Annotation der Gene und die darauffolgende Expressions-Analyse der potenzielle SDR

zeigten keine Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen.

Weiter wurde das Gen rpS5-like, welches in der SDR von C. thummi aber nicht in der
potenziellen SDR von P. olivacea liegt, identifiziert. Der 114,8 kb-Contig umfasst 21 Gene
inklusive  rpS5-like. Eine FISH mit einer spezifischen Sonde an polytanen
Speicheldriisenchromosomen aus P. olivacea zeigte eine Hybridisierung an Chromosom I,
Arm D’ (Abbildung 36). Als Referenzsonde diente Gb_115 (Abbildung 16, C), diese

hybridisiert distal von der Sonde rpS5-like.

Das Gen rpS5-like wird durch zwei Intron-Sequenzen unterbrochen und zeigt in der
Expressions-Analyse keine Unterschiede zwischen P. olivacea-Weibchen-Larven und

Maiannchen-Larven.
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Identifikation SDR-benachbarter Gene aus P. olivacea in C. thummi/piger

Weiter wurde das Gen 6PGD in C. thummi/piger identifiziert und chromosomal lokalisiert. Der
langste Contig umfasst 637,6 kb und stammt aus C. thummi. In C. piger wurde die Sequenz des
Gens ebenfalls ermittelt. Eine FISH an Speicheldriisenchromosomen aus C. thummi/piger zeigte

eine Hybridisierung der Sonde 6PGD an Chromosom IV, Arm G (Abbildung 37, A).

dicer-1

GP

Il F

100 um

Cla1.1Y

Abbildung 37 Mikroskopische Aufnahmen des Ergebnisses einer FISH an C. thummi Speicheldriisenchromosomen
mit den Sonden 6PGD (A), Clal.1Y (A, C), dicer-1 (B) Gencluster-piger (GP) (B) und tscel (C). A: Die Hybridisierung
der Sonde 6PGD erfolgte am vierten und kleinsten Chromosom (griines Signal, FITC). Der Klon Clal.1Y diente als
Referenzsonde und hybridisierte, wie bereits bekannt, an Chromosom III Arm F (rotes Signal, TRITC) (Kraemer und Schmidt
1993). B: Die Hybridisierung der Referenzsonde dicer-1 erfolgte an Chromosom III Arm F (rotes Signal). Die Sonde GP
hybridisierte distal von dicer-1 auf dem selben Chromosomarm C: Die Sonde tscel hybridisiert (rotes Signal, TRITC) an
Chromosomarm III F, ebenso wie die Referenzsonde Clal.1Y (griines Signal, FITC)..
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Zudem wurden die in P. olivacea distal an die potenzielle SDR angrenzenden Gene dicer-1,
UDP und tscel in C. thummi/piger identifiziert und lokalisiert. Die Gene liegen nicht auf einem
Contig wie in P. olivacea (Abbildung 35, A), sondern auf drei Contigs verteilt. Die Lokalisation
via FISH zeigte jedoch, dass alle drei Gene auf einem Chromosomenarm liegen. Das
Hybridisierungsergebnis an Chromosomenarm III F Region D2 (nach (King 1975)) fiir tscel ist
in Abbildung 37 C abgebildet.

Die in P. olivacea proximal der potenziellen SDR gelegenen Gene ecdysteroid kinase (ek), venom
dipeptidyl peptidase 4-like (vdp4), conserved oligomeric Golgi complex subunit 3-like (coGcs3), casein
kinase I isoform gamma-3-like (ckIg-3), leucine rich repeat —like (LLR) 2 und major facilitator
superfamily domain containing protein 6-like (mfsdcp6) finden sich in C. piger auf einem 25.638 bp-
Contig (contig_16311_Cpi_female), jedoch in anderer Reihenfolge, wieder (Abbildung 38).

A Prodiamesa olivacea
potenzielle SDR
distal proximal

1 30|000 140|000 1 SOIOOO 1 60:300 1 70|000 1 SOIOOO 1 90|000

homoebox protein 5IX3

<
HPs

B C. piger

Gencluster Piger (GP)

proximal distal
SIOOO 1 0:300 1 SIOOO 2()'000 2S|000

Abbildung 38 Der proximale Abschnitt der potenziellen P. olivacea-SDR im Vergleich zum Gencluster-piger Contig
aus C. piger. Der oben abgebildete Ausschnitt zeigt den proximalen Abschnitt der potenziellen P. olivacea-SDR (A), welcher
nicht mit der SDR aus C.thummilpiger iibereinstimmt. Ein Contig aus einem C. piger-Assembly
(contig_16311_asm_841_kdef25_b300) zeigte im BLASTX Alignment Ubereinstimmungen zur proximalen P. olivacea-SDR.
In B ist der 25 kb lange Contig mit den identifizierten Genen dargestellt (Gene auf dem Plusstrang in griin, Gene auf dem
Minusstrang in rot). Die Gene sind im Vergleich zu P. olivacea in verdnderter Abfolge angeordnet.

Dieser Abschnitt mit konservierten Gene in anderer Abfolge wird weiter als Gencluster-piger
(GP) bezeichnet. Das Gen LRR 1 aus P. olivacea, welches zwischen cklig-3 und LLR-2 liegt, fehlt

an dieser Stelle bei C. thummi/piger. Zudem ist das Gen cklig-3-like nur teilweise durch den
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identifizierten Contig abgedeckt. Mittels FISH an Speicheldriisenchromosomen aus
C. thummi/piger wurde GP auf Chromosom III Arm F distal von dicer-1 lokalisiert (Abbildung
37 B).

Sequenzvergleich der SDR-Gene aus C. thummilpiger

Die Sequenzanalyse der SDR-Gene aus C. thummi/piger im Vergleich mit den aus P. olivacea
identifizierten Genen aus der potenziellen SDR ergab hohe Ubereinstimmung vor allem im
kodierenden Bereich bzw. auf AS-Ebene. Exemplarisch ist ein AS-Sequenzalignment von

BCN92 aus C. thummi und aus P. olivacea in Abbildung 39, B gezeigt.
100 200 300 400 500 600

LYR 1—"\—
DS  —

”‘RNAE
bcn92

LYR_1 2|0 49

I
cttBcN92 MSHETHEERELVLSBYKBLLREGSKFSHEYNBREMYALRRTRD

PoliBCN92 MsSEITEENEEL vLsHYKELLREGSKFSEBYNBREYALRRTRD

LYR_1 6|0 I 8|O
CttBCN92 AFKENKSNECEN. DEKE ' Be ARENBEM I RrRQVENGHEY @A
PoliBCN92 AFRIBN«KBESCEEL. HKSR 1 @c AMe NEeM 1 rRrRQVEINMGNNY EA
Ctt BCN92 DKL I IEK 87

B PoliBCN92  pki | 1EK 87

Abbildung 39 AS-Sequenzalignment von BCN92 aus C thummi und P. olivacea mit Genstruktur von bcn92. A zeigt
die Genstruktur von bcn92 aus P. olivacea (blau: Gen, griin: mRNA, gelb: CDS, tiirkis: LYR_1-Domiine). B zeigt das AS-
Sequenzalignment der BCN92-Proteine aus C. thummi und P. olivacea mit der LYR_1-Domdine (tiirkis). AS, welche in den
beiden Proteinen nicht iibereinstimmen, sind dunkeltiirkis unterlegt.

Das aus 87 AS bestehende Protein zeigt in den beiden Spezies eine Sequenz-Identitit von 65 %.
Der N-Terminus der LYR_1-Domine zeigt dabei groiere Ubereinstimmungen als C-Terminus
der LYR_1-Domaéne. Die letzten 8 AS des C-Terminus zeigen ebenfalls eine hohe
Ubereinstimmung (Abbildung 39, B). Die restlichen SDR-Gene (Tabelle 15) zeigen ein

ahnliches Bild, daher ist es nur fiir bcn92 bzw. BCN92 exemplarisch dargestellt.
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Tabelle 15 Sequenzidentitit der SDR-Gene und ihrer Produkte zwischen den zwei Arten C. thummi (@) und P. olivacea

Sequenzidentitat

Sequenzidentitat

Sequenzidentitat

Sequenzidentitat

Gen (Ebene) (%) Gen (Ebene) (%)

mi-er-1 genomisch 65,75 | dLacDH genomisch 60,96
MRNA 66,57 MRNA 71,54
ORF 70,32 ORF 72,34
AS 57,81 AS 71,34

luc7(p) genomisch 65,2 | polyhomeotic | genomisch 68,86
MRNA 63,31 MRNA 70,82
ORF 69,82 ORF 71,74
AS 62,78 AS 63,53

wd74 genomisch 68,4 | dentin- genomisch 77,6

sialphospho-
protein

mRNA 69,95 mRNA 69,53
ORF 67,56 ORF 72,26
AS 70,4 AS 60,78

fs(1)K10 genomisch 62 | rpn5 genomisch 75,64
mRNA 61,74 mRNA 77,84
ORF 69,31 ORF 78,64
AS 44,83 AS 86,34

bcn92 genomisch 66,18 | HPs genomisch 67,24
MRNA 64,48 MRNA 67,84
ORF 70,5 ORF 71,77
AS 64,37 AS 61,29
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Uberpriifung einer moelichen Mannchen-spezifischen Duplikation des Gens fs(1)K10-like

in P. olivacea mittels

a) genomischer Southern Analyse

In den Chironomus-Arten thummi, piger und luridus liegt im Mannchen eine Mannchen-
spezifische Duplikation des in der SDR liegenden Gens fs(1)K10-like vor (Stiehl,
unveroffentlicht). In P. olivacea wurde die potenzielle SDR inklusive des Gens fs(1)K10-like
identifiziert. Der entsprechende Contig liefert jedoch keinen Hinweis auf eine Duplikation von
fs(1)K10-like. Zur Uberpriifung wurde ein Southern Blot bzw. Klonen aus Genbanken zuvor
verifiziert wurde, wurde ein Southern Blot (Abbildung 40) mit genomischer, restringierter
Weibchen- bzw. Maiannchen-DNA  aus  P.olivacea -Larven  durchgefithrt.  Die
gelelektrophoretische Auftrennung (Abbildung 40, B) der Hincll-restringierten gDNA aus
Weibchen bzw. Mannchen zeigt einen Schmier, der im Bereich von 1 kb bis 100 bp in der
Weibchen-Probe intensiver als in Mannchen-Probe fluoresziert. Die mit Sspl-verdaute DNA
zeigt ebenfalls einen Schmier, zudem ist ein Rest hochmolekularer DNA zu sehen. Alle vier
Spuren zeigen zwischen 1,2und 1,5kb eine pragnante Bande. Diese resultiert aus der
Isolationsmethode der gDNA und es handelt sich dabei um RNA. Die Restriktion der gDNA
mit Hincll sollte entsprechend der Referenzsequenz und mit der in Abbildung 40
eingezeichneten Sonde zwei Signale (1,6 kb und 3 kb) im Autoradiogramm hervorrufen. Im
Ergebnis sind die erwarteten zwei Signale sowohl in der Weibchen-Probe als auch in der
Mannchen-Probe zu erkennen (Abbildung 40, C hellgriine Pfeile). Dartiber hinaus zeigen sich
ein prominentes Signal bei 1,2 kb und drei weniger pragnante bei ca. 5 kb, 800 bp und 500 bp
(Abbildung 40 C, weifie Pfeile). Zur Aufklarung dieser Bandenvielfalt wurde ein weiterer
Southern Blot durchgefiihrt. Der Southern Blot von dem HinclI-restringierten Template der
Sonde fs(1)K10-like (Abbildung 40, D und E) zeigt keine Variation der Bandengrofie und-zahl.
Die gelelektrophoretische Auftrennung des restringierten bzw. unrestringierten PCR-
Produkts (Template der Sonde) von fs(1)K10-like (Abbildung 40, D) zeigt eine schwache Bande
bei 2 kb (Abbildung 40, E grauer Pfeil) und zwei starke Banden bei 1,2 kb und 800 bp
(Abbildung 40, E violette Pfeile).
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gDNA Prodiamesa olivacea fs(1)K10-like PCR-Produkt

X X X X X X
Hincll Sspl Hincll Sspl Hincll Hincll

M29 & Q d M2M3 M2Q 39 & M2M3 @ 49 dM2 Q@ 49 dM2

fs(1)K10-like
wd-repeat protein 74 % 6PGD
- - x X x x
11N
1,6 kb
L Sspl 2
A 1,6 kb

Abbildung 40 Southern Blot mit restringierter genomischer P. olivacea DNA aus weiblichen und minnlichen Larven
hybridisiert mit der Sonde fs(1)K10-like. A zeigt die genomische P. olivacea-Referenzsequenz mit den Genen wd-repeat
protein 74-like, fs(1)K10-like und 6PGD (blau = Gensequenz, griin = mRNA-Sequenz) und die Lage der Sonde fs(1)K10-like
(violett). Die aus der Restriktion mit Hincll (hellgriin) bzw. Sspl (pink) resultierenden Fragmente sind mit Griflen
eingezeichnet. B zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der restringierten (Hincll, Sspl) P. olivacea-DNA aus Weibchen
bzw. Miénnchen. In allen vier Spuren ist eine prominente Bande bei 1,3 kb zu sehen (weifler Pfeil), dies ist RNA, welche aus
der Isolationsmethode resultiert. Als Molekulargewichtsstandard wurden der GeneRuler 100 bp plus DNA Ladder (M2) und
der GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (M3) aufgetragen. C zeigt das Autoradiogramm nach der Hybridisierung mit der Sonde
f5(1)K10-like. Die weiflen Pfeile markieren die Signale. D zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung des PCR-Produkts von
f5(1)K10-like (unrestringiert bzw. restringiert). Als Molekulargewichtsstandard diente M2. E zeigt das aus der Hybridisierung
von D resultierende Autoradiogramm.
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Diese beiden Banden (Abbildung 40 E, violette Pfeile) entsprechen den Erwartungen, da
innerhalb des Gens eine Schnittstelle fiir HincllI liegt. Die dritte Bande (Abbildung 40 E, grauer
Pfeil) entspricht dem unrestringiertem PCR-Produkt. Zur Kontrolle wurde das unrestringierte

PCR-Produkt von fs(1)K10-like in den Spuren 1 (¥ ) und 2 (¢) aufgetragen (Abbildung 40, D).

Die Restriktion mit Sspl zeigte ebenfalls in beiden Geschlechtern das gleiche Signalmuster, der
vermutlich unvollstdndige Verdau der gDNA fiihrt zur Uberlagerung des eigentlichen Signals
bei 1,6 kb, welches aber (vor allem in der Weibchen-Probe) gut zu erkennen ist (Abbildung 40,
C pinker Pfeil).

b) NGS-basierter Analyse

Zur Uberpriifung einer moglichen Duplikation von fs(1)K10-like im Genom von P. olivacea
(- Mannchen) wurde per CLC Genomics Workbench ein Mapping mit genomischen Daten 729
(Tabelle 5) durchgefiihrt. Als single-copy-Referenz diente (wie unter 3.3.4) das Gen bcn92. Das
Mapping (LF: 0,96 SIM: 0,98) ergab fiir das 1837 bp lange Gen fs(1)K10-like eine
durchschnittliche Abdeckung von 66. Dies entspricht einer Kopienzahl von 1 im Genom

(Tabelle 16).

Tabelle 16 Uberpriifen der Kopienzahl von fs(1)K10-like mittels Abdeckung genomischen DNA-reads im Mapping

Total
Sequenz- | Referenz- | read
Datensatz | Name Typ lange count @ Abdeckung | reads total | Kopie-Zahl
male bcn92 single
Gehirn copy 612 bp 350 61| 99.402.046 1
male fs(1)K10- | single
Gehirn like copy 1837 bp 1136 66| 99.402.046 1
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3.7 Analyse des larvalen P. olivacea-Transkriptoms

Das zuvor generierte und annotierte Master-Assembly (Tabelle 6, Benjamin Rieger und Steffen
Rapp, IMSB, Mainz) aus P.olivacea diente als Grundlage der RNA-Seq-Analyse. Die
Auswertung beschrankte sich auf Gene bzw. Transkripte, die einen fold change (fc) >4 und eine

range von >100 aufwiesen.

Tabelle 17 zeigt eine Auswahl der differenziell exprimierten Gene des P. olivacea-Larven-
Transkriptoms. Die Auswahl beschrankt sich auf im Mannchen hoher exprimierte Gene. Ein
Vergleich mit Literaturdatenbanken gibt einen Hinweis tiber die mogliche Funktion der Gene.
91 der 784 im Mannchen hoch exprimierten Gene zeigen keine Expression im Weibchen.

Dagegen zeigen nur 83 Gene im Weibchen eine erhohte Expression.

Tabelle 17 Ubersicht der Ménnchen-spezifisch exprimierten Gene des Larven-Transkriptoms aus P. olivacea..
n.v.: nicht verfiigbar

Position Gen Funktion/Prozess Expression fold
change
Q d

10 sperm_flagellar_protein_1-like Spermatogenese 0 36 n.v.

11 msRNA 98 Cb Spermatogenese 0 371 n.v.

17 osiris Pathogenabwehr 0 11 n.v..

48 radial_spoke_head_10_homolo | Spermatogenese 0 4 n.v
g_B-like

96 testis-specific_serine/threonine- | Spermatogenese 0 118 n.v.
protein_kinase_3-like

97 male specific RNA 98 Cb-2 Spermatogenese 0 117 n.v..

186 exuperantia-1 Spermatogenese 1,96 557 0,003

212 axonemal_dynein_intermediate | Spermatogenese 0,36 83 0,004
_chain

Die Auswertung der Analyse zeigte u.a. einen signifikanten Expressionsunterschied fiir ein
Gen, male specific RNA 98Cb, welches in weiblichen P. olivacea-Larven (e-value: 0) nicht, in

mannlichen P. olivacea —-Larven dagegen stark (e-value: 204,5) exprimiert wird.

Eine RT-PCR mit sequenzspezifischem Primer bestétigte dieses Ergebnis. Das zu erwartende

RT-PCR-Produkt sollte eine Lange von 411 bp haben (Abbildung 41, A; B).
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Abbildung 41 Gelelektrophoretische Auftrennung der RT-PCR-Produkte fiir das Primerpaar msRNA9SCb auf
weibliche (A) bzw. minnliche (B) cDNA aus P. olivacea-Larven. A zeigt fiir die weiblichen Proben mit unverdiinnter
c¢DNA und 1:10 verdiinnter cONA als Template eine starke Bande bei 1,3 kb. In der Probe mit der 1:100 verdiinnten cDNA
als Template ist kein Produkt zu sehen. B zeigt in allen drei Proben (¢cDNA unverdiinnt; 1:10; 1:100) zwei Banden, eine bei
1,3 kb und eine bei ~400 bp. Die 400 bp-Bande ist in jeder Probe die prignanteste. In den Proben mit unverdiinnter oder 1:10
verdiinnter cDNA sind noch weitere leichte Banden bzw. ein Schmier zusehen. Dabei handelt es sich vermutlich um PCR-
Artefakte bzw. Einzelstringe. Diese treten in der dritten Probe (1:100 verdiinnt) nicht auf, und die Sequenzierung der dritten
Probe (Template cDNA 1:100) liefert ein eindeutiges und signifikantes Ergebnis.

Die gelelektrophoretische Auftrennung des RT-PCR-Produkts, bei dem weibliche cDNA als
Template-DNA eingesetzt wurde, zeigt eine Bande bei 1,3 kb (Abbildung 41, A). Diese
entspricht der genomischen Organisation des Gens. Die Auftrennung des auf mannlicher
cDNA basierenden RT-PCR-Produkts zeigt zwei Banden mit den Gréfsen 1,3 kb und ~400 bp.
Das entspricht dem zu erwartenden RT-PCR-Produkt (411 bp) aus der mRNA und dem
genomischen Abschnitt von 1,3 kb. Dies wurde mittels Sanger-Sequenzierung der jeweiligen

Amplifikate verifiziert.

In C. thummi/piger wurde mittels BLASTX ebenfalls ein orthologes Gen identifiziert. Dieses
zeigt in einer Expressionsanalyse ebenfalls eine Expression fiir mannliche C. thummi- bzw.
piger-Larven. Dariiber hinaus wurde in P. olivacea zusatzlich ein paraloges Gen (male specific
RNA 98Cb-2) zu male specific RNA9ISCb-1 identifiziert. Das in C. thummi/piger identifizierte male
specific RNA 98Cb zeigt eine hohere Sequenzidentitdat zu PolimsRNA9SCb-2, daher wird es

entsprechend benannt.

Per FISH wurde das Gen in C. thummi/piger und die beiden paralogen Gene in P. olivacea
chromosomal lokalisiert (Abbildung 43: Schematische Abbildung, Anhang: Abbildung 57,
Abbildung 58 und Abbildung 59).
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3.8 Chromosomenkartierung bei C. thummi/piger und P. olivacea

Die Lokalisation von 20 Genen bzw. Contigs (Abbildung 14, Abbildung 22 und (Hankeln et al.
1993), Abbildung 25, Abbildung 16, Abbildung 27, Abbildung 29, Abbildung 31, Abbildung
34, Abbildung 36) im P.olivacea-Genom ist in Abbildung 42 schematisch (nicht

mafistabsgetreu) dargestellt.

P. olivacea

tscelinv SDR

UDR Gencluster piger msRNA98Cb-1

\ Histone rpS5
; dsx1a/1b 6PGD spitz Hb118 Hb115~,
F msRNA98Cb-2 D

1(3)73Ah  sx|

| ()

tra-2

Bl

i 0 R

Abbildung 42 Chromosomenkartierung bei P. olivacea. Abgebildet eine Chromosomenkarte der Lage von 20 Genen oder
Contigs in P. olivacea Chromosomen durchnummeriert I-1V und die Chromosomenarme mit B’, D’, F".

Die in dieser Arbeit in C. thummil/piger sechs neu lokalisierten Gene bzw. Contigs wie fscel
(Abbildung 37), dicer-1 (Abbildung 37), UDP, msRNA98Cb-2, 6PGD (Abbildung 37) oder das
GP (Abbildung 37) in Abbildung 43 eingetragen. Die bekannten Loci von C. thummi 12 Genen
bzw. Contigs wie SxI (Frank 2001), [(3)73Ah (Frank 2001), tra-2 (Gerbracht 2014), dsx1a (Frank
2001), dsx1b (Hammann 2013) bzw. Histon- und Hamoglobin-Cluster B und D (Schmidt et al.
1988), (Hankeln und Schmidt 1991) und die SDR (Kraemer und Schmidt 1993) wurden
ebenfalls in das Schema aus Abbildung 43 eingetragen. Die Loci zwischen C. thummi und
C. piger sind weitgehend an homologen Positionen, so dass C. thummi auch fiir C. piger. Die

Lokalisation erfolgte per FISH an polytanen Speicheldriisenchromosomen der Arten

2 definiert fiir P. olivacea in dieser Arbeit
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P. olivacea, C. thummi und C. piger. Die Bestimmung dieser Loci erlauben Riickschliisse auf die

Chromosomenumbauten zwischen den Arten C. thummi/piger und P. olivacea.

C. thummi

sxl 1(3)73Ah

| 0

HbVIIB  Histone

| ()

D C

SDR tscel I UDP  tra-2 dsx1bdsxla
F rpS5 spitz Gencluster piger msRNA98Cb-2 HbIV E
6PGD

\Y ()

G

Abbildung 43 Chromosomenkartierung bei C. thummil/piger. Abgebildet eine Chromosomenkarte der Lage von 18 Genen
aus C. thummil/piger Chromosomen durchnummeriert I-IV und die Chromosomenarme mit A bis G.

In C. thummi/piger liegen die Gene SxI und [(3)73Ah auf dem Chromosom I Arm B, in P. olivacea
liegen die Gene ebenfalls auf einem Chromosomenarm (Chromosom II Arm R). Auch die
Orientierung der Gene Sx! (distal) und [(3)73Ah (proximal) ist in beiden Arten gleich. Daher
wird fiir den Chromosomenarm II R die Bezeichnung B’ eingefiihrt. es gibt jedoch einen
Unterschied zwischen den beiden Arten: In P. olivacea liegt auf dem Chromosomen II Arm B’
noch ein weiteres der identifizierten Gene, tra-2. Tra-2 wurde in C. thummi auf Chromosom III
Arm E nahe dem Zentromer lokalisiert. In C. thummi wurden auf Chromosom III Arm E noch
weitere Gene identifiziert (msRNA98Cb-2, Hb-Cluster E und dsx). Die Gene dsx und
msRNA9SCh-2 wurden in P. olivacea auf Chromosom I Arm L lokalisiert. Auf diesem Arm

wurden zudem dicer-1, UDP, tscel, potenzielle SDR, 6PGD, Gen-Cluster, CtY und spitz-like

3 definiert fiir C. thummi/piger von Keyl 1962
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identifiziert. Da die SDR in den meisten untersuchten Chironomus-Arten auf Arm F lokalisiert
ist und auch die anderen oben genannten Gene fiir Chironomus auf Arm F liegen, wird der
Chromosomenarm I L in P. olivacea als F* bezeichnet. Das Gen 6 PGD, welches in P. olivacea in
der Region der potenziellen SDR vorkommt, liegt in C. thummi/piger auf Chromosom IV Arm
G. Die exakte Position war nicht auszumachen, da die Chromosomenstruktur durch den
Nukleolus stark beeintrachtigt wird. Das Gen rpS5 aus der SDR von C. thummi/piger wurde
zwar auf demselben Chromosom wie die potenzielle SDR, jedoch auf dem anderen Arm (Chr
I Arm R) in P. olivacea lokalisiert. Auf dem Chromosomenarm I Arm D’ wurden zudem die
Histon-Gen-Cluster, orphon-H3V2, msRNA98Cb-1 und die Poli Gb Gen-Cluster 118 und 115
lokalisiert. In C. thummi sind die Histon-Gen-Cluster auf Chromosom II Arm D lokalisiert.
Zudem ist auf diesem Chromosomenarm ein weiteres Hb-Cluster zu finden. Daher wird der
Arm in P. olivacea als D’ bezeichnet. Auf dem Chromosom II Arm L konnte nur Poli Gb117
lokalisiert werden. Da das Gen keine signifikante Ahnlichkeit zu aus C. thummi oder C. piger
bekannten Hamoglobin-Genen aufweist, ist keine Aussage iiber die Zuordnung zu den
C. thummi/piger-Chromosomenarmen nach (Keyl und Keyl 1959) bzw. (Keyl 1962) moglich.
Auf Chromosom III konnte in P. olivacea keine Hybridisierung bzw. kein Fluoreszenz-Signal

aufler dem Signal der Sat-DNA am Zentromer beobachtet werden.
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Tabelle 18 Lokalisation von DNA-Sequenzen (single copy-Gene oder repetitive Elemente) per FISH in C. thummil/piger und P. olivacea.

Spezies Gen Chromosom | Arm | Locus Autor _Spezies Gen Chromosom | Arm | Locus Autor
C.
P. olivacea alb ' thummi/piger a‘lb|c

sxi 2[R B 3 sxi | L |B|Alc/d (Frank 2001)
tra-2 2|(R|B diese Arbeit = tra-2 1] R|E (Gerbracht 2014)
1(3)73Ah 2|(R|B diese Arbeit 1(3)73Ah I L |B|B3d-g (Frank 2001)
dsx1 und 2 1|L|F diese Arbeit - dsxla 1] R |E |Alb/c (Frank 2001)
msRN98Cb-1 1|R|D' diese Arbeit dsx 1b 1] RI|E (Hammann 2013)
msRN98Cb-2 1|L|F diese Arbeit - msRN98Cb-2 | llI RI|E diese Arbeit
Globin 115 1|R|D diese Arbeit HB VII Il L |D|F2b3 (Schmidt et al. 1988)
Globin 118 1|R|D diese Arbeit HB IV [} R |E |Alb2 (Schmidt et al. 1988)
Globin 117 2|L diese Arbeit
Histon-Gen- 1|R|D (Hankeln et al. Histon-Gen- | L | D |5 Loci: C4f, Cée, (Hankeln und Schmidt 1991)
Cluster 1993) Cluster D3c, E1k, E2c
H3V2 1|R|D diese Arbeit ;
Sat-DNA 1,2,3 Zentromer | diese Arbeit E Sat-DNA 1,2,3,4 * | Zentromer (Schmidt 1984)

g (Kraemer, Schmidt 1993;
cty 1|L|F diese Arbeit | CtY bzw. CpY | llI L |F | D3ef Kraemer 1994)
potenzielle SDR 1|L|F diese Arbeit | SDR 1] L |F |D3e (Kraemer, Schmidt 1993)
rpS5-like 1|R|F diese Arbeit rpS5-like 1 L |F |D3e (Kraemer, Schmidt 1993)
spitz-like 1|L|F diese Arbeit j spitz-like 1] L |F |D3e (Kraemer, Schmidt 1993)
Gencluster- 3 Gencluster-
piger 1|L|F diese Arbeit j piger 1 L |F |C3ef diese Arbeit
6PGD 1|L|F diese Arbeit § 6PGD 1% G diese Arbeit
dicer-1 1|L|F diese Arbeit 2 dicer-1 1 L |F|C3c diese Arbeit
uDpP 1|L|F diese Arbeit a ubP 1] F | B3h-j diese Arbeit
tscel /L NF; diese Arbeit tscel Il 1 F |D2l-m diese Arbeit

a: nach (Zacharias 1979) ‘ a‘: nach (Keyl und Keyl 1959) ‘ b: nach (Keyl 1962) *in C. thummi auch perizentrisch ‘ c: nach (Hagele 1970)
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4 Diskussion

4.1 Das P. olivacea-Genom

Eine erste Analyse der P. olivacea-Chromosomen wurde 1979 von Zacharias durchgefiihrt
(Zacharias 1979). Dabei gelang es anhand von Grofle und Bandenstruktur, die drei
Chromosomen bzw. die sechs Chromosomenarme zu benennen. Die durchgefiihrten
Analysen beschrankten sich dabei vor allem auf zytologische Merkmale und DNA-Gehalt
verschiedener Zelltypen. Eine geschitzte Genomgrofie von 0,25 pg DNA fiir 2 C und ein
geschatzter GC-Gehalt von 33 % fiir polytdnes Gewebe sowie 35 % fiir diploides Gewebe war
zum Beginn der vorliegenden Arbeit bekannt (Zacharias 1981). Eine NGS-Analyse
genomischer DNA von P. olivacea (Tabelle 5) bestdtigen einen GC-Gehalt zwischen 32 und
34 %. Dieser Wert mit dem GC-Gehalt stimmt gut mit dem der Gattung Chironomus tiberein
und weicht erheblich von dem GC-Gehalt der Genome anderer Dipteren z. B. D. melanogaster
(42 %) ab (Steinemann 1978). Warum Chironomiden einen vergleichsweise hohen AT-Gehalt

haben ist unklar.

4.1.1 Sat-DNA des P. olivacea-Genoms

Uber den Anteil an hochrepetitiven DNA-Sequenzen des P. olivacea-Genoms konnte bisher
keine Aussage getroffen werden. Eine CsCl-Dichtezentrifugationsanalyse von P. olivacea
konnte keine typische Sat-DNA nachweisen (Zacharias 1981). Dies trifft ebenfalls fiir die Art
C. thummi zu (Steinemann 1978). Bei C. melanotus und Glyptotendipes barbipes konnten typische
Sat-DNAs tiiber CsCl-Dichtezentrifugationsanalysen nachgewiesen (Steinemann 1978),
(Schmidt 1980). In P. olivacea besitzt die DNA-Sequenz des Zentromer-Satelliten einen GC-
Gehalt der dem der genomische Fraktion entspricht (Tabelle 5, 3.3.4). Daher ist es nicht
moglich, den Zentromer-Satelliten unter diesen Bedingungen mittels CsCl-
Dichtezentrifugation abzutrennen. Wenn davon ausgegangen wird, dass es sich mit einem
113 Mb grofien Genom um ein eher kleines Insekten-Genom handelt, dann sollte der Anteil an
repetitiven Elementen im Vergleich eher gering ausfallen. Die in dieser Arbeit identifizierte
Sat-DNA beschrankt sich nach den Ergebnissen der FISH (3.3.3, Abbildung 14) auf die
Zentromere der drei Chromosomen. Dies entspricht dem Zustand von C. piger. Dort befinden

sich die Cla-Elemente ebenfalls nur im Zentromer und nicht wie in C. thummi auch in der
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Peripherie. Wie von Schaefer und Schmidt iiber Cot-Analysen bestimmt wurde, enthilt das
Genom der Schwesternart piger nur 3 % hochrepetitive DNA, wogegen thummi 12 %
hochrepetitive DNA enthalt (Schaefer und Schmidt 1981). Weiter wurde eine Kopien-Zahl von
~71.000 fir thummi und ~13.000 fiir piger geschatzt (Schaefer und Schmidt 1981). Fiir
P. olivacea konnte eine Kopien-Zahl von ~ 14.000 Sat-Repeats geschatzt werden (Tabelle 7).
Dies Kopien-Zahl von Cla-Elementen bei C. piger, die bei dieser Spezies typischerweise

ebenfalls {iberwiegend in den Zentromerregionen lokalisiert sind.

Weitere Sequenzen von hochrepetitiver DNA wurden nicht identifiziert (vgl. 3.3.4), die zuvor
identifizierten Sequenzen weisen einen bakteriellen Ursprung auf. Dies ladsst sich mit einer
Verunreinigung durch Bakterien-DNA bei der Sequenzierung bzw. beim Erstellen der
sequenzierten DNA-Bank erklaren. Somit ldsst sich keine konkrete Aussage tiber den Umfang
der hochrepetitiven Fraktion treffen. Wenn jedoch davon ausgegangen wird, dass das C. piger-
Genom 30 % kleiner ist als das Genom von C. thummi (Keyl 1965) und sich fiir C. piger eine
Genomgrofie von 140 Mb schatzen lasst. Ist eine Schidtzung des Anteils von 3 %
hochrepetitiver DNA-Sequenzen nur sehr grob moglich. Da das Master-Assembly im
glinstigsten Fall ~ 84 % des P. olivacea-Genoms abdeckt (Tabelle 6), wiirde das bedeuten, dass
noch 13 % des P. olivacea-Genoms bisher nicht assembliert werden konnten. Dabei kann es sich
natiirlich auch um mittelrepetitive Sequenzen handeln, deren Anteil dhnlich dem der

hochrepetitiven DNA schwer zu messen ist.
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4.1.2 Genfamilien aus P. olivacea

Die Analyse der Genfamilien mit multiplen Kopien pro P. olivacea-Genom beschrankte sich

vor allem auf die Globin- und Histon-Gene.

Die Hamoglobin-Gene

Aus der Hamoglobin-Familie konnten zehn Hamoglobin-Gene an drei verschiedenen
Chromosomenpositionen in P. olivacea identifiziert werden (3.4). In C. thummi sind dagegen
zwei Cluster mit tiber 30 Gene bekannt (Friedl 2001), (Schmidt et al. 1988), (Hankeln et al.
1991), (Rozynek et al. 1991). Die Existenz von Hamoglobin-Genen in P. olivacea ist insofern
bemerkenswert als die Larven der Gattung Prodiamesa nicht die fiir Himoglobin-Anwesenheit
typische Rotfarbung zeigen. Die Farbe der P.olivacea-Larven ist gelblich-weifs. Die
Hamoglobin-Gene von P. olivacea enthalten keine typischen Sequenzen die fiir Signalpeptide
kodieren. In Abbildung 45 ist ein multiples AS-Sequenzalignment (MSA) der Polypeptide
CthuHbI, DmelGbl und der P.olivacea Globine 115 A bis F des Globin-Clusters von
Contig_115 zu sehen. CthuHbl besitzt als einziges der zu vergleichenden Proteine ein
Signalpeptid (Abbildung 45, rosa unterlegt), dass die Sekretion in die Hamolymphe
ermdglicht. Bei den in P. olivacea identifizierten Himoglobinen handelt es sich eventuell um

intrazellulare Globine.

Alle in P. olivacea identifizierten Gene enthalten Intronsequenzen (Abbildung 17, Abbildung
19, Abbildung 19, Abbildung 44). Die Hamoglobin-Gene der Chironomiden galten, im
Gegensatz den denen der Vertebraten oder Pflanzen, lange als intronlose Vertreter. Die

anfangliche These, dass es zum Verlust der Introns in den Globin-
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Abbildung 44 Intronpositionen der Himoglobin-Gene von Dipteren-Arten. Die Intronpositionen der Dipteren-Spezies
P. olivacea (Poli, lila, griin und pink), D. melanogaster (Dmel) (Burmester et al. 2006), Anopheles gambiae (Agam), Aedes
aegypti (Aaeg) (Burmester et al. 2007) und C. thummi(Cthu), C. tentans (Cten), C. melanotus (Cmel) sind dargestellt. Die
Positionen sind bezogen auf die Helices (A-H) der Globin-Proteine. Intron B12.2 beispielsweise ist in Helix B, Kodon 12
zwischen Nukleotid 2 und 3 lokalisiert. Die Positionen in Helix B und G (dicke schwarz umrandete Kasten) sind konserviert
in Vertebraten, Invertebraten und Pflanzen. Abb. verindert nach (Friedl 2001)

Genen von Chironomus kam, wurde von Friedl eher ausgeschlossen (Friedl 2001). Die
Klassifizierung der Intronsequenzen erfolgt {iber ihre Lage in der entsprechenden Helix des
Proteins. Die Introngrenzen der Poli Gb 115 A bis E sind an den Positionen B2.0, F4.1 und H4.1
zu finden (Abbildung 44, lila) fiir Poli Gb118 an den Positionen B2.0, D7.1 und E12.2
(Abbildung 44, griin). In Poli Gb117 liegt das Intron aufSerhalb der kodierenden Region und
kann somit keiner Helix zugeordnet werden. Diese Positionen wurden fiir keine anderen
Globin-Gene zuvor beschrieben. Ein Intron in Helix H wurde ebenfalls noch nie in einer
anderen Art beschrieben. Innerhalb der Art P.olivacea sind die oben genannten
Intronpositionen nur teilweise konserviert (markiert fiir Poli Gb115 in MSA in Abbildung 45,
violetter Strich). Dies gilt auch in Bezug auf die (Hdmo-)Globin-Gene aus der Arten
D. melanogaster und C. thummi Eine Ausnahme bildet dabei Poli Gb115F (Abbildung 44, pink),
welches die zweite Intronposition (D7.0) mit D. melanogaster Globl teilt. Zudem teilt das

Poli Gb118 die Position E12.2 mit Genen aus C. tentans. Die Annahme von Friedl, dass sich bei
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weiteren untersuchten Arten noch eine Vielzahl an Intronpositionen finden lassen wiirde,
wird durch diesen Befund noch bekriftigt (Fried1 2001). Ob die moglicherweise intrazelluldren
P. olivacea-Globine auch eine sauerstoffbindende Funktion besitzen, muss noch geklart
werden. Uber die bekannte Réntgenstruktur der monomeren Hamoglobin-Komponente IIT
aus C. thummi (Steigemann und Weber 1979) kann die AS-Sequenz anderer Hamoglobine
bewertet werden. Dabei spielen Reste mit Hamkontakt, Sauerstoffbindung, Dimerbindestellen
oder AS-Reste mit interhelikalen Kontakten eine Rolle. Verschiedene Autoren haben sich mit
diesen sogenannten invarianten bzw. semi-invarianten AS-Positionen beschiftigt (Goodman

et al. 1983), (Bashford et al. 1987), (Moens et al. 1996), (Ptitsyn und Ting 1999).

Der Vergleich der P.olivacea-Globine mit C.thummi-Hamoglobin I-Protein und
D. melanogaster-Globin 1-Protein liefert Hinweise fiir eine mogliche Funktion der zuvor
identifizierten P. olivacea-Globine. Die Hdmoglobin-spezifischen Helices A bis H wurden iiber
die Referenz-Proteine CttHbl und DmelGb1 fiir P. olivacea-Gb 115 A bis F identifiziert
(Abbildung 45, grau unterlegt). Die fiir die Him-Bindung beschriebenen neun wichtigsten AS-
Reste sind, wie im MSA zu sehen ist, konserviert und entsprechen somit einer der , erlaubten”
AS fiir die entsprechende Position (Abbildung 45, tiirkis unterlegt). Weitere AS-Reste, welche
fiir Ham- oder interhelikale Kontakte verantwortlich sind, sind nicht explizit markiert,
sondern einer Tabelle aus dem elektronischen Anhang zu entnehmen. Diese sind grofstenteils
ebenfalls konserviert. Die zwei His-Reste E7 und F8 sind in Abbildung 45 violett unterlegt.
Alle identifizierten P. olivacea Gb 115 Proteine tragen an der Position F8 den konservierten His-
Rest. An der Position E7 zeigen die moglichen Proteine Poli Gb115 D und E einen anderen AS-
Rest. Das Poli Gb117 zeigt dagegen an Position F8 keinen His-Rest. In dem Poli Gb118 tragen
beide Positionen die konservierten His-Reste. Somit kommt eine Hambindung durch die
P. olivacea Globine 115 A, B, C, F und Poli Gb118 in Frage. Uber die Funktion der Poli Gb115 D
und E kann keine ausreichende Aussage getroffen werden. Der AS-Austausch an Position E7
konnte zu einer funktionslosen Genkopie gefithrt haben. Das Gleiche gilt fiir die Genkopie

von Poli Gb 117.
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Abbildung 45 MSA der abgeleiteten Proteine des Globin-Gen-Clusters 115 aus P. olivacea mit den D. melanogaster
Globin-1 und C. thummi Hbl. Die Helices A bis H sind im MSA grau unterlegt. Das Signalpeptid von CthuHbI ist rosa
unterlegt. Weiter sind funktionell bzw. strukturell wichtige AS-Reste hervorgehoben. Wie zum Beispiel die Positionen (bzw.
AS-Reste), welche bei der Ausbildung von Him-Kontakten beteiligt sind (tiirkis unterlegt) oder AS-Reste, welche fiir die
Sauerstoffbindung verantwortlich sind (lila unterlegt aber auch Positionen, welche an der Dimerisierung beteiligt sind (pink-
rot unterlegt). Introngrenzen der dazugehirigen Gensequenzen sind im AS-Sequenzalignment violett unter Positionsangabe
in der Helix markiert.

Die Dimer-Bindestellen (Abbildung 45, rot unterlegt) sind innerhalb der P. olivacea Globine
des Clusters 115 konserviert (G7 = E und G19 = V). An Position G7 ist in allen Poli Gb115
Proteinen eine Glutaminsdure in der Helix G vorhanden. An der Position G19 weisen die
Poli Gb115 weder die AS Lysin, His noch Asparagin auf. Die MSA fiir die dariiber hinaus
identifizierten P. olivacea Globine (Globine 117 und 118) sind aufgrund ihrer Redundanz dem

Anhang zu entnehmen (Abbildung 60 und Abbildung 61). Es liegt daher die Vermutung nahe,

98



dass es sich bei den in P. olivacea identifizierten Globinen um Monomere handelt (vgl. (Friedl

2001)).

Eine RaptorX structure prediction fiir die P. olivacea-Globine sagt eine dhnliche Struktur wie die

von DmelGb1 vorher (Abbildung 46, B).

Dmel Gb1 PoliGb 115 A

A B

Abbildung 46 Vorhersage der 3D-Struktur von P. olivacea Gb 115 A mittels RaptorX structure prediction- Tool. A
zeigt die Referenzstruktur von DmelGb1 mit den Helices A bis H und einem gebundenen Hiim. B zeigt die fiir Poli Gb115 A
vorhergesagte 3D-Struktur, die Helices sind nach der Referenz DmelGb1 bezeichnet.

Dabei verlaufen die Helices A, E und F im Vordergrund und die Helices G und H im
Hintergrund antiparallel zu einander. Die Helices C und D weisen in Poli Gb115A einen
geringeren Abstand und somit auch einen anderen Winkel zu einander auf. Die vorhergesagte
Helix D neigt sich dadurch ins Innere des Peptids. Auffallig ist jedoch der Raum, zwischen

den Helices, welcher es ermdglicht eine Ham-Gruppe zu binden.

Zusammengefasst zeigen die Globin-Gene von P. olivacea bzw. deren abgeleitete Proteine
Ubereinstimmungen in Genstruktur und konservierten AS-Resten. Allerdings finden sich
auch viele Unterschiede: fiinf der zehn Gene zeigen die konservierten AS-Reste denen
mogliche Funktion bei der Sauerstoftbindung zugeschrieben werden. Schwierig ist eine
Aussage dariiber wie die Verwandschaftsbeziehungen zu den bekannten Chironomiden-
Héamoglobin-Genen sind. Wahrscheinlich ist eine phylogenetische Beziehung zu Globin 1 aus

D. melanogaster insbesondere wegen der grofien Sequenziibereinstimmung.
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Die Histon-Gene

Bei der Familie der Histon-Gene handelt es sich um hoch konservierte evolutionar sehr alte
Gene, welche in allen Eukaryoten vorkommen (Isenberg 1979). Die Organisation der Histon-
Gene bei P. olivacea entspricht der bei anderen Dipteren-Arten in Clustern. Diese Genfamilie
ist wie erwartet auch in P.olivacea hochkonserviert (Tabelle 9, Abbildung 23). Die
Sequenzidentitat zwischen P. olivacea und C. thummi nimmt von 100 fiir H3/H4 tiber ~96 % fiir
H2A/H2B bis zu 64 % fiir H1 ab (Tabelle 9). Dieses Verhaltnis stimmt mit den bekannten

Histon-Sequenzen aus anderen Arten iiberein (Isenberg 1979).

In Abbildung 47 ist das MSA von C. thummi-H1-Protein und P. olivacea-H1-Protein dargestellt.
Die AS-Austausche nehmen von 27 AS-Austauschen fiir Austausche mit AS welche schwacher
ahnlichen Eigenschaften besitzen tiber 25 AS-Austausche mit unterschiedlichen Eigenschaften

auf 22 Austausche fiir AS mit starker dhnlichen Eigenschaften ab. Zudem gibt es 13 Indels.

40 60
I |
CthuH1 MSDPAILEYAP ¥ AK K KPK KP KKPKAPRTHP PVSDMIVNAI KTLKERGGSS
PoliH1 MSDPAVESAP A AK K KSS KT KKPKVAKSHP PVSEMVMVNAI KTLKERGGSS
100 120
I
CthuH1 MQAIKKFLVA QYKVDFEDKLS PFIKKYLKSA VEKGQLLQTK GKGASGSFKL PAAAKKEKVV
PoliH1T LQAIKKFLVA YKVDVMEKLA PFIKKFLKGA VIKGQLLQTK GKGASGSFKL PAAGKKEPAA
140 160 180
CthuH1 KKV K KPKKAVSKPK T KVKKTIT AKKPKMASAT KIKKPVAKTT KKPAAAKPRTK
PoliH1 KKP T KPKKAVEKKK P AAKKSY AKKPKESSPT KIKKPVAKSA KKPVMAKSEBK
200
|
CthuH1 KVARAKPKAA PKPKAAPEKP VAKP A AAEK KPKAAKKPSA KKA 231
PoliHI KAAPAKPKVA PKPKAAPVKA VEKKA A AASP K PAKKPAA KKA 226

schwache ahnliche Eigenschaften I unterschiedliche Eigenschaften

I Liicke

Abbildung 47 Alignment der AS-Sequenzen von H1-Proteinen aus C. thummi (Cthu H1) und P. olivacea (Poli H1).
Griin hinterlegte AS sind AS-Austausche gegen AS mit schwachen dhnlichen Eigenschaften. Tiirkis unterlegte AS zeigen AS-
Austausche gegen AS mit starken dhnlichen Eigenschaften. AS-Austausche gegen AS ohme dhnliche Eigenschaften sind lila
unterlegt. AS-Indels sind durch rosa Markierungen dargestellt.

starke dhnliche Eigenschaften

Dabei zeigt das MSA der H1-Proteine das am starksten unterschiedliche Histon-Protein.

Der Vergleich mit einer dritten Dipteren-Art D. melanogaster zeigt, dass das H1-Gen in Bezug
auf die Nematoceren-Arten, C. thummi und P. olivacea, bei D. melanogaster invertiert vorliegt.

Die Genabfolge von H3/H4 und H2A/H2B im Cluster ist in allen drei Arten identisch (Tabelle
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19). Die Lange der jeweiligen Cluster betragt bei 4,8 bzw. 5 kb in D. melanogaster bis 6,2 kb in
C. thummi (Matsuo und Yamazaki 1989), (Hankeln und Schmidt 1991). Die Zahl der Histon-
Gen-Loci ist bei C. thummi mit fiinf Hybridisierungssignalen auf Chromosom II, Arm D * die
hochste (Hankeln und Schmidt 1991). Fiir D. melanogaster ist nur ein Locus fiir die Histone-
Gene bekannt (Pardue et al. 1977). In P. olivacea sind die Histon-Cluster in zwei Loci auf
Chromosom I, Arm R ° aufgeteilt ( (Hankeln et al. 1993), Abbildung 22). Daher wird
Chromosom-Arm I R als D* bezeichnet. Die Histon-Gene der drei Arten besitzen TAA als
Stopp-Kodon (Hankeln und Schmidt 1991), (Matsuo und Yamazaki 1989). Die zuvor in
C. thummiund D. melanogaster identifizierten konservierten 3’ hairpin loops (c3’h) wurden auch
in P. olivacea gefunden. Sie sind in P. olivacea 45 bis 90 bp hinter dem Stopp-Kodon lokalisiert
und stimmen zu 75 % (H2A) bzw. 87,5% (H1, H3, H4, H2B) mit der Sequenz von

D. melanogaster iiberein. Zu C. thummi zeigen sie eine 100 % Ubereinstimmung,

Tabelle 19 Vergleich der Histon-Cluster aus drei Dipteren-Spezies

Cthu Poli Dmel
Anordnung Gene |<H3 H4><H2A H2B> H1> |<H3 H4><H2A H2B> H1> | <H3 H4> <H2A H2B> <H1
Lange des
"Cluster" 6262 bp 5921 bp 4,8 oder 5 kb
Southern Analyse |Sacl: 6,6 6,2 & 5,6 kb
FISH Lokalisation |5 Loci: Chr Il Arm D? 2 Loci: Chr | Arm R? (D') 1 Locus: Chr 2 Arm L
Stopp-Kodon TAA TAA TAA
con. 3" hairpin + + +
Abstand zu TAA:
-H1 |59 bp 90 bp
-H2A |32 bp 46 bp
-H2B |33 bp 46 bp 40 bis 100 bp
-H3 |43 bp 66 bp
-H4 |37 bp 45 bp
orphon Gene +; alle +; 2-mal H3 +;3-mal H3 (H3.3A/B; Cid)
H1-Varianten + - -

Unterschiede finden sich dagegen in sogenannten Orphon-Histon-Genen, welche aufserhalb
der Cluster liegen. Fiir C. thummi sind fiir alle fiinf Histone-Gene Orphon-Gene bekannt. In

P. olivacea konnten, ebenso wie in D. melanogaster, nur fiir H3-Orphon-Gene identifiziert

4 definiert fiir C. thummi von Keyl 1962
5 definiert fiir P. olivacea von Zacharias 1979
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werden (vgl. 3.4.3). Diese zeigen die Besonderheit, ein oder mehrere Introns zu besitzen. Dies
kommt bei den Cluster-Histon-Genen nicht vor. Histon-Sequenz-Varianten sind schon seit
tiber 30 Jahren bekannt, doch iiber den Mechanismus der Abgrenzung und ihre Funktion ist
wenig bekannt (Ahmad und Henikoff 2002a). Auch Histon-Gene, deren mRNA durch Intron-
Sequenzen unterbrochen sind, wurden 1982 von Engel et al. beschrieben (Engel et al. 1982).
Dabei wurde eine H3-Variante im Huhn mit zwei Intron-Sequenzen identifiziert. Im Huhn
wird die intronhaltige H3-Variante in allen Geweben transkribiert, die intronlose H3-Variante
dagegen nur im Embryo (Engel et al. 1982). Auch fiir P. olivacea und C. thummi/piger konnten
zwei bzw. eine H3-Variante mit Intron-Sequenzen identifiziert werden (3.5.4).Es konnte sich
bei den in P. olivacea bzw. C. thummi/piger identifizierten H3-Varianten dementsprechend um
Entwicklungsstadien-/gewebsspezifische-Varianten handeln. Vermutlich handelt es sich bei
den H3-Varianten H3V2 aus P. olivacea und C. thummi/piger wirklich um homologe Genkopien.
Die sich nicht nur aus deren intronhaltiger Genstruktur schlieffen, sondern auch aus der
Struktur der chromosomalen Region. In beiden Arten grenzt das Gen H3V2 an das gleiche Gen
(hematopoietic signal peptide-containing membrane domain-containing 1, Daten nicht gezeigt). Das
Gen H3V1 aus P. olivacea zeigt im Gegensatz zur vorher beschriebenen H3-Variante eine
100 %ige Sequenzidentitdt zur D. melanogaster H3-Variante H3.3. H3.3 hat in D. melanogaster
eine Funktion in der Transkriptionsregulation bei aktivem Chromatin (Ahmad und Henikoff
2002b). Ob die H3V1-Variante in P. olivacea die gleiche Funktion ausiibt, muss noch iiberpriift

werden.

4.1.3 Low-copy-DNA-Sequenzen

Die Assemblies der P. olivacea-DNA-Daten ergaben 14.000 potenzielle intronlose Gene. Die
Anzahl scheint moglich, da auch andere Insekten dhnliche Zahlen aufweisen (vgl. Tabelle 2).
Es muss aber daraufhin gewiesen werden, dass es durch die grofse Contiganzahl (Tabelle 6)
dazu kommen kann, dass Gene auf zwei Contigs (oder sogar mehr) , verteilt” liegen. Dies
spiegelt dann aber nicht die tatsachliche Genomsituation wider, sondern erhoht kiinstlich die
Anzahl der Gesamtgene. Umgekehrt werden nur Gene welche im Larven-Transkriptom
enthalten sind erfasst. Dies ist durch die automatisierte Annotations-Methode bedingt, welche
sich auf die spliced reads der RNA-Datensatze stiitzt. Es miissten also weitere Daten erhoben

werden, um das Genom von P. olivacea umfassend zu charakterisieren.
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Homologe Gene aus anderen Dipteren in P. olivacea

Die Gene der Geschlechtsbestimmungskaskade aus D. melanogaster

Uber die Geschlechtsbestimmung von D. melanogaster ist im Vergleich zu anderen Dipteren
bis heute am meisten bekannt (zusammengefasst in (Schiitt und Nothiger 2000)). Die dabei am
besten beschriebenen Gene sind Sxi, tra und dsx. Die Gene SxI und dsx konnten fiir die Arten
C. thummi/piger (C. Kraemer, personliche Mitteilung, (Frank 2001), (Hammann 2013) und die
Art P. olivacea identifiziert werden (vgl. 3.6.1). Lediglich fiir dsx scheint eine Mitwirkung in der
Geschlechtsbestimmung bisher gesichert. Zudem wurden weitere Gene aus der
D. melanogaster Geschlechtsbestimmungskaskade in P. olivacea identifiziert wie unter anderem

tra-2, fru, da und dis (Tabelle 13).

Sxl konnte auch in anderen Dipteren-Arten wie Musca domestica (Diibendorfer et al. 1992),
C. capitata (Saccone et al. 1998), Chrysomya rufifacies (Miiller-Holtkamp 1995) und Megaselia
scalaris (Mainx 1966), (Traut 1994) identifiziert werden. In den untersuchten Arten gibt es
jedoch kein geschlechtsspezifisch gespleifstes SxI-Transkript. Lediglich fiir Chrysomya rufifacies
wird von Miiller-Holtkamp eine Beteiligung an der Geschlechtsbestimmung diskutiert
(Miiller-Holtkamp 1995). Fiir die nahverwandten Arten C. thummi/piger wurde eine Rolle von
Sxl in der Geschlechtsbestimmung durch Frank ausgeschlossen, da das zu D. melanogaster
homologe Exon 3 fehlt (Frank 2001). Dies unterstiitzt die Vermutung, dass SxI in P. olivacea
ebenfalls keine Rolle in der Geschlechtsbestimmung spielt, da Exon 3 auch im P. olivacea-

Homologen fehlt.

Tra-2 konnte bereits frither in C. thummil/piger identifiziert werden (Gerbracht 2014). Im
Gegensatz zu P. olivacea konnten allerdings keine alternativen SpleifSvarianten detektiert

werden (C. thummi/piger: Daten nicht gezeigt; P. olivacea: 3.6.1 und Abbildung 48).
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Abbildung 48 Ausschnitt der Genstruktur von tra-2 aus P. olivacea mit den méglichen Transkript-Varianten und
zwei der drei in D. melanogaster beschriebenen tra-2-Isoformen und der abgeleiteten Proteine. Fiir P. olivacea sind
die moglichen Transkripte (griin) und deren ORF (gelb) dargestellt. Die Dominen (RS1, RS2, RRM, RRM-linker) der
resultierenden Proteine und die cis regulatorischen TRA-2-ISS-Motive (rot) sind eingezeichnet. Fiir D. melanogaster sind 2
Transkripte ebenfalls mit den abgeleiteten Proteindominen eingezeichnet. Zudem ist das Start-Kodon (ATG) des jeweiligen
Transkripts markiert.

In D. melanogaster wurde zuerst eine Autoregulation von tra-2 beschrieben (Mattox et al. 1996).
Dabei wird in der méannlichen Keimbahn die Expression von tra-2 mittels einer Transkript-
Variante (TRA-2 %) reprimiert, welche das Spleiffen von Intron M1 (Intron 3) unterdriickt
(Abbildung 48). Dies erfolgt durch den intronic splicing silencer (ISS), welcher im besagten
Intron vorkommt. Ein solches Motiv wurde 5-mal innerhalb der P. olivacea tra-2 Sequenz
identifiziert (P. olivacea: Abbildung 25; C. thummi/piger: 6-mal, Daten nicht gezeigt). Die drei in
P. olivacea unterreprasentierten Transkripte zeigen alle alternative Varianten des Intron 2, in
Bezug auf das Haupt-Transkript, auf. Dieses enthdlt wie das Intron 3 des tra-2-Gens aus
D. melanogaster ein TRA- 2-ISS Motiv, welches dort bei der negativen Autoregulation von tra-
2 in der ménnlichen Keimbahn beteiligt ist. Beide Varianten sowohl aus D. melanogaster als
auch aus P. olivacea resultieren in einem verkiirzten Protein, wobei in D. melanogaster lediglich
die RS1-Domane (N- Terminus) fehlt, dagegen in P. olivacea zusatzlich zur RS1-Domaéne ein
Teil des RRMs. Diese Gemeinsamkeiten konnten darauf hinweisen, dass es in P. olivacea
dhnlich wie in D. melanogaster eine Autoregulation von tra-2 gibt. Womoglich findet diese
ebenfalls in der Spermatogenese statt. Dagegen spricht jedoch das Vorkommen der Isoformen

im Weibchen (vgl. 3.6.1). Zudem beziehen sich die Daten auf RNA-Daten der gesamten Larve.
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Um genauere Aussagen treffen zu konnen, wire es noétig, Keimbahn-spezifische

Expressionsanalysen zu machen.

In anderen Dipteren-Spezies wie C. capitata und B. oleae wurde das Geschlechts-bestimmende
Gen tra tiber die Nahe des Gens [(3)73Ah identifiziert (Pane et al. 2002), (Lagos et al. 2007). Dies
wurde ebenfalls in C. thummil/piger versucht, allerdings ohne den gewdiinschten Erfolg
(personliche Mitteilung, C. Kraemer). In P. olivacea lieferte die Suche nach [3(73)Ah ein 20 kb
entferntes SR-reiches Protein. SR-Proteine stellen oft Spleififaktoren mit einem hohen Anteil
an S/R dar. Da es sich bei dem von tra kodierten Protein um einen solchen Spleififaktor
handelt, wurde die aus dem in P. olivacea identifizierten Gen abgeleitete AS-Sequenz mit den
AS-Sequenzen von bekannten TRA-Proteinen aus anderen Dipteren verglichen (vgl. 3.6.1).
Hier liefs sich jedoch keine Sequenzidentitat feststellen. Da tra innerhalb der Dipteren schlecht
konserviert ist, kann eine Beteiligung an der Geschlechtsbestimmung nicht ausgeschlossen
werden. Die Expression, welche sich in mannlichen P. olivacea-Larven nicht von der aus
weiblichen P. olivacea-Larven unterscheidet, unterstiitzt jedoch die Hypothese, dass es sich bei
dem 21 kb von [3(73)Ah entfernten Gen nicht um tra handelt. Auch liegt das Gen bei den oben
angesprochenen Arten nur wenige hundert Basen entfernt von tra lokalisiert (B. oleae und
A. obliqua; (Lagos et al. 2007), (Ruiz et al. 2007)) bzw. iiberlappt sogar mit dem tra-Gen
(D. melanogaster und C. capitata; (Irminger-Finger und Nothiger 1995), (Pane et al. 2002)).

Besser konserviert ist dagegen das in der Kaskade downstream vorkommende Gen dsx. Dieses
zeigt iiber die Klasse der Insekten hinaus eine Beteiligung an der Geschlechtsbestimmung
(Raymond et al. 1998), (Shen und Hodgkin 1988). Fiir C. thummi/piger (Frank 2001), (Hammann
2013) und P. olivacea wurde ein dsx —orthologes sowie ein -paraloges Gen identifiziert. Beide
orthologen Gene weisen geschlechtsspezifisches Spleifen des C-Terminus auf
(C. thummi/piger: (Hammann 2013); P. olivacea: 3.6.1, Abbildung 32), wobei die RT-PCR in
P. olivacea mit Weibchen-spezifischen Primern im Mannchen zwei verschiedene Amplifikate
aufzeigt (vgl. Abbildung 32, B). Die 700 bp Bande umfasst die genomische Region und erklart
sich durch einen unvollstandigen DNase-Verdau der zur cDNA-Synthese eingesetzten RNA.
Die Bande mit ~200 bp stimmt mit der Sequenz des Weibchen-spezifischen Transkripts
tiberein. Eine basale Transkription des Weibchen-spezifischen Transkripts wurde zuvor in der
Honigbiene, dem Seidenspinner und der Erzwespe beschrieben (Cho et al. 2007), (Suzuki et
al. 2001), (Verhulst 2011). Es wird postuliert, dass es sich bei der weiblichen Isoform um den
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Grundzustand handelt (Cho et al. 2007). In D. melanogaster ist es dagegen umgekehrt, dort ist
die mannliche Isoform der Grundzustand. Das heifst, in P. olivacea muss entweder das
Ausschalten eines Weibchen-spezifischen Faktors oder das Einschalten eines Mannchen-
spezifischen Faktors wie M erfolgen, um die Mannchen-spezifische dsx-Isoform zu

exprimieren.

Der Spleifsmechanismus, welcher zu den geschlechtsspezifischen Isoformen fiihrt, ist fiir die
Art D. melanogaster bekannt (Lynch und Maniatis 1995), (Inoue et al. 1992). Dabei handelt es
sich um eine schwache 3’Spleifsakzeptorstelle des Introns vor dem Weibchen-spezifischen
Exon 4 und das Vorkommen von TRA/TRA-2-Motive und PREs im 3’-UTR des Weibchen-
spezifischen Transkripts. Fiir die Arten A. aegypti, A. gambiae und C. quinquefasciatus wurden
unterschiedliche Hypothesen aufgestellt, die es noch zu tiberpriifen gilt (Salvemini et al. 2011),
(Scali et al. 2005), (Price et al. 2015). Fiir P. olivacea kann aufgrund vorheriger Analysen
(Abbildung 33, Tabelle 10, Tabelle 11 und Tabelle 12) angenommen werden, dass es sich bei
der 3’ Akzeptorspleifsstelle vor dem Weibchen-spezifischen Exon 8 nicht um eine schwache
Spleifistelle handelt. Weiter wurde die Mehrzahl der regulatorischen Elemente (TRA/TRA-2
und PREs, Abbildung 33) zwar im 3’-UTR des Weibchen-spezifischen Transkripts ermittelt,
jedoch nadher an der 5’ Donorspleifsstelle des Introns nach dem Weibchen-spezifischen Exons
8. Dies ist vergleichbar mit dem Zustand, der fiir das dsx-Transkript in A. gambiae beschrieben
wurde (Scali et al. 2005). Moglicherweise liegt also ein dhnlicher Spleifimechanismus zwischen

den beiden Arten vor.

Von den im Weibchen zusitzlich auftretenden Isoformen der 5'Region von Exon 7 (Abbildung
49,1.1) wird jedoch angenommen, dass es sich bei der kurzen Variante 7.2 um eine schwachere
Spleifistelle als die der Variante 7.1 handelt (Tabelle 10). Dies wird auch von den NGS-Daten

unterstiitzt.

In der Familie der Culicidae sind bereits DSX-Proteine der Arten A. aegypti, A. gambiae und
C. quinquefasciatus beschrieben (Salvemini et al. 2011), (Scali et al. 2005), (Price et al. 2015). Der
Vergleich der Nematoceren DSX-Sequenzen zeigt, dass die DNA-Bindung durch die sechs
verantwortlichen AS-Reste fiir PoliDSX1 und PoliDSX2 gewahrleistet ist (* in Abbildung 49,
1). Diese sechs Reste liegen in P. olivacea konserviert vor. Zudem sind die drei Reste, welche

fiir die DM-Domane in DSX charakteristisch sind, ebenfalls konserviert (+ Abbildung 49, 1). In
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dem MSA fillt weiter auf, dass das Moskito-spezifische Spleifi-Ereignis (Price et al. 2015)
(variables in-frame Intron; Abbildung 49, 1, unterstrichen im MSA) nach der DM-Domaéne
ebenfalls in P. olivacea (69 bp) und in C. thummil/piger (63 bp) auftritt. In A. aegypti ist es wie in
C. thummi/piger 63bp und in A. gambize 72bp (Salvemini et al. 2011) lang und in

C. quinquefasciatus mit 75 bp (Price et al. 2015) am langsten.

Der Vergleich der OD2-Dominen bestatigt vorherige Analysen, dass die Weibchen-
spezifische OD2-Domaéne zwischen verschiedenen Arten starker konserviert ist als die OD2-
Domane der DSXM-Proteine. Fiir den Mannchen-spezifischen Teil wird eine schnellere

Veranderung im Vergleich zur Weibchen-Variante angenommen (Price et al. 2015).

Eine Besonderheit konnte in P. olivacea ermittelt werden, hier zeigen sich Transkripte im
Mainnchen, die sich am 3’Ende unterscheiden (Abbildung 49, blau unterlegt). Ein vorzeitiger
Translationsstopp fiihrt zu zum Teil verkiirzten Proteinen. Zuvor wurden mehrere Isoformen
nur fiir Weibchen-Transkripte in anderen Insekten wie Apis mellifera oder A. aegypti

beschrieben (Cho et al. 2007), (Salvemini et al. 2011).

107



1. N-Terminus

CxgqDSX
AeaDSX
AngDSX
ProDSX1
CpiDSX1b

CxgDSX
AeaDSX
AngDSX
ProDSX1
CpiDSX1b

CxqDSX
AeaDSX
AngDSX
ProDSX1
CpiDSX1b

M
M

KNMK | MHAN

- -SQDTWME T

- -SQDRWMVK

--5QDRWAE A

--SEKDW-ED
YDTKASG-5D

MSESGYEGRP
MSEAGYDNRA
MSDSGYDSRT
MSD-DTDLMD
QSESD I EMMD

DGASGASSS -
DG-SGASS5S -
DG-NGASS5SC
QKNGGASSSS
GP IMNGKSQN

DBD/OD1
- J

~-NSLNPRTPP
--SLNPRTPP
NNSLNPRTPP
GSSMSPRTPP
NSS -SPRTPP

VNLLP

APEPM-HNIH --|PKLSELK EMKHMNL---- ----- MHNSQ OQQRSLI----
PAEPY-HSLQ --IPKLSDLK EM--=--=---- ----- IHNSQ Q-RSLI=----
PPEPV -ANIH -IPKLSELK DLKHNM- - - - - - .- - IHNSQ -TRSF-----
PPPPLPOTLS OLLPKNFNNA EPKYQPPQQQ QQPPHQQHQQ QQQMLLQIQN
pppp i PSHNIH HLLPARSTGS WSSSNGSVQL NQSPNOMLNQ --RSDSALG-
0OD2 common

ANLLFPVPPNI RV-HHGPDSR SDDELVKRSQ YLLEKLNYPW EMMPLMYVIL
GNMVPVGPHM RVQHHGPDSG TDDELVKRSQ WLLEKLRYPW EMMPLMYVIL

———————————— -DDELVKRAQ WLLEKLGYPW EMMPLMYVIL
---------- - -YWEMAE KLRVESNYLY EMMPLLYALV

---DYIVKAE

2. weibchen-spezifische Region

CxqDSX*
AeaDSX™!
AngDSX*
ProDSX1*
CpiDSX1b'

0D2 female

GQAV
GQAY
GQAV
GRF |
GRQV

WVNEYSRLHNL
VNEYSRLHNL
VNEYSRLHNL
VNEYSRKNN |
IDEY AR KHNM

NMFDGVYELRS
NMFDGVELRS
NMFDGYELRN
SMYDGEPMR - - -
NLFDGIPMR - - -

TAORASG
TTRQSG
TTRQSG
-QFG
-Q-G

3. mannchen-spezifische Region

CxqDSX!
AeaDSXM
AngDSX*
ProDsX1"
CpiDSX1bM

CxqDSX!
AeaDSX"
AngDSX"
ProDSX1*
CpiDSX1bM

CxqDSXM
AeaDSX"
AngDSX"
ProDSX1*
CpiDSX1b™

CxgDSX"
AeaDSXM
AngDSXM
ProDSX1*
CpiDSX1b™

77777 AQAVY
---GYDICCI
GKRTIKTYEA
GKR I
GKTMCYNY - -

RLEETYQS5V
RLEEALHSGA
RMSRGRSRSQ
RCENNSSES -

PLSLFPRHLH
VAEEQPAPPK
HR IPYSLPKS

KFPCPTSPSR
SDSRPPSLSR
TLAEPKEQTT
-FSYLNDLSY
- -SEKKNLKN

LLHSRIG- - -
YFPKRSS - - -
LVKSSLDPNS

YIEKKMILDL

DQHHS AKSKS
AAAAEEPLAG
TKRYSQTVES

LAENLELLKT
NSEPLNLFKR
TFDRLDLLKEK
PYDYAELLK -

TSSPPKVGAQ
TSPPEVP- - -
SSSPSNNRLT
MNKAPDST - - -
GK I

---RDDIDDE
-RHRHWPDEE
DRLTEDDEDE

SKNCDDNENK

K---KHSVAD
GSGSHWKRES
TNAPSRSPGP

PLSLPS----
SHPLPG--- -
PNGLPFPMYK

FSGS
- - --SMYHPS
PPKGTFFYAS

QIVRKFNCVY

281
278
265
281
273

NISVTGRTNS
NISYVT-RTPS
NISVT-RTNS
KKTIEGHTSP
SSSSNDLRGS

DAEP
FGSTEE IPAR
DEEPSVYKSL

--FEQVPASA
YNELE ANNFP

RVEPVLQPNQO
RVDPSHSHQS
AVENSLTAHQ

EMMPLLYALV

TSLSRCSSTY
ASRSPCADFR
TIRSRSSSLS

NS ISHS IDY -

SQVYAPHETNG
PAHSEPEDNG
AEAASKMARS
-PLPEDYTKG
-PLSLSPNSS

LPFTIP----
LAFPFP----
LPLLLPGLEA
LHYMHP - - - -
-TFHTPRFS -

PS-VAPIH 544
SAPVAS |H 548

S-1ATIH 622
408

NCARCRNHGL
NCARCRNHGH
NCARCRNHGL
NCARCRMNHNL
NCARCRNHGH

* X%

TVQTPARS YD
S-Q-P--SYE

KGADGDVQTA
KGADGDVNKA
KS ADGDVOKA
KSTKGNYTE A
KATKGNVELS

RSR--SRSFPP
TRS ----QS5
RSRSCSRQAE
7777777 SPN

FEK-GLKLFN
FEN-GLEAHQ
FIP-AREPED
FRSDAYDFEN
FAASRLHSQS

LTNMEAIRSY
----RHPAEL
VNRTLYTAHF

KIGLKGHKR Y
KIGLKGHKR Y
KIGLKGHKR Y
KI1MLKGHKR Y
KLALRGHKRF

*

-DCD55TGSM
-DCDSSTGSM
-DCDSSTGSM
GSCDSSTASP
-NCDSSTASP

HRR IDE
RQR IDE
HQR IDE
YRNIKE
ERLLIE

HP -DEEGVLN
SPDONNGGALN
TPRADDRALN
EPIKDD---L
APKDKSPPLE

NTKASRRSTH
SHILHS IHRN
LHTTTHKSPE
MHKRQLSLPH
LLTSYFQSVS

PQFFYP---Y
MQFLLP----
PTHLLPSSLY

CKYRSCNCEK

CRKYRNCTCEK

CRYRTCHCEK

CKYRYCNCEK

CAYRYCNCEK
* *

+

NSTPGTSSMA
NSTPGSSLVT
ASAPGTSSVP
NSTMPRTSTA

CCLTAERQRV
CCLTAERQRV
CCLTAERQRV
CRLTAERQRV
CKLTAERQRV

MALQTALRR A
MALQTALRR A
MALQTALRR A
MALQTALRRA
MALQTALRR A

*
+ 0+

LPLHRRSP - -
LSQHRRSPCS
LT IHRRSP -

QvaPyYQarva
QMQQF - -PRQ

TGPVHPGE AQ
AASVHPSEAQ
GVPHHVAEPQ
SQT IHNGNG -
LPTIPNYPP-

OTODEQRALN
QTQDEQRLLV
QTQDEQRALN
QAQDEARALS
QAQDESRVLA

DGEV
DGEV
EGEV
NGE |
QGEV

-HLGANHAS Y
QNVAGNHSSG
-HLGATHSCV
---YFKNSDT
--LMEDYQDT

SPEP
TPEP
SPEP
QEH -
EKQ-

1.1 Exon 7 al. Splei3en

ZIOI 210

|
ProDSX1-aEx7-1 GNGYFKNSDT
ProDSX1-aEx7-2 GN == - - - - DT

% AS verantwortlich fur DNA-Bindung
+ spezifische Aminoséuren flr DSX-DM-Doméne

LDTKS AKNAA
LDTKSTKATT
LDTKSKPSTS
IDTTDRPDS A
SNSETKKEGP

VsP
REDNPSQPYE
STHIP - -

SDDSS - «--x -—---- AEND
ATTDD- - - - - --EEVMYEKR
555GTGCDRD DGDCITFDDS

KSFPHKDAEG

PLISSPFMNY
PPIFTQFGVH
PIFHTHFLGY

PHHPLLFPDG
PPPRIYNDEA
QPOMQLPHVE
PPPPYW--QY

PVLSFPFI|-- --PSRHFYDN

---VKPKQPS
S--PKSIEST
ASVVRATHAS

EHQS
ELRC
RS AT

---5VNESFA
-KADLAVPST
VTESAEDCYD
----1ESIFN

ARDK
SAAA
KEKE
EENS

S -YRKELP-- ----
S IYRKDLP - -
PFYRKEQQQQ
ALYFKHPP - -
P 1 1RQHMODR

qLaoQ

LIEE

3.1 Exon 7-3'Ende al. Spleif3en im Mannchen

ProDSX1"-aEx7-3 RN | KE -

ProDSX1"-aEx7-4 RN IKEGKR ID ESKKKTIEGH TSPTPSPNEP

2|60

2|80

--DDLIDTTD
KDDL IDTTD

Abbildung 49 Nematoceren DSX-MSA.
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In C. thummi/piger wurden zuvor zwei Gene, welche mit dsx Sequenziibereinstimmungen
aufweisen, identifiziert. Dsx1b zeigt signifikante Ubereinstimmung und wurde als Dmeldsx-
Orthologes identifiziert. Das Gen dsxla ist paralog zur Genkopie dsx1b in Chironomus
(untersucht in den Arten C. piger, C. thummi, C. luridus und C. annularius, Daten nicht gezeigt),
es gibt vor allem signifikante Sequenziibereinstimmungen der AS-Sequenzen, welche der DM-
Domaine entsprechen. So sind in beiden resultierenden Proteinen der Genkopien die
konservierten AS-Reste fiir die DNA-Bindung und die DSX-DM spezifischen-Domaéne
konserviert (Abbildung 49 und Abbildung 50).

dsx- Duplikation in Nematocera-Spezies
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Abbildung 50 MSA der Nematoceren DSX-Paralogen. Dargestellt ist ein MSA mit den AS-Sequenzen der dsx-Kopien

aus vier Nematoceren-Spezies A. gambiae, A. aegypti, C. piger und P. olivacea. Dunkelgriin unterlegt ist die gemeinsame, in
beiden Geschlechtern vorkommende, potenzielle DSX-DM-Domine (DBD/OD1). AS-Reste der DBD, welche fiir die DNA-

Bindung zustiindig sind, sind mit einem * gekennzeichnet. Positionen mit spezifischen AS-Resten fiir DSX-DM-Domiinen,

sind mit einem + gekennzeichnet. Die potenzielle Weibchen-spezifische Region OD2 ist im Alignment violett.

Das daraus resultierende Protein umfasst 211 AS. PoliDSX2 zeigt im MSA ebenfalls die
konservierten sechs AS-Reste. Von den drei DSX-DM-Domiénen-spezifischen AS-Resten

(Oliveira et al. 2009) sind jedoch nur zwei (T, Q) konserviert. Anstelle der konservierten
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Glutaminsédure erfolgte ein Austausch zur Asparaginsdure (Abbildung 50). Eine SMART-
Domanen-Suche ergab signifikante Treffer fiir die DM-Domane (e- value 1,51xe'?) und fiir die
DSX-Dimer-Domaéne (e-value 1,18 e ). Auch tiber die Familie der Zuckmiicken hinaus wurden
paraloge Gene von dsx gefunden (in A. aegypti s; XP_001649612; (Salvemini et al. 2011)). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein paraloges Gen noch per Datenbanksuche fiir A. gambiae
identifiziert (XP_321748). Das Gen umfasst 1,7 kb und ist wie Agdsx auf Chromosom 2 R
lokalisiert. Ein MSA (Abbildung 50) der AS-Sequenzen, welche aus den paralogen dsx-
Gensequenzen abgeleitet sind, zeigt, dass die sechs AS-Reste der DM-Domane konserviert
sind (Abbildung 50,%). Von den drei AS-Resten (+), welche als DSX-DM Domanen-spezifisch
identifiziert wurden (Oliveira et al. 2009), ist in A. aegypti bzw. A. gambiae jedoch nur das
Glutamin (Q) konserviert. Der N-Terminus von AeaDSXp ist im Vergleich zu den anderen
drei Proteinen ungefdhr um 40 AS verlangert. In PoliDSX2 fand eine Insertion/Deletion von
13 AS statt. Die Region, welche der putativen OD2 (Weibchen-spezifisch)-Domaéne entspricht,
ist zwischen Cpidsxla und Polidsx2 besser konserviert als in den paralogen Genen aus
A. aegypti bzw. A. gambiae. Weiter zeigen die AS-Sequenzen aus A. aegypti, P. olivacea und
C. thummi/piger eine Insertion/Deletion (28 AS in A.aegypti, 32 in P.olivacea und
C. thummi/piger) am C-Terminus der putativen OD2-Doméne. Am C-Terminus von PoliDSX2
und CpiDSX1a hat ebenfalls eine Insertion/Deletion (12 AS in PoliDSX2; 21 AS in CpiDSX1a)

stattgefunden.

Ob die paraloge Genkopie, welche iiber die Zuckmiicken hinaus identifiziert werden konnte,
eine Rolle in der Geschlechtsbestimmung spielt, ist nicht eindeutig. Die resultierenden
Proteine zeigen eine hohere Ahnlichkeit zur weiblichen Isoform, jedoch kein
geschlechtsspezifisches Spleifien, welches in unterschiedlichen Proteinen resultiert. Eine
Funktion als Transkriptionsfaktor sollte jedoch nicht ausgeschlossen werden, da die fiir die
DNA-Bindung verantwortlichen sechs AS-Reste konserviert vorliegen. Zudem lief3 sich eine
starkere Diversifizierung der Gensequenzen bzw.—strukturen gegeniiber seinem Vorlaufer-
Gen ausmachen. Die geschlechtsunabhiangig-alternativ-gespleifiten dsx-Transkripte in
P. olivacea unterscheiden sich im 5-UTR. Die Vielzahl der dsx-Transkripte kann dadurch
erklart werden, dass als Grundlage die gesamte Larve eingesetzt wurde. Wenn es sich also bei
den Transkript-Varianten um gewebs- oder stadienspezifische Transkripte handelt, konnten

sie auf diese Art nicht identifiziert werden. Eine gewebs- bzw. stadienspezifische Funktion der
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Transkripte mit unterschiedlichem 5’-UTR kann nicht ausgeschlossen werden, da zuvor schon
Analysen zu UTR-Sequenzen gemacht wurden. Diese zeigen beispielsweise, dass der UTR

Einfluss auf Transkriptstabilitat und Translationseffizienz hat (Hughes 2006).

Eine Vielzahl von Autoren hat sich bereits mit den Zielgenen von DSXM bzw. DSXF beschaftigt,
welche fiir die Geschlechtsdifferenzierung verantwortlich sind. Einige wurden von Verhulst
und van de Zande zusammengefasst (Verhulst und van de Zande 2015). In P. olivacea fithrten
ahnliche Analysen zu einem im Weibchen hochregulierten Speicherprotein hexamerin-2 (vgl.
3.6.1). Da sich die von Verhulst und van de Zande untersuchten Gene meist auf andere, hier
nicht untersuchte, Entwicklungsstadien (Puppe, Imago) beziehen, konnen hier keine weiteren
Uberlegungen angestellt werden. Dazu miissten weitere Daten erhoben werden (Verhulst und

van de Zande 2015).

Die Gene aus der SDR von C. thummi

Die Rolle von dsx in der Geschlechtsbestimmung der Zuckmiicken-Arten P. olivacea und
C. thummil/piger scheint ein verbindendes Element zu sein (vgl. 3.6.1 und 4.2.1). Ansonsten
weisen die zwei Arten z. T. grofse Unterschiede auf. Auf zytologischer Ebene zeigt P. olivacea
laut Zacharias ein distinktes Y-Chromosom, wogegen C.thummi/piger ein Proto-Y-
Chromosom aufweist (Zacharias 1981). Uber die Identifikation der SDR aus C. thummil/piger
in P. olivacea konnten eine Vielzahl von Chromosomenumbauten beobachtet werden (3.8,
Abbildung 43 und Tabelle 18), ein , Kern” von 10 syntdnen Genen konnte ermittelt werden.
Unter diesen 10 Genen befindet sich auch der starkste Kandidat fiir M, fs(1)K10-like. Dieser
liegt in mannlichen C. piger/thummi-Individuen dupliziert vor (Stiehl 2009). Eine Duplikation
des Gens in P.olivacea, am Locus der potenziellen SDR ist jedoch mit grofier
Wahrscheinlichkeit auszuschliefSen. In einer genomischen Southern Analyse dieser Region
(Abbildung 40) traten zwar zur Referenz unterschiedliche Ergebnisse auf, diese lassen sich
jedoch auf das ebenfalls in der Region untersuchte Gen 6 PGD zuriickfiihren. Auffillig ist
jedoch, dass eben dieses Gen downstream von fs(1)K10-like liegt. Dort fand das
Duplikationsereignis in C. thummi/piger/luridus statt. Die Annahme, dass es sich bei dieser
Region um einen Hotspot fiir Mutationsereignisse handelt, wird durch einen kurzen, dennoch

signifikanten Treffer zu einem TE (jockey-Element, LINE) homologen noch verstarkt werden.
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In Bombyx mori konnte gezeigt werden, dass das W-Chromosom viele TE enthilt (Abe et al.
1998), (Abe et al. 2005b), (Abe et al. 2005a). Somit konnte es sich bei den Sequenzen auf Arm
3R um TE oder andere repetitive Sequenzen handeln. Ein Zusammenhang zwischen der
Amplifikation von Mikrosatelliten und der Diversifizierung von Geschlechtschromosomen

wurde vor kurzer Zeit von Matsubara et al. untersucht (Matsubara et al. 2015).

4.2 Die Chromosomenevolution der Chironomiden

Chromosomenumbauten der Gattung Chironomus sind schon intensiv in der Vergangenheit
untersucht und fiir phylogenetische Analysen benutzt worden (Beermann 1962), (Keyl 1961),
(Keyl 1962). Es gelang fiir drei der insgesamt sieben Chromosomenarme eine Einteilung nach
Querscheibenabfolge. So gelang die Aufstellung eines Schemas zur phylogenetischen
Beziehung fiir viele Arten innerhalb der Gattung Chironomus. Fiir Chironomiden aufSerhalb
der Gattung Chironomus ist deutlich weniger bekannt. Chironomiden der der Gattung
Prodiamesa zeigen einen Karyotyp von n =3, wahrend die meisten bekannten Chironomus-Arten
einen Karyotyp von n =4 aufweisen. Dies macht den Vergleich des Querscheibenmusters
schwieriger. Mit Hilfe von FISH-Ergebnissen (zusammengefasst in Abbildung 43) ist es jedoch
moglich, homologe Sequenzen auf Chromosomenarmen bzw. -abschnitten in P. olivacea und
C. thummi/piger zu lokalisieren und damit auch Chromosomen(arme) zu benennen. Auf diese
Weise gelang es in der Arbeit die Arme B, D’ und F’ identifizieren. Fiir die Arme A und C aus
Chironomus konnte keine entsprechende Gensonde generiert und somit keine entsprechende
DNA-Sequenz in P. olivacea lokalisiert werden. Ein Gen des Chromosomenarms G aus
C. thummil/piger (6PGD) wurde in P. olivacea auf Arm F’ identifiziert. Da Arm G in einigen
anderen Chironomus-Arten durch Translokation mit dem Arm E fusioniert ist ((Keyl 1962),
Abbildung 51), liegt es nahe, dass eine Fusion von Arm G an F* in P. olivacea der Grund fiir

einen Karyotyp von n =3 sein konnte.
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Abbildung 51 Schema der Chromosomen aus P. olivacea und C.thummi. Zudem wurden alle zuvor in
C. thummi/piger auf Arm E identifizierten Gene in P.olivacea auf unterschiedlichen
Chromosomenarmen lokalisiert (Abbildung 43 und Tabelle 18). Somit konnte keiner der in
P. olivacea verbleibenden Arme eindeutig Arm E zugeordnet werden. Vielmehr liegt es nahe,

dass Verdanderungen in der Gattung Chironomus oder nach der Abspaltung der Gattung
113



Prodiamesa in P. olivacea stattgefunden haben muss. Um eine dieser Vermutungen zu
bestatigen, miissten jedoch weitere Analysen mit einer sogenannten ,,Outgroup” durchgefiihrt
werde. Dazu bietet sich eine Art der Gattung Orthocladiinae an (Abbildung 1), da diese

phylogenetisch gesehen zwischen den beiden untersuchten Gattungen steht.

Die in P.olivacea identifizierten Globin-Gene lieflen bisher keinen Riickschluss auf die
evolutiondren Vorgange zwischen der Gattung Chironomus und Prodiamesa zu, da diese auf
Sequenzebene weder dem in C. thummi identifizierten Cluster D noch E zugeordnet werden
konnten. Die Lokalisation von Poli Gb115 und Poli Gb118 erfolgte allerdings am
Chromosomenarm D’ (Abbildung 16, Abbildung 43 und Tabelle 18). Deshalb konnten die
Gene des Clusters 115 und 118 moglicherweise Homologe der Globin-Gene von Cluster D aus
C. thummi darstellen. Die Anzahl der Kopien in den Clustern zwischen den Arten
unterscheidet sich jedoch erheblich. Die Globin-Gene unterliegen offenbar starken
Verdnderungen in relativ kurzer Zeit. Dabei ist auch zu beriicksichtigen, dass P. olivacea

moglicherweise andere Funktionen der Globin-Proteine nutzt aus Chironomus.
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5 Zusammenfassung

Die NGS-Sequenzierungen von P. olivacea-DNA bzw. RNA ermdglichte eine partielle Analyse
des ~113 Mb (Zacharias 1979) grofiem P. olivacea-Genoms. Das hier sequenzierte Genom deckt
davon ~74 Mb ab und umfasst ~14.000 Gene (vgl. Tabelle 6). Der Anteil an hochrepetitiver Sat-
DNA kann grob auf 3 % geschitzt werden. Die Sat-DNA umfasst eine 168 bp-lange Sequenz
mit 64 % AT-Gehalt, welche tiberwiegend oder auch vollstandig mit ~14.000 Kopien in den
Zentromerregionen der Chromosomen lokalisiert ist (vgl., 3.3, Abbildung 14, Tabelle 7). Es
konnten 10 intronhaltige Hamoglobin-Gene an drei chromosomalen Loci identifiziert werden
(vgl. Abbildung 16). Nach Analyse der abgeleiteten AS-Sequenz, der Einteilung der Helices A
bis H und der moglichen 3D-Struktur wird angenommen, dass fiinf der zehn abgeleiteten
Héamoglobinproteine eine Rolle im Sauerstofftransport/-speicherung spielen. Allerdings tragt
keins der Polypeptide am N-Terminus das 16-AS-lange Signalpepitd, welches die Sekretion
des Hamoglobins aus den Hamoglobin-synthetisierenden “Fettzellen” ermoglichen konnte
(vgl. Abbildung 45, Abbildung 46). Die AS-Sequenz-Analyse ergab weiter, dass es sich bei den
P. olivacea-Hamoglobinen um Monomere handeln muss. Vier der sechs in P. olivacea-
Héamoglobinen vorkommenden Intronpositionen (vgl. Abbildung 44) stimmen nicht mit den
aus anderen Dipteren zuvor identifizierten Positionen iiberein und unterstiitzen somit die
Hypothese von Intronintegrationsereignissen (Hankeln et al. 1997). Die identifizierten Histon-
Cluster-Gene zeigen wie erwartet hochkonservierte Organisation und Sequenzen (vgl.
Abbildung 21). Daneben konnten zwei Orphon-H3-Varianten identifiziert werden (vgl. 3.5.4),
jedoch keine Orphon-H1-Variante wie in C. thummi. Die Orphon-H3-Variante 1 zeigt grofie
Ubereinstimmung zur in D. melanogaster identifizierten H3.3-Variante, wogegen fiir die H3-
Variante 2 eine homologe Variante in C. thummi identifiziert werden konnte. Die Analyse von
homologen Genen aus der Geschlechtsbestimmungskaskade aus D. melanogaster ergab fiir 13
von 17 Genen (inklu. SxI und tra-2) homologe Gene in P. olivacea (vgl. 3.6.1). Dabei ist nur fiir
das Gen dsx eine Rolle in der Geschlechtsbestimmung wahrscheinlich. Dies wird durch die
larvalen Transkriptom-Daten von P. olivacea-Weibchen bzw. —Méannchen unterstiitzt (vgl.
Abbildung 32). Dariiber hinaus konnte ein orthologes dsx-Gen in P. olivacea identifiziert
werden. Dies konnte zuvor fiir die Moskito-Arten A. aegypti (Salvemini et al. 2011), A. gambiae
(Scali et al. 2005) und C. quinquefasciatus (Price et al. 2015) sowie in Chironomus (thummi, piger,

luridus, annularius) ((Frank 2001), diese Arbeit) erfolgen. Eine weitere Besonderheit stellt ein
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in-frame-Intron des dsx-Homologen dar, welches zuvor als Moskito-spezifisch identifiziert
wurde (Price et al. 2015). Dies ist ebenfalls in P. olivacea und C. thummi/piger zu finden. Nach
der Analyse der Spleifi-Akzeptor und -Donorstellen ist ein Spleifmechanismus von dsx in
P. olivacea wie in A. gambiae am wahrscheinlichsten (vgl. 3.6.1 dsx, (Scali et al. 2005)). Fiir die
homologen Gene aus der SDR von C. thummi konnten 10 Homologe identifiziert werden. Eine
Southern-Analyse ergab fiir das Gen fs(1)K10-like keine Duplikation in P. olivacea-Mannchen
(vgl. 3.6.2) wie es in C. thummil/piger/luridus-Méannchen der Fall ist ((Stiehl 2009), Stiehl
unveroffentlicht, C. Kraemer personliche Mitteilung). Somit ist eine Beteiligung der
homologen Gene aus der SDR von C. thummiin P. olivacea an der Geschlechtsbestimmung eher
unwahrscheinlich. Uber die Lokalisation von 20 Genen bzw. Contigs in P. olivacea und 18
Genen/Contigs in C. thummi/piger konnte eine Kartierung der P. olivacea-Chromosomenarme

1L =F/, 1R =D’ und 2R = B’ erreicht werden (vgl. 3.8).
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10 Anhang

2 Material und Methoden

2.12 Polymerase Kettenreaktion (PCR) (Mullis et al. 1986)
zu 2.12.1 Standard-PCR

-Primerliste: siehe Excel-Datei im elektronischen Anhang:

Primeribersicht_Doktorarbeit_Sarah_Brunck_ Prodiamesa.xlsx
3 Ergebnisse
3.5 Die Histon-Gene der Zuckmiicke P. olivacea

zu 3.5.3 Der Vergleich der Histone mit anderen Dipteren-Arten

20 40 60 80
i ) I |
PolH1 ATG TcT oAl cca cca ETE can HEE ocll cBE EE. cHa anc arl cHE HEE @ cEE Arc cCA
CttH1 ATG TcT cafl cca cca HTH can BERE ocB cEi WE~ cEa asc asll cHE BEE FEE cBE ~sc cca
I(IJO 1%0 1t‘10 1?0 I§O
PolH1 aAac cllld Hca afa Bcl caAT coca cca aTC cTl AAT cCc TTR aan can ccll Ten WTH can AAl
CttH1  Aac GEE Bca als Bcl caT coa cca aTc GTH AAT ccc TTE aar GAa ccll TcA BTH can L |
290 ZEI&O 2?0 280
]
PolH1 T17¢ cT@ GAT Bca cca TTC THc 87H ~AE B8~ AAE GGA CAA ACA
CieHl TT¢ ¢l GAT fica cca TTC THC WTE AsH HEA AAB GGA CAA ACA
390 3£|10 36‘0
PolH1 Aan ccll TTH ccA oAl Aac cll cBE Arc AAG ccA
CttH1 AAa colil TTE cca ol aac Gl cill rrc Anc CCA
4(?0 4-4‘-0 4?0
PalH1 aAaG aAaG anc Hct BBc anc Al ARG AAA CCA AAA EER Aca Anc ccT
CttHl AAG AAG asc HcT Giic asa asf AAG AAA CCA AAA A GEE aca asag ccT
500 520 540 560 580
1 1 | | 1
PolH1 GTT cca aac alic BEcll aac aac ccl ol Hcll Ana Ann GCll aal cCl Aan AAR ccll Ana =R
CttH1 67T 6CA Aac allc BcE Aac aac ccll cHE Bcl ana aan GclB A2l ccll ana AAE ccl Ana Haa
600 640 660 680
| b | |
PolH1 NEE »:8 cEE cCll sl a2 aflc aHa ana cEE aan EEE BER ARA
cttH1 CEE »»8 cEE cCl ArE AnB ABc ABa Ann cHE ann BHE BEE ARA
790
PolH1 cca Bca GCA AAG AAA GCT ThAA 681

CrtH1

cca flca GCA AAG AAA GCT

B Basenaustausch B Liicke

TAA 696

Abbildung 52 Cthu und Poli H1 Nukleotid-Alignment
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PoliH2A
Ctt H2A

1

PoliH2A
Ctt H2A

PoliH2A
Ctt H2A

PoliH2A
Ctt H2A

GGl
4 |

ATG
ATG

00
|

TCA
TCA

€GT
CGT

ARA
ARA

200

GGT AAT
GGT AAT

300

|
GTH aca aTC
GTH aca ATC

GCT
GCT

0 Basenaustausch

20

|
GGA GGH
GGA GOl

GGT
GGT

ABA
ARA

AAC
AAC

TAT
TAT

cGT
cGT

GAC
GAC

caa
chA

aGT
6GT

GGT
GGT

Abbildung 53 Cthu und Poli H2A Nukleotid-Alignment

PoliH2B
CrirH2B

PoliH2B
CrtH2B

PoliH2B
CttH2B

PoliH2B
CrtH2B

ATG
ATG
100

LAG
AAG
200
1
AAT
RAT

300

|
e TR
WE 88

B Basenaustausch

GCA
GCA

CCA
cca

cch
cca

GAA
GAA

anfl
anf]

TTC
TTC

178 <cl
TTE <cfl

20

i
ACC AGC GGA
ACC AGC GGA

120
[
TAC ATC
TAC ATC
220
]
HcH ATH cca
Bel ATl cca
320
|
TTG GCT
TTG GCT

ARA
AAA

aATC
ATE

GAR
GAA

GGT
GGT

GARA
GAA

Abbildung 54 Cthu und Poli H2B Nukleotid-Alignment

Pol H3
CthH3

Pol H3
CthH3

Pol H3
CthH3

Pol H3
CthH3

Pol H3
CthH3

ATG
ATG

190
GGA
GGA

200

I
CCA
cca

300

|
TAll cTC
Taf cT1C

400

]
GGT GAA
GGT GAA

B Basenaustausch

AC A
ACH

GGA
GGA

AAG
ArG

TTC
TTC

cor
€GT

(1 |}
GGH

cGT
cGT

GCT
GCT

20

|
AAG CAB ACH ccT
ARG C GCT

1%0
CAT CGT
CAT CGT
220

]

GAA

GAA

3%0

GAT

GAT

Arl cca
aAE cca

Wil orT
BTl o7

[Schy
cGT

GAA
GAA

BTl Trc
W1l TTc

TaAA 411
TAA 411

Abbildung 55 Cthu und Poli H3 Nukleotid-Alignment

Pali H4.
CrtH4

Poli H4
CttH4

Poli H4
CttH4

Pali Ha.
CrtH4

ATG
ATG

IKIJO
GCT
Get

acl

Acll

GGA
GGA

col

ol

ATT
ATT

cGT
coT

car
car

caT
cGT

GAT
GAT

GCA
GCA

ATH
3

GGT TTC GGA GGT
GGT TTC GGA GGT

B Basenaustausch

20
GéA aGll
GGA GGl
1%0
CGT €GT
CGT €GT
2%0
A

TAl AclH

GGT
GGT

AAA
AAR

GTC
GTC

TAA
TRA

40 80
1 |
ABA GTT AAG GCA AAG GCA AAG TCl ceT Toa afic coa BTH cas TTC €CA GTH GGT €GT ATT CAT ccT MTE
AAA GTT AAG GCA AAG GCA AAG TCE cotr Toa afic coa MTA caa 17C cca orll o1 cor ATT car cotr @TH
140 180
| 1
cGT GCT GCT CCh TAT GCT ATG GAA TTA GCT GCT GAA GTT CTT Gaa TTA GCf
€61 GCT GCT cCa GTH TAT GCT ATG GAA TAB TTA GCT GCT GAA GTT CTT GAA TTA GCH
240 280
i 1
ATT CCA CGT TTG CGT AAT GAC GaA GAA TTH aac asa W7H BTE
ATT [ g TG CGT AAT GAC GAA GAA TTH AAC AAA
340
I
TTA CCA AAC ATC CAA GCT GTH TTG TTG CCA AAG ACT GAA AAG ABMA GCT TAA 375
TTA €CA AAC ATC CAA GCT GTE TTG TTG CCA AAG AAG ACT GAA AAG AAA GCT TAA 378
40 80
| i
Anfl ool cca AnE AsE ocl ool AnE ocl caa ARG GAT AAG Ana HAB AnG coll
Al ocfl cca anf asll ocl ool anf schl caa AAG GAT aac asa HaB ARG CGll
140 180
I 1 1
TTc aad GTH 776 Asfl car oTH call cca cac AcT caT HTH TcB ToA AAG GCA ATG AGC ATC ATG TTc oTH
T1C aAnA GTH 7T Asll can oTH call ccA Gac AcT ceT ETH Tl TCA AAG GCA ATG AGC ATC ATG TTC oTH
240 260 280
1 I |
6CT GaA GCl Tca Bl TTc ol call TAC AAC AAA CGC TCA ACA ATH ACA CGC GAG ATC CAA ACT GET GTT CGT
6cT Gaa el Tca Bl TTe ecfl cafl TAaC AAC aArA ceC Tca aca ATH aca CGC GAG ATC CAA ACT GCT GTT C&T
340 360
1 1
anc call ccT GTC car 6GA ACH Aan oo oTC AcA AAfl Tac acll Tca TCl AAG TAA 375
aac cafl 6cT GTC Gaa 6GA ACH ana ccc oTC aca Aall Tac acl Tca Tcf aac Taa 37
40 60 80
| | [
CGT AAA TCA ACT GGT GGA AAA GCA CCA CGT AAA CAA TTG GCA CGT AAA GCA CCA GCA ACT
CGT AAA TCA ACT GGT GGA AAA GCA CCA CGT AAA CAA TTG GCA CGT AAA GCA CCA GCA ACT
110 1?0 1§0
TAT ¢G6T <cll 6GT ACA GTC GCT €TT C6T GAA ATH coT caT TAR cAB Aaa TcCB ACT Gara TTG TTG ATC cGll AAA TTG
TAT cGT CCll GGT ACA GTC GCT €TT CGT GAA ATH coT caT TAE cAB Aaa TCH AcT Gaa TTG TTG aTCc cGfi] Aan TTG
240 260 280
I I 1
ATC 6CT CAH GAT TTC AAG ACT oAl TTH <67 T7¢ caa T¢l TcA oCll oTT ATG o<l TTH <Aa GAA cca Tcll GAA oCT
ATC 6CT CAB GaT TTC AAG AcT Al TTH c6T 77C can Tcl Tca acl 67T ATe Gefl TTH can Gas coa TCfll Gan aCT
340 360 380
1 1 I
acl aac 176 TGT GCH ATH caT acll aal cGl GTH aca aTH ATG cca Aaf eaT aTc cara BATE Gl coT caT aTH caT
acl anc tT7G6 TGT Gl ATE caT ocl AAB coll cTH aca aTH ATG cca AAB caT aTC car BTH ccl coT coT ATH coT
40 60 80
I I I
ann GGT TTH GGA AAA GGA GGl GcA AAll CGT CAT CGT AAA GTT €TT CGT GAT AAC ATC CAA GG ATH AcA AsA cca
aah GGT TTH GGA AAA GGA GGE GCA AR CGT CAT CGT AAA GTT CTT CGT GAT AAC ATC Can GGR ATH AcA ann cca
140 160 180
I I I
GeT GGT &TC AAG CGT ATH Tcl Gell 117 aTC Tall call Gan AcT <GT GGl GTC TTe aanm oTT TTH BTG GAA AAT GTC
6oT oGl oTc AAG coT ATE Tcl ool 176 atc TAl call Gan AcT cc1 ol c1C TTe AAA oTT TTE MTG GAA AAT GTC
240 280
] i
GAA AAG AAG ACA ACA GCT ATG GTH TAT GCa TTG AAA CGT CAA GG cGT
GAAa CAC GCHl AAG AGH AAG ACA GTH ACA GCT ATG GTH TAT GCA TTG AAA CGT CAA GGH <GT

Abbildung 56 Cthu und Poli H4 Nukleotid-Alignment
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3.6 Die identifikation von homologen Genen aus anderen Dipteren in

P. olivacea

3.6.1 Identifikation, Charakterisierung und Lokalisation von Genen aus der

Geschlechtsbestimmungskaskade von D. melanogaster in P. olivacea
dsx
-geschlechtsunspezifische Exon-Varianten:

Excel-Datei im elektronischen Anhang: Exon Varianten in Cthu dsx1b und Poli dsx1.xIsx
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3.7 Analyse des larvalen P. olivacea-Transkriptoms

msRNA98Cb-1 bzw.-2

P
Clal1.1Y ™=
msRNA 98 Cb

Abbildung 57 Mikroskopische Aufnahme von Polytinchromosomen aus C. thummi in der das Ergebnis der FISH
mit den Sonden Clal.1Y (TRITC, rot) und msRNACD (FITC, griin) abgebildet ist.
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msRNA 98 Cb-1

Abbildung 58 Mikroskopische Aufnahme von Polytinchromosomen aus P. olivacea in der das Ergebnis der FISH
mit den Sonden SDR (TRITC, rot) und msRNACD-1 (FITC, griin) abgebildet ist.
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msRNA 98Cb-2

Abbildung 59 Mikroskopische Aufnahme von Polytinchromosomen aus P. olivacea in der das Ergebnis der FISH
mit den Sonden SDR (FITC, griin) und msRNACD-2 (TRITC, rot) abgebildet ist.
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4 Diskussion

4.1.2 Genfamilien aus P. olivacea

Die Hamoglobine-Gene

-Excel-Datei: Globin_all_invariant_semiinvariante Reste.xIsx

20 40 60 80 100
1 ] | ] 1
Signalpeptid Helix A Helix B Helix C Helix D Helix E
B2.0 D7.1 E12.2
PoliGb118 MGNI ITNIQQKIVVVDEIPIPE IKSLTEKQVDI IKETWEIPAAKIF LDSGEK|LFLYLER\’FHNQQKFAAFKNTPL\MLKGITPGFRS ANKIN‘\ILFGVAID
D7.0

DmE|Gb1 ————————————————————— MNSDEVQLIKKTWE|PVATPTDSGAAILTQFFNRFFSNLEKFP'FRDVPLEELSIGNARFRA AGRIIRVEDES IQ
CttHbl --------- MKFLILALCVAAAMAGPSGDO |AAAKASWNTVKNNOQVD- - - - ILYAMFKANPDIOQOTAFSOQFAGKDLDS IKGTPDFSKHAGRMVGLESEVMD

1 | | |

Helix F Helix G Helix H
POlle]]B CLGKEGGFEE I IRELNEMGKSHRRKGIPKRAF IELRE | | IEVLSDNCHLDEEGKLAWNNLMDT | YHY I FTNLDEKRLMN - 179
0

DmeIGb1 VLGQDGDLEKLDE IWTKHAVSH  PRTWSKESYNBLKGV | LDVLTABRCSLDESQAATWAKLYDHVYG | I FKAIDDDGNAK - 153
CttHbI LLGNDANTPTILAKAKDEGKSHKSRA-SPAQLDNERKSLVVYLKGATKWDS AVESSWAPYLDFVFSTLKNEL - - ----- -~ 158

G|m Intronposition
Hém-Bindung
0,-Bindung

I Dimer-Bindungsstelle

Abbildung 60 MSA des Globin-Clusters 118 aus P. olivacea und den Referenzsequenzen D. melanogaster Globin-1
und C. thummi HbI. Die Helices A bis H sind im MSA grau unterlegt. Das Signalpeptid von CthuHbI ist rosa unterlegt.
Weiter sind funktionell bzw. strukturell wichtige AS-Reste hervorgehoben. Wie zum Beispiel Positionen (bzw. AS-Reste)
welche bei der Ausbildung von Him-Kontakten beteiligt sind (tiirkis unterlegt) oder AS-Reste welche fiir die
Sauerstoffbindung verantwortlich sind (lila unterlegt). Aber auch Positionen welche an der Dimerisierung beteiligt sind (pink-
rot unterlegt). Introngrenzen der dazugehdrigen Gensequenzen sind im AS-sequenzalignment violett unter Positionsangabe

in der Helix markiert.
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20 40 60 80 100

Signalpeptid Helix A Helix B Helix C Helix D Helix E
Poli Gb117 MKMFVRKSLAIDS LNSTGLNEGQRTTL | TAWTF IKNDINGHARK IFAKEYDKYPDYLHFED- - --------- VNHVMHQHTEDMLHSLEGTLIDQGLNDPA
D7.0
DmEIGb] ------------------ MNSDEVQLIKKTWEIPVYATPTDSGAAILTQFFNRFPS LEKFP-FRDVPLEELSIGNARFRA AGRIIRVEDES IQVLGQDGD
Ctt Hbl MKFLILALCVAAAMA GPSGDQIAAAKASWNTVKNNOQV - - - -DILYAYFKANPDIQTAFSQOFAGKDLDS IKGTPDFSKHAGRMVGLESEVMDLLGNDAN
120 140 160
| 1 |
Helix F Helix G Helix H

DmelGb1  LexkiLpe iwTkiAvS

PoliGb117  LrpcsiHki VEFHKEVNR KBVAR LN CBIKEY I LALLKKERTQTLEEALDLFLLHIEGKFDDPSDVEDEEL 159
IPRTWSKES¥N KGV ILDVLTABMCS LDESQAATWAKLYDHVYGI| IFKA|DDDGNAK 153

CttHbl TPTILAKAKDEGKSHKSR -ASPAQEDNMERKSLVYYLKGATKWDS AVESSWAPYLDFVFSTLKNEL - - --- - - 158

G7.0 .
| Intronposition

Ham-Bindung
O,-Bindung

I Dimer-Bindungsstelle

Abbildung 61 MSA des Globin-Clusters 117 aus P. olivacea und den Referenzsequenzen D. melanogaster Globin-1
und C. thummi Hbl. Die Helices A bis H sind im MSA grau unterlegt. Das Signalpeptid von CthuHbI ist rosa unterlegt.
Weiter sind funktionell bzw. strukturell wichtige AS-Reste hervorgehoben. Wie zum Beispiel Positionen (bzw. AS-Reste)
welche bei der Ausbildung von Him-Kontakten beteiligt sind (tiirkis unterlegt) oder AS-Reste welche fiir die
Sauerstoffbindung verantwortlich sind (lila unterlegt). Aber auch Positionen welche an der Dimerisierung beteiligt sind (pink-
rot unterlegt). Introngrenzen der dazugehdrigen Gensequenzen sind im AS-Sequenzalignment violett unter Positionsangabe
in der Helix markiert.
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