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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Termiten

Termiten spielen vorwiegend in tropischen und sapgischen Okosystemen eine wichtige
Okologische Rolle und werden auch als ,ecosystemgineers® bezeichnet (Lavelle 1997;
Bignell & Eggleton 2000; Eggleton 2001). Durch ilteal3- und Bauaktivitdten kommt es zu
einer Anderung der physikalischen und chemischaeer&chaften des Bodens (Bignell &
Eggleton 2000). Termiten sorgen u. a. fur verbéssBorositat, Wasserversickerung und
BelUftung des Bodens (Lavelle 1997). Weiterhin kdanesidurch Termiten zur Erhéhung der
Konzentration von austauschbaren Kationen sowie Exnbhung der Verflugbarkeit von
Stickstoff, Phosphor, organischem Kohlenstoff undséér (Woocet al. 1983; Wood 1988;
Donovan et al. 2001). Dadurch haben Termiten einen positiven l&ssf auf das
Pflanzenwachstum (Bignell & Eggleton 2000; Kaib @0®lando 2000). lhre wichtigste Rolle
in tropischen Okosystemen ist allerdings die alsigionsument von Zellulose, des am
haufigsten vorkommenden Biomolekils an Land (LeeW&od 1971; Liet al. 2003a;
Ohkuma 2003; Engedt al.2009). Es wird vermutet, dass die Termiten — im&igigkeit des
jeweiligen Habitats — einen enorm hohen Anteil ddxestorbenen Pflanzenmaterials
verwerten und damit malf3geblich die Mineralisierumgd Humusbildung beeinflussen
(Bignell & Eggleton 2000; Grimaldi & Engel 2005)ignozellulose wird zudem aufgrund des
hohen Vorkommens als potentielle neue Quelle fi@ @ewinnung von Biokraftstoffen
gesehen (Todakat al. 2010). Die Verwertung ist schwierig (Mosiet al. 2005; Chen &
Dixon 2007), Termiten erreichen jedoch aufgrundegitkomplexen Zusammenspiels aus
endogenen Enzymen und einer reichen Hinterdarmfauma Verwertungseffizienz von bis
zu 90% (Ohkuma 2003; Todakat al. 2010). Da die industrielle Verwertung mit hohen
Kosten und einem hohen Energieaufwand verbundeisastarf & Boucias 2010), ruckt der
biologische Abbau von Lignozellulose im Termitendain den Mittelpunkt aktueller
Untersuchungen (Scharf & Tartar 2008; &teal. 2010; Scharf & Boucias 2010; Toda&gal.
2010).

Neben der Okologischen Bedeutung der Termiten umebri potentiellen Rolle als
Biokatalysatoren fir die Gewinnung von Biokraftéof gelten Termiten als bekannte
Schadlinge, die auf allen Kontinenten verbreitendsi Aufgrund ihrer holzfressenden
Lebensweise befallen sie vorwiegend Bauholz, sedbgh auch als Agrarschadlinge von

Baumen wie Kokosnuss, Mango, Cashew oder Zitruspfla bekannt (Hill 1942; Lenz
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2000). Termiten verursachen weltweit Kosten von mad$ 22 Milliarden US-Dollar pro Jahr
(Fuchset al. 2004) und sind daher von enormer 6konomischer Beadg. Weltweit gibt es
Uber 2900 Termitenarten (Engetl al. 2009), von denen jedoch nur ca. 10% als Schadlinge
gelten (Wood 1996). Zur Bekdmpfung der Termiten deer verschiedene Methoden
eingesetzt, wie z.B. physikalische Barrieren, Belang von Holz und Bdden mit
Insektiziden (wie Organophosphate oder Pyrethroid&®rwendung Termiten-resistenter
Baumaterialien oder Populationskontrolle durch belette Koder (Su & Scheffrahn 1998;
Forschler 2000; Lenz 2000). Biologische Methoder die Verwendung pathogener Pilze
und Nematoden oder von sogenannten nsect growulators® (IGR) wie z.B.
Juvenilhormonanaloga (JHA) zeigten bisher nichtgie/tinschte Wirkung (Review in Su &
Scheffrahn 1998).

In Australien gibt es 16 Termitenarten, die als &ltimge gelten (Lenz 2000). Als eine der
wichtigsten und destruktivsten Termitenarten Hllistotermes darwiniensiBroggatt, auch
.Giant Northern Termite" oder Darwin-Termite genar(hlaritos et al. 1994; Lenz 2000;
Grimaldi & Engel 2005).M. darwiniensis ist die einzige rezente Art der Familie
Mastotermitidae, die — wie Fossilienfunde belegeririher eine weltweite Verbreitung
aufwies (Emerson 1965; Krishna & Emerson 1983). teleist die Verbreitung von
M. darwiniensisauf Australien nordlich des sudlichen Wendekreigeschrankt. Wahrend
des Zweiten Weltkriegs wurde die Art auch in Papegrguinea eingefihrt, wo sie bis heute
zu finden ist (Abb. 1; Emerson 1965; Gay 1969; Gitn& Engel 2005; Thistletoret al.
2007). Der Status als Schédling ist berechtigtMdadarwiniensisnahezu jede Form von
Zellulose, aber auch andere Materialien wie z. Bnntantelungen von Elektrokabeln,
Knochen, Leder, Autoreifen, Bitumen oder Asbessiit. Kolonien befinden sich u. a. in
abgestorbenen Holzstammen, Zaunpfahlen, Strommdasisenbahnschwellen, Holzhausern,
Zier- oder Obstbaumen (Hill 1942; Gay & Calaby 19@dimaldi & Engel 2005; Thistleton
et al. 2007).M. darwiniensiskann riesige Kolonien bilden, die mehrere Millionadividuen
umfassen kénnen (Hill 1942; Gay & Calaby 1970).
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Abb. 1: Verbreitung von Mastotermes darwiniensis Froggatt in Nord-Australien und Papua-
Neuguinea.

Punkte: Fundstellen von Kolonien in Nord-Austraji&tern: von Menschen eingefiihrte Kolonie in
Lae, Papua-Neuguinea. (Aus: Emerson 1965).

1.2 Kasten bei Termiten

Termiten gehoéren wie viele Arten der Hymenopteraden sozialen Insekten. Wahrend bei
den Hymenoptera jedoch alle Formen der Sozialadtammen — von solitdren Arten wie der
Roten Mauerbien®©smia bicornisbis zu hochgradig sozialen Arten wie der Europi#esc
HonigbieneApis mellifera— gelten alle Termitenarten als eusozial. Die di&he Definition
der Eusozialitdt beinhaltet drei Kriterien — koagere Brutpflege, Uberlappende
Generationen und reproduktive Arbeitsteilung (Miokie 1969; Thorne 1997). Mit ihrem
komplexen Kastensystem erfillen alle Termitenarteliese drei Kiriterien. Als
Schlisselelement der Eusozialitat gilt dabei besmndie reproduktive Arbeitsteilung, bei der
nur ein Teil der Individuen fertil ist und Nachkoramerzeugt, wahrend der groldte Teil der
Individuen reproduktiv eingeschréankt oder vollkonmm&teril ist (Thorne 1997). Generell
erfolgt die Einteilung der Individuen in drei velnsedene Kasten, die sich aufgrund ihres
Verhaltens und ihrer morphologischen Merkmale deutlvoneinander unterscheiden
(Review in Korb & Hartfelder 2008). Diese drei Kastwerden Arbeiter, Soldaten und
Geschlechtstiere genannt. Alle Kasten haben vexdehe Funktionen wie Futtersuche,
Nestbau, Brutpflege (Arbeiter), Verteidigung (Saé&dg oder die Erzeugung von
Nachkommen (Geschlechtstiere) (Zhetual. 2006c; Korb & Hartfelder 2008). Bei juvenilen
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Tieren wird unterschieden zwischen Individuen oHfiégelanlagen (Larven) und mit
Fligelanlagen (Nymphen) (Lischer 1952; Korb & Hadér 2008). Im Gegensatz zu den
Hymenoptera konnen bei den Termiten die Mitgliedéer Kasten mannlich und weiblich
sein. In einigen Arten der Familien HodotermitidBjinotermitidae und Termitidae kommt
es aber auch zu geschlechtsspezifischen Kastemeifierungen (Roisin 2000). So sind z. B.
bei Macrotermes bellicosualle Soldaten weiblich, béNasutitermes arborundagegen alle
mannlich (Noirot 1969b; Lischer 1976).

Bei den Geschlechtstieren wird unterschieden zwisgitimaren und sekundéren (manchmal
auch tertidren) Geschlechtstieren. Unter primarescBlechtstieren (Alaten) versteht man die
klassischen adulten Individuen, die denen andemmirnetaboler Insekten &ahneln. Sie
besitzen gut ausgebildete Fligel und Komplexaugden,Korper ist meist pigmentiert und
sklerotisiert. Die Entwicklung erfolgt Uber mehréMgmphenstadien. Neben den Alaten gibt
es auch noch sogenannte neotene Geschlechtstieoge(i\cs), die als Ersatzgeschlechtstiere
nach dem Tod der Alaten oder als zusatzliche Gesltdtiere neben den funktionellen
Alaten fungieren kénnen. Diese haben ein juvenlassehen und besitzen meistens keine
Fliigel oder Komplexaugen. Die Entwicklung erfoltyei eine einzige Hautung entweder aus
Nymphen (brachypteres/sekundares GeschlechtstignpNoid) oder aus Larven/Arbeitern
(apteres/tertidres Geschlechtstier; Ergatoid) (®evin Korb & Hartfelder 2008). Fur die
Grindung neuer Kolonien sind meist die Alaten vewvartlich, die zu bestimmten
Jahreszeiten in groBen Schwéarmen die Kolonie \satasNach der Landung kommt es zum
Abwurf der Fligel, zur Bildung von Paaren und ndem Fund eines geeigneten Nistplatzes
zur Kopulation (Nutting 1969; Stuart 1969). Wahreted Koloniegrindungsphase kommt es
zu zahlreichen physiologischen Veranderungen desgspaars. Am auffalligsten ist dabei
die enorme VergroRerung des Abdomens einiger Kianegi (Physogastrie), welche mit der
Entwicklung der Ovarien korreliert ist und durchsélehnung der Intersegmentalmembranen
hervorgerufen wird. In der Unterfamilie Macroteriméte kann es so bis zu einer achtfachen
VergroR3erung des Abdomens der Koniginnen kommenrgN@969b; Myles 1999). Durch
diese extreme Spezialisierung konnen physogastrisd@lermitenkéniginnen mehrere
Zehntausend Eier pro Tag legen (Nutting 1969). Bggstrie kommt auch bei den
Ersatzgeschlechtstieren vor, ist jedoch nicht sarkstausgepragt (Myles 1999). Bei
M. darwiniensiskommt es — neben der Koloniegriindung durch geftégdaten — ebenfalls
zur Neugrindung von Tochterkolonien durch Neoterfidgtl 1942; Gay & Calaby 1970;

Goodisman & Crozier 2003). Auch in Feldkolonien dem beiM. darwiniensisbisher
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ausschliel3lich neotene Koniginnen und Konige bdaleagHill 1942; Gay & Calaby 1970;
Watson & Abbey 1985; Goodisman & Crozier 2003).

Die Soldaten sind fur die aktive Verteidigung desléhie gegen Rauber wie z. B. Ameisen
verantwortlich. Dazu gehoren die Warnung und Redmuhg anderer Termiten sowie die
eigentliche Verteidigung (Review in Sobotrék al. 2010). Die Abwehr erfolgt je nach Art
entweder mechanisch, chemisch oder durch eine Kwahbn aus beiden (Delignet al.
1981; Prestwich 1984). Zu diesem Zweck gibt es masis im Kopfbereich verschiedene
morphologische Anpassungen. Soldaten haben meksh astark sklerotisierten, vergréf3erten
Kopf und/oder ebenso vergrolRerte, stark sklerotesiglandibeln. Der Kopf kann dabei zum
Verschluss von Kolonieeingangen genutzt werdenagthosis), die Mandibeln zum Angriff
der FralRfeinde (Prestwich 1984). Zur chemischenteitBgung werden verschiedene
abstof3ende oder giftige Substanzen ausgestoliemeistens in der Frontaldriise gebildet
werden (Prestwich 1979). Eine besondere Spezialisiedafir tritt bei den Soldaten der
Unterfamilie Nasutitermitinae auf. Diese besitzamer spitz zulaufenden Fortsatz am Kopf,
der ,Nasus* genannt wird und an dessen Ende da®iSékrch die Frontalpore ausgestofRen
wird (Prestwich 1979, 1984; Hojet al. 2011). Die Frontaldriise kommt nur in den Familien
Rhinotermitidae, Serritermitidae und Termitidae {®restwich 1979)M. darwiniensiszeigt
ein kombiniertes Abwehrverhalten (Prestwich 1984)satzlich zu den schneidenden
Mandibeln kommt es zur Abgabe eines stark riechenfléssigen und farblosen Sekrets,
welches in den Speicheldrisen (Labialdriisen) gebidrd. Das Sekret enthalt Benzoquinon
und Toluquinon und dient der Immobilisierung desg@as (Moore 1968; Sobotnit al.
2010). Aufgrund der spezialisierten Mundwerkzeugel Soldaten meist nicht mehr in der
Lage, selbst Nahrung aufzunehmen, und missen gefiittrden (McMahan 1969; Luscher
1974b; Suarez & Thorne 2000).

Die vielfaltigsten Funktionen in der Termitenkolenilbbernehmen die Arbeiter. Zu ihren
Aufgaben gehtren Nestbau und -reparatur, Brutpfléd@hrungsbeschaffung sowie die
Futterung der Geschlechtstiere und Soldaten (McMdle69; Stuart 1969; Lischer 1974b).
In der Koloniegrindungsphase erfolgt die Erndhrénsgzh geschlipfter Larven durch das
Konigspaar (Nutting 1969). Spater wird dies — undhaandere Aspekte der Brutpflege wie
das Stapeln der Eisowie das Ablecken zur Bedeckung mit antimikrobielSubstanzen —
von den Arbeitern tbernommen (Watson & Abbey 198@fsuuraet al. 2000, 2010). Die
Futterung der Larven, Soldaten und Geschlechtstidodgt durch Trophallaxis. Der Begriff
Trophallaxis steht fir den Transfer von Flussiglkeis dem Mund eines Tieres zum Mund des

anderen (stomodeal) bzw. vom Rektum eines Tiers ¥Mumd des anderen (proctodeal)
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(McMahan 1969). Verschiedene Tiere konnen als Aebefungieren. Aufgrund ihrer
hemimetabolen Entwicklung ahneln die Larven und Ngen den adulten Tieren im
Korperbau. Die Arbeiterfunktionen werden daher meg@n grol3en Larven und Nymphen
Ubernommen (Lischer 1974b; Thorne 1997; Korb & tdltér 2008). ,Echte” Arbeiter mit
eingeschranktem Entwicklungspotential findet mam muden Familien Mastotermitidae,
Hodotermitidae, Serritermitidae, Termitidae undden meisten Arten der Rhinotermitidae
(Thorne 1997). ,Falsche” Arbeiter gibt es in denmileen Termopsidae, Kalotermitidae und
bei einigen Arten der Rhinotermitidae (GattuRgorhinoterme$ (Thorne 1997; Korb &
Hartfelder 2008). Dabei handelt es sich um totiptad.arven, die das Potential haben, sich in
priméare Geschlechtstiere umzuwandeln (Korb & H&dEe2008). Sie werden héaufig auch als
Pseudergaten bezeichnet, ein Begriff, der nach sér&s Noirot (1947) urspringlich fur
Nymphen mit zurlckgebildeten Flugelanlagen naclerenegressiven Hautung verwendet
wurde (Thorne 1997; Korb & Hartfelder 2008). Dasrkt@mmen ,echter” Arbeiter ist
korreliert mit der Lebensweise (,nesting type“) hadbe (1987) — so kommen ,echte”
Arbeiter bei Termitenarten vor, die aul3erhalb desstBs fouragieren (,separate-piece
nesting” und ,intermediate-type nesting“; auch ,tiple-pieces nesting®), nicht jedoch bei
Termitenarten, die innerhalb ihres Futters lebesinfjle-piece nesting”) (Abe 1987, 1990;
Higashiet al. 1991; Inwarcet al.2007b; Korb & Hartfelder 2008).

Obwohl sich die ontogenetischen Entwicklungswegeisawen den verschiedenen
Termitenarten unterscheiden, kdnnen sie in zwepf@n eingeteilt werden — den linearen
und den zweiastigen Entwicklungsweg (Watson & SEW#85; Korb & Hartfelder 2008). Im

linearen Weg sind die erwahnten ,falschen“ Arbeitar finden, die ein totipotentes
Zwischenstadium mit vier verschiedenen Entwicklungglichkeiten bilden. Sie kénnen sich
durch eine einzige H&autung zum Neotenic entwickeliber ein oder mehrere
Nymphenstadien zum primaren Geschlechtstier oder @n Zwischenstadium — den
Vorsoldaten — zum Soldaten. Aullerdem kommen stagonH&autungen vor, die

gekennzeichnet sind durch geringes Wachstum urdréé Differenzierung und vermutlich
durch Abnutzung der Mandibeln hervorgerufen werff&ob. 2A; Korb & Hartfelder 2008;

Roisin & Korb 2011). Beim zweiastigen Entwicklungsgvkommt es bereits in einem frithen
Stadium zur irreversiblen Trennung in eine gefltgdhymphale) und eine ungefliigelte
(aptere) Entwicklungslinie (Roisin 2000). Individueler nymphalen Linie entwickeln sich
Uber mehrere Nymphenstadien zum geflligelten Geduisteer oder hauten sich zum

nymphoiden Neotenic. Individuen der apteren Linierden zu den erwahnten ,echten®
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Arbeitern, die sich weiter zum ergatoiden Neotewidferenzieren kénnen. Soldaten
entwickeln sich Uber das Zwischenstadium des Vdedeh ebenfalls aus Larven der apteren
Linie (Abb. 2B; Korb & Hartfelder 2008). Der Entvkitingsweg ist korreliert mit der
Lebensweise. Termitenarten der ,multiple-piece ing&t_ebensweise leben meist in grof3en
Kolonien unter relativ stabilen Bedingungen undsgaei den zweiastigen Entwicklungsweg
auf. Die ,one-piece nesting“-Arten benotigen aufgtuer kleineren Kolonien und geringerer
Stabilitat der Umweltbedingungen eine héhere Fiétdh Daher findet man hier haufig den
linearen Entwicklungsweg (Watson & Sewell 1985; IKo& Hartfelder 2008). Bei
M. darwiniensisfolgt die ontogenetische Entwicklung dem zweigstigiWeg (Abb. 2C;
Watsonet al.1977b). Anders als bei anderen Arten entwicketh ggdoch hier die Neotenics
ausschlieBlich aus den Arbeitern, es kommen keymphoiden Neotenics vor. Diese
Neotenics haben ein hohes reproduktives Potedtasje nicht nur als Ersatzgeschlechtstiere
in der Mutterkolonie fungieren, sondern auch eig@reehterkolonien durch Knospung
grinden kénnen (Hill 1942; Gay & Calaby 1970; Kériblartfelder 2008).

(A) linear

Ei L, CF;;,,\ N, Ala

(B) zweiastig

L
— n\‘An—>Neo

Aptere Linie
Ei—L,

~ L, — N, —>Ala |Nymphale Linie

|

Neo
(C) Mastotermes darwiniensis

] ___Vs—> 'S
2-6
/ \An —+Neo

Aptere Linie

Ei— L,

N, ,;,—Ala |Nymphale Linig

Abb. 2: Ontogenetische Entwicklungswege bei Termite

(A) linearer Entwicklungsweg, (B) zweiastiger Entklungsweg, (C) Entwicklung beéWlastotermes
darwiniensis A = ,echter Arbeiter, Ala = gefllgeltes primar&eschlechtstier (Alate), L = juveniles
Tier ohne Flugelansatze (Larve), N = juveniles Tienit Fligelansatzen (Nymphe),
Neo = sekundéares/tertiares Geschlechtstier (Nexter®G = ,falscher* Arbeiter (Pseudergat),
S = Soldat, VS = Vorsoldat, % Anzahl der Stadien. (Nach: Watsenal.1977b; Korb & Hartfelder
2008).
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Obwohl der Einfluss einer genetischen Komponenté die Kastendifferenzierung bei
Termiten nicht ausgeschlossen werden kann (Goodisgn&rozier 2003; Hayashet al.
2007; Lo et al. 2009), sind sich die meisten Autoren einig, dass lkleschriebene
Kastendifferenzierung ein typisches Beispiel fltyPbéanismus darstellt — der Ausbildung
verschiedener Phanotypen bei gleichem genetischerigrund. Polyphanismus bei Insekten
ist ein komplexes Phdnomen, bei dem das Genom mivéltfaktoren interagiert, wobei
durch Hormonantwort verschiedene Anderungen dewiEkiung induziert werden (Nijhout
1999, 2003; Evans & Wheeler 2001). Demnach spia#t ehdokrine System der Termiten
eine wichtige Rolle bei der Kastendifferenzierung.

1.3 Endokrines System der Insekten

Zu den wichtigsten Hormonen im endokrinen SystemIdsekten zahlen die Ecdysteroide
und die Juvenilhormone (JH). Sie spielen eine Rodeder Regulation fast aller Prozesse
hinsichtlich der Entwicklung und Reproduktion (Rewiin Nijhout 1994).

1.3.1 Ecdysteroide

Ecdysteroide werden auch als Hautungshormone lemticda sie bei Insekten und Krebsen
in Prozesse der Hautung involviert sind (Chang 19B@s erste Ecdysteroid — Ecdyson —
wurde von Butenandt & Karlson (1954) isoliert, 8iestimmung der Struktur erfolgte parallel
durch Karlsonet al. (1965) und Huber & Hoppe (1965). Ecdyson ist elas&isches
Steroidhormon mit einem Kern aus vier Ringen unteeiCholesterol-Seitenkette (Abb. 3;
Karlson et al. 1963, 1965). Die Biosynthese erfolgt aus mit dahihng aufgenommenem
Cholesterol in den Prothoraxdrisen (Ringdrise beipteba, Ventraldrisen bei
ursprunglicheren Insektenarten) (Review in Géatlal. 1997b; Spindler 2003). Das Ecdyson
wird in den Drusen nicht gespeichert, sondern mtdtn-gebundener Form freigesetzt und in
die biologisch aktive Form 20-Hydroxyecdyson (20)HEngewandelt (Moriyamaet al.
1970; King & Marks 1974; Gadet al. 1997b; Spindler 2003). Die Umwandlung findet
hauptséachlich im Fettkorper, im Mitteldarm und iendMalpighischen Gefal3en statt (Rees
1995; Gade et al. 1997b). In adulten Tieren Ubernehmen andere Gewdlse
Ecdysteroidbiosynthese, da die Prothoraxdrisenviedén Insektenarten nach der letzten
Hautung degenerieren. Ecdysteroide werden dannts@ipich im Ovar, aber auch in
Hoden, abdominalen Oenozyten und in der Epidereisidet (Review in Gadet al. 1997b;
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Spindler 2003). Die Biosynthese wird durch das hpyaikotrope Hormon (PTTH) aus
lateralen neurosekretorischen Zellen des Gehinsubért (Review in Gadeet al. 1997b;
Marchal et al. 2010). Ein ecdysiostat wirkendes Peptid konntenb®eidenspinneBombyx
mori isoliert werden (Bommo-PTSBombyx moriprothorakostates Peptid). Es inhibiert die
Ecdysteroidbiosynthese larvaler Prothoraxdrisem vitro (Hua et al. 1999).
Strukturverwandte Peptide konnten auch aus dereMiderfeldgrilleGryllus bimaculatus
isoliert werden, welche dort die Ecdysteroidbiobgse des Ovars hemmen (Lorestzal.
1995b, 1997). An der Regulation der Ecdysteroidbitzese sind noch weitere Faktoren
beteiligt wie z. B. das Peptid Neb-TMORNgobellieria bullataTrypsin Modulating Oostatic
Factor®) (Huaet al.1994).

20-Hydroxyecdyson Ecdyson
CH CH; O
HsC ° °
H,C X = OCH3,
O

Juvenilhormon Il

Abb. 3: Struktur von Juvenilhormon Il und der Ecdy steroide 20-Hydroxyecdyson und
Ecdyson.

Neben der Rolle als Hautungshormon haben Ecdydteraioch zahlreiche weitere
Funktionen. Sie sind beispielsweise verantwortfiohdie Stimulation der Vitellogenese und
die Aufnahme von Vitellogenin in die Oozyten depiara (Fallonet al. 1974; Hagedorret

al. 1975; Richardet al. 1998, 2001), sind beteiligt an der Kutikulabilduimg Embryos
(Lagueuxet al. 1979), an der Choriogenese (Bel&tsal. 1993), an der Spermatogenese und
an der Entwicklung der mannlichen akzessorischeis&®r (Review in Happ 1992).
AulBerdem werden Ecdysteroide haufig von reifend@arnEaufgenommen und in diesen
gespeichert (Gadet al. 1997b).
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1.3.2 Juvenilhormone

Die Juvenilhormone (JH) werden hauptséachlich in @erpora allata (CA) gebildet, paarigen
Drusen ektodermaler Herkunft, die posterior im kteekopf lokalisiert sind (Tobe & Stay
1985; Nijhout 1994; Spindler 2003). Die endokrinenktion der CA wurde erstmals bei der
WanzeRhodnius prolixusnachgewiesen (Wigglesworth 1934, 1936). Weitereti8seorte
kénnen die mannlichen akzessorischen Drisen badbpfera oder das Ovar bei Diptera sein
(Review in Gilbert et al. 2000; Goodman & Granger 2005). Juvenilhormone sind
Sesquiterpenoide mit einer Epoxid- und einer Meatsigrgruppe (Abb. 3; Nijhout 1994;
Goodman & Granger 2005). lhre chemische Strukturderuerstmals durch Roéllest al.
(1967) bestimmt. Sie identifizierten ein JH mit K8hlenstoffatomen aus dem Nachtfalter
Hyalophora cecropigRéller et al. 1967), welches spater als JH L{IH) bezeichnet wurde
(Tobe & Stay 1985; Nijhout 1994). Ebenfalls lbicecropiakonnte kurz darauf die Struktur
von JH 1l (G7JH) bestimmt werden (Meyat al. 1968), beiManduca sextalie Struktur von
JH Il (C16JH) (Judyet al. 1973). Inzwischen sind noch weitere naturlich wonknende JH-
Homologe bekannt, wie das JH 0, das 4-Methyl JHhdl dlas JH llI-Bisepoxid (JH
(Review in Goodman & Granger 2005). Zudem wurdeMmgiretern der Heteroptera kirzlich
ein weiteres Bisepoxid gefunden (JHpBKotaki et al. 2009, 2011). JH 1l scheint bei den
meisten Insekten das dominante JH-Homolog zu $éjhdut 1994).

Nach der Biosynthese von JH in den CA wird diesesia Hamolymphe abgegeben. In der
Hamolymphe wird das JH mittels Juvenilhormon-birgknProteine (JHBP) transportiert
(Whitmore & Gilbert 1972). Diese Proteine mit eindrahen Molekulargewicht und einer
hohen Affinitat fir JH gehéren zu den Lipophorineamd Hexamerinen. Durch die Bindung
von JH an JHBP wird der Transport des Lipidmolekilsch die wassrige Umgebung der
Hamolymphe zu den Zielgeweben gewahrleistet. Whaitererhindert die Bindung von JH an
JHBP die unspezifische Adsorption an Membranen ded Abbau durch unspezifische
Esterasen (Nijhout 1994; de Kort & Granger 1998b6&t et al. 2000; Goodman & Granger
2005).

Da keine Speicherung von JH in den Corpora alldtdge (Nijhout 1994; Gadet al. 1997hb),
hangt der JH-Hamolymphtiter direkt von der JH-Biusyeserate und dem Abbau des JHs ab.
Am Abbau des JHs sind zwei verschiedene Enzymaeligete die JH-Esterase (JHE) und die
JH-Epoxidhydrolase (JHEH) (Slade & Zibitt 1971, 297Die beiden Enzyme haben je nach
Insektenart einen unterschiedlichen Anteil am JHy#&lh bei den meisten Insekten spielt die
JH-Esterase die Hauptrolle (Hammock 1985). Der Abban JH zu JH-S&aure durch JHE
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erfolgt in der Hamolymphe und in verschiedenen Gmmmewie dem Fettkérper, dem
Mitteldarm und dem Integument (Hammock 1985; Jesoiaet al. 1992). Diese JH-
spezifische Esterase kann dabei auch an JHBP gebesidH abbauen (Touhataal. 1995).
JHEH kommt ausschlie3lich im Gewebe vor und bauzdHH-Diol ab (Hammock 1985;
Jesudasoet al. 1992).

1.3.3 Regulation der Juvenilhormonbiosynthese

Die JH-Biosynthese wird durch neurosekretorischesekial aus dem Gehirn reguliert. Erste
Anzeichen fir inhibitorische Substanzen produzierZellen des Pars intercerebralis des
Protocerebrums zeigten sich in Experimenten mit SenabeLeucophaea maderaeie
einseitige Durchtrennung der Nervi corporis cand(ddCC) fuhrte zu einer Akkumulation
von neurosekretorischem Material vor der Schnitestend dem Verschwinden desselben
hinter der Schnittstelle. Weiterhin kam es zu eiWergréf3erung des Corpus allatum der
operierten Seite (Scharrer 1952). Die beidseitigercBtrennung der NCC fuhrte zu
Uberzahligen Larvalhautungen des letzten Larvaistasl vonL. maderae(Scharrer 1946).
Beide Experimente deuteten auf eine verstarkte viéti der CA hin. Spater stellte sich
heraus, dass die inhibitorischen Substanzen Péptidkter haben und die CA zusatzlich zur
erwahnten nervoésen Verbindung ebenfalls Gber dradtigmphe (humoral) erreichen kdnnen
(Rankin et al. 1986). Zahlreiche weitere Experimente lieRen véemudass die Regulation
der CA-Aktivitat Uber Neuropeptide aus verschiesgemeeurosekretorischen Zellen des
Gehirns erfolgt (Review in Tobe & Stay 1985). Diesatoregulierenden Neuropeptide
werden anhand ihrer Funktion als Allatostatine (A8ihibierend) oder Allatotropine (AT,;

stimulierend) bezeichnet.

1.3.3.1 Allatostatine

Die Allatostatine (AST) konnen aufgrund struktueelMerkmale in drei Gruppen eingeteilt
werden — Allatostatin Typ A, B und C. Allatostatimkes A-Typs wurden erstmals aus
Gehirnen der Pazifischen Kéaferschdbiploptera punctataisoliert (Prattet al. 1989, 1991,
Woodheadet al. 1989) und werden daher auch als Schaben-AST bemticSie zeichnen
sich aus durch die carboxyterminale Pentapeptigsequ//FXFGL/I/V-amid. Diese ist
essentiell fur die inhibitorische Wirkung auf dig-Biosynthese (Hayest al. 1994; Kaiet al.
2011). Bis heute sind weitere AST-A Peptide augrétern der Ordnungen Blattaria (Belles



12 Einleitung

et al. 1994; Weaveet al. 1994; Predeét al. 1999), Caelifera (Veelaeet al. 1996a), Diptera
(Duve et al. 1993; Veenstrat al. 1997; Birgulet al. 1999), Ensifera (Lorenet al. 1995a),
Hymenoptera (Bendenet al. 1999), Isoptera (Yaget al. 2008), Lepidoptera (Davist al.
1997; Duveet al. 1997a, c) und Phasmatodea (Loremnal. 2000) isoliert worden. Aus vier
Vertretern der Crustacea konnten ebenfalls verdehe AST-A Peptide isoliert werden
(Duve et al. 1997b, 2002; Dircksert al. 1999; Fuet al. 2005). Auch in Invertebraten
aulBerhalb der Arthropoden scheinen AST-A ahnlicteptiBe vorzukommen. Durch
immunozytochemische Untersuchungen konnte AST-Aliéia Immunoreaktivitat in den
Gruppen Hydrozoa, Cestoda, Trematoda, Turbelld@mnatoda, Oligochaeta, Gastropoda
und Cephalopoda nachgewiesen werden (Review inddeed al. 1999).

Die AST-A Peptide sind 5 bis 27 Aminoséauren lang\(®et al. 1997b; Bendenat al. 1999).
Sie sind auf einem einzelnen Gen kodiert und werderorm eines Polypeptid-Vorlaufers
exprimiert. Das erste AST-A Gen wurde — wie auchoscdas erste AST-A Peptid — bei
D. punctataidentifiziert (Donlyet al. 1993). Auf diesem sind 13 potentielle AST-A Pegtid
kodiert. Diese werden von dibasischen endoprotisalytn Schnittstellen (Lys-Arg bzw.
Arg-Arg) flankiert, die die Freisetzung der Peptales dem Prohormonvorlaufer ermdglichen
(Veenstra 2000). In den letzten 20 Jahren konnte A&T-A Gen in zahlreichen
Insektenordnungen identifiziert werden. Dazu gehérerschiedene Vertreter der Blattaria
(Ding et al. 1995; Belleset al. 1999), Caelifera (Vanden Broeek al. 1996), Diptera (z. B.
Eastet al. 1996; Lenzet al. 2000b; Alves-Silveet al. 2010), Ensifera (Meyering-Vost al.
2001), Hemiptera (Richardd al.2010; Zandawalat al.2012), Hymenoptera (Munoz-Torres
et al. 2010), Isoptera (Elliotet al. 2009b) und Lepidoptera (Davey al. 1999; Secheet al.
2001; Abdel-latief et al. 2004c). Bei den Coleoptera scheint dagegen keil-AS
vorzukommen (Liet al. 2008). Auch bei einigen Crustacea- (z. B. ¥nal. 2006) und
Arachnida-Arten (Donohuet al. 2010) konnte das Allatostatin A-Gen identifiziarerden.
Die AST-A Gene zeigen eine starke Variabilitat lehdich ihrer Lange und der Anzahl der
kodierten AST-A Peptide. Dabei scheint die Anzahl #odierten Peptide im Laufe der
Evolution abgenommen zu haben. So enthalten digndPmonvorlaufer der Crustacea
meistens Uber 30 AST-A Peptide, jedoch nur 12 Hisbéi den Dictyoptera. Bei den am
weitesten evolvierten Diptera kodiert das AST-A Qumr noch fur vier bis funf AST-A
Peptide.

Die Hemmung der JH-Biosynthese der CA durch ASTeptRlein vitro ist schnell und
reversibel (Woodheadt al. 1989). Effektive Konzentrationen liegen in einerar@ch von

10 bis 10" M fiir eine Inhibition von 50%. Die namensgebendak&ion scheint jedoch auf
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Schaben (Pratt al. 1989; Woodheaet al. 1989), Grillen (Lorenzt al. 1995a), Termiten
(Yagi et al.2005) und Heuschrecken (&t al. 2005; Clarket al. 2008) beschrankt zu sein. In
anderen Insekten wurden zahlreiche andere WirkunigenAST-A Peptide nachgewiesen.
Generell scheinen sie fur eine Hemmung der visger®dMuskulatur zustdndig zu sein. Sie
wirken myoinhibitorisch auf den Vorderdarm bei Laégptera (Duveet al. 1999), auf den
Mitteldarm bei Blattaria (Fusét al. 1999) und auf den Hinterdarm bei Blattaria undt&ip
(Duve & Thorpe 1994; Langet al. 1995; Duveet al. 1996). Eine myoinhibitorische Wirkung
auf spontane Kontraktionen des Ovidukts bei derseleteckeSchistocerca gregari&onnte
ebenfalls nachgewiesen werden (Veelatral. 1996a). Bei der Schaligattella germanica
fuhrte die Behandlung mit AST-A zu einer Verringeguder Herzschlagrate (Vilaplae# al.
1999b). Ebenfalls bdB. germanicakonnte eine mégliche Auswirkung von AST-A auf die
Fortpflanzung durch Inhibition der Freisetzung Wtellogenin aus dem Fettkdrper vitro
nachgewiesen werden (Martéh al. 1996). Weiterhin wurde eine Stimulation der Freisag
von Verdauungsenzymen im Mitteldarm von Schaben @Gmidlen durch AST-A Peptide
beobachtet (Fusét al. 1999; Aguilaret al.2003; Woodringet al.2009).

Die verschiedenen Funktionen der AST-A Peptideggdiesich auch in ihrer Verbreitung im
Korper wider. Immunozytochemische Untersuchungeigt@e Immunoreaktivitat gegen
AST-A Antikorper in zahlreichen Geweben der untehldan Insekten. Im Gehirn von
Diploptera punctatawurde Immunoreaktivitat in mehr als 30 lateralerunosekretorischen
Zellen des Pars lateralis im Protocerebrum nachegemi. Axone dieser Zellen verlassen das
Gehirn Uber die NCC Il und innervieren die Corpoeadiaca (CC), sowie Uber die Nervi
corporis allati I (NCA 1) die CA. Auch in vier mealen neurosekretorischen Zellen des Pars
intercerebralis im Protocerebrum wurde Immunoreékit gefunden (Stagt al. 1992). Diese
projizieren zu den lateralen neurosekretorischelle@ewas auf eine neuromodulatorische
Rolle der AST-A Peptide deutet (Stagt al. 1992; Bendenaet al. 1999). Ahnliche
Immunoreaktivitat wurde auch bei Grillen (Neuhausteal. 1994), Heuschrecken (Veelaett

al. 1995) und Termiten (Yaget al. 2005) beobachtet. Dagegen wurde keine AST-A
Immunofarbung innerhalb der CA z. B. bei der Fli€&mliphora vomitoria(Duve & Thorpe
1994) oder beim Ohrwurrkuborelia annulipegRankinet al. 1998) nachgewiesen, also bei
Insektenarten, deren CiA vitro keine Hemmung der JH-Biosynthese durch AST-A epti
zeigen. Eine starke Immunofarbung der CC deuteduddrin, dass dieses Neuroh&malorgan
der Freisetzung der AST-A Peptide in die Hamolymphent (Witeket al. 1999). Weitere
Immunoreaktivitat gegen AST-A Antikdrper wurde baobtet in verschiedenen Zellen und

Axonen im Proto-, Deuto- und Tritocerebrum (ReviewBendenaet al. 1997, 1999), im
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Frontalganglion (Duvet al. 1999; Elliottet al. 2009a), in Thorakal- und Abdominalganglien
(Duve et al.1993; Elliottet al.2009a), im Unterschlundganglion (Bendetal. 1997; Elliott

et al. 2009a) und in Nervenfasern, die verschiedene TeigeDarms innervieren (Review in
Bendeneet al. 1999). Aufgrund ihrer Verbreitung Uberwiegend ier&chen des Gehirns und
des Darms werden AST-A Peptide haufig auch als jj@dbarm-Peptide” bezeichnet.
Rezeptoren fir AST-A Peptide wurden bisher nurvibenigen Insektenarten identifiziert. In
der FliegeDrosophila melanogastewurden zwei Rezeptoren gefunden (Birgiilal. 1999;
Lenz et al. 2000a, c), bei den SchabBeriplaneta americangAuerswaldet al. 2001) und
Diploptera punctata(Lungchukietet al. 2008a) sowie beim SchmetterliBpmbyx mori
(Secher et al. 2001) jeweils einer. Durch Genomanalysen sind isawen AST-A
Rezeptorgene bei weiteren Arten bekannt, z. B. dmmi parasitischen Wesplasonia
vitripennis (Hauseret al. 2010). Bei den AST-A Rezeptoren handelt es sichGurotein
gekoppelte Rezeptoren mit sieben Transmembrandoméadie starke Ahnlichkeit zu
Galaninrezeptoren bei Saugetieren aufweisen (Beg@l. 1999). Die Rezeptorgene werden
in verschiedenen Geweben exprimiert, z. B. im GghDarm und den Gonaden, was die
Multifunktionalitat der AST-A Peptide bestétigt (®er et al. 2001; Gadeet al. 2008;
Lungchukietet al. 2008a). Die Expression des Rezeptorgens in Gemrch CA ist dabei
korreliert mit der Sensitivitat der CA gegen Intidn durch AST-A Peptide (Stagt al. 1991;
Lungchukietet al.2008b).

Allatostatine des B-Typs sind Nonapeptide mit jdgveinem Tryptophan an Position 2 und 9.
Diese W(X})W-amid Peptide wurden erstmals bei der Europaiscihamderheuschrecke
Locusta migratoria aufgrund ihrer inhibitorischen Wirkung auf Konttihen des
Hinterdarms identifiziert (Schoofst al. 1991). Auch beim Tabakschwarnianduca sexta
wurden zwei W(X3W-amid Peptide mit inhibitorischer Wirkung auf die
Hinterdarmperistaltik isoliert (Blackburmt al. 1995). Diese Peptide wurden daher als
myoinhibitorische Peptide (Locmi-MIP bzw. Manse-NilBezeichnet. Erst Lorenet al.
(1995b) haben die Inhibition der JH-Biosynthese Hder Mittelmeerfeldgrille Gryllus
bimaculatus und beim HeimchenAcheta domesticusdurch W(X}W-amid Peptide
nachgewiesen. Sie bezeichneten die neu isoliereamdgeptide au&. bimaculatuslaher als
Allatostatin B-Peptide (Grillen-AST). Weitere AST-Beptide bzw. AST-B Gene wurden
bisher identifiziert beiBombyx mori(Lepidoptera; Huaet al. 1999), Carausius morosus
(Phasmatodea; Loreret al. 2000), Periplaneta americandBlattaria; Predelet al. 2001),

Tribolium castaneuntColeoptera; Liet al. 2008), bei den DipterBrosophila melanogaster
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(Williamson et al. 2001a) undAnopheles gambiaéRiehle et al. 2002) sowie bei den
Hemiptera Myzus persicaeund Aphis gossypii (Christie 2008). Auch bei anderen
Invertebraten konnten AST-B Peptide identifiziererden, wie bei den Crustac€ancer
productus(Fu et al. 2005) undDaphnia pulex(Gardet al. 2009; Christieet al. 2011) sowie
bei den Annelidddelobdella robustaindCapitella teleta(Veenstra 2011).

AST-B Peptide wirkenin vitro inhibitorisch auf die JH-Biosynthese der CA beiillén
(Lorenz et al. 1995b), Kurzfihlerschrecken (lat al. 2005) und beim Mehlk&afeFenebrio
molitor (Abdel-latief & Hoffmann 2010), jedoch nicht beageren Insektenarten (Loreet
al. 2000; Oehet al. 2000). Weitere Funktionen der AST-B Peptide sirel Hemmung der
Ecdysteroidbiosynthese der ProthoraxdriseBloenbyx mor{Huaet al. 1999) und des Ovars
bei G. bimaculatus (Lorenz et al. 1997), die Hemmung der Oviduktkontraktion bei
L. migratoria (Schoofset al. 1991) und die bereits erwahnte Hemmung der Daristpik
bei M. sexta(Blackburnet al. 1995), Leucophaea maderaé&. migratoria (Schoofset al.
1991) undPeriplaneta americangPredelet al. 2001). Ahnlich wie Allatostatine des A-Typs
zeigen auch die AST-B Peptide eine weitreichendabM#&ung im Insektenkérper.
Immunoreaktivitat und/oder Genexpression wurde gawliesen in verschiedenen Bereichen
des Gehirns (z. B. Pars intercerebralis und lagram Unterschlundganglion, in Nerven von
CC und CA, in abdominalen und thorakalen Gangligmer auch im Hoden, Ovar und
verschiedenen Teilen des Darms (Wigtlal. 1999; Wang 2004; Griebler 2009).

Das erste Allatostatin des C-Typs wurde aus demf Kop Manduca sextasoliert. AST-C
Peptide werden daher auch Lepidoptera-AST gen®ras.isolierte Peptid mit der Struktur
PEVRFRQCYFNPISCF-OH ist nicht amidiert, N-termirbckiert und inhibierin vitro die
JH-Biosynthese der CA vavl. sextaundHeliothis virescengKrameret al. 1991). Es enthalt
eine Disulfidbricke zwischen den Cysteinen an Rwosi? und 14, die wichtig fur die
Konformation des Peptids und die Bindung an oddivdcung des Rezeptors ist (Audslety
al. 2008). Weitere AST-C Peptide und AST-C Gene wurtleanderen Lepidoptera-Arten
z. B. Lacanobia oleracegEdwardset al. 2001) undSpodoptera frugiperdgéAbdel-latief et

al. 2003), bei Tribolium castaneum(Weaver & Audsley 2009) und bei den Diptera
Drosophila melanogastgiWilliamson et al. 2001b),Anopheles gambiagRiehleet al. 2002)
und Aedes aegyptiLi et al. 2006) identifiziert. Im Genom der Honigbiedgis mellifera
wurde ein Peptid lokalisiert, welches aufgrund gkmsdener Variationen zuerst nicht als
AST-C erkannt wurde. Es ist amidiert und die C-ieate Sequenz ist nicht PISCF, sondern
AVSCF (Hummonet al. 2006). Auch bei der parasitischen Wedgasonia vitripennis
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(Hauseret al. 2010) wurde das AST-C Gen mit dieser Variatiomideiert. Bei einigen
hemimetabolen Insekten und anderen Arthropoden avetienfalls die amidierte AVSCF-
Variante gefunden (Veenstra 2009; Weaver & Aud2@go).

Die Inhibition der JH-Biosynthesm vitro wurde bisher nur bei Nachtfaltern und Mucken
nachgewiesen (Kramat al. 1991; Liet al. 2006; Audsleyet al. 2008). Dabei gibt es grol3e
Unterschiede zwischen den einzelnen Arten. 8efrugiperdabeispielsweise wirkt AST-C
nur inhibierend auf vorher durch AT stimulierte @@ehet al.2000). AST-C Peptide wirken
aulBerdem myoinhibitorisch auf den Vorderdarm initleptera (Review in Audslegt al.
2008) und cardioinhibitorisch bdd. melanogaster(Price et al. 2002). Wie AST-A und
AST-B Peptide sind AST-C Peptide weit verbreitet zentralen Nervensystem (Review in
Audsley et al. 2008). AST-C Genexpression findet sich im Gehlvhiteldarm und den
Reproduktionsorganen (Abdel-latief al. 2004b; Griebler 2009).

Zusatzlich zum erwahnten AST-C Gen wurde in allegekten mit vollstandig sequenziertem
Genom sowie in der Zeckrodes scapularigin weiteres Gen gefunden, welches ein AST-C
ahnliches Peptid kodiert. Aufgrund der hohen AMkgt zum AST-C wird es als
Allatostatin Doppel-C (AST-CC) bezeichnet. Die Ftiok des Peptids ist bisher nicht
bekannt. Das AST-CC Gen wird im Vergleich zum ASTSEn in adulterD. melanogaster
jedoch nur sehr schwach exprimiert (Chintapetllal. 2007; Veenstra 2009).

1.3.3.2 Allatotropine

Bei den Allatotropinen (AT) wurden zwei struktureihterschiedliche Peptide identifiziert.
Das erste AT-Peptid mit der Struktur GFKNVEMMTARGRyd wurde aus dem Kopf von
Manduca sext@soliert (Manse-AT). Es fulhrte zu einer Steigeruiey JH-Biosynthese der CA
in vitro bei adultenM. sextaund Heliothis virescensjedoch nicht bei Larven und Puppen.
Kein Effekt wurde beobachtet beim K&af&éenebrio molitoy bei der Schab®eriplaneta
americanaoder bei der Heuschreck&chistocerca nitengKataokaet al. 1989). Ahnliche
Peptide wurden auch bei weiteren Lepidoptera (Aaydst al. 2000; Oehet al. 2000) sowie
bei Diptera, Coleoptera und Orthoptera gefundervigRein Elekonich & Horodyski 2003).
Das erste AT-Gen wurde ebenfalls béi sextasequenziert (Tayloet al. 1996). Es wird in
drei verschiedenen mRNA-Isoformen exprimiert, diehsdurch alternatives Splicing
voneinander unterscheiden (Taylet al. 1996; Leeet al. 2002). Auch bei anderen
Schmetterlingen (z. B. Truesdedit al. 2000; Abdel-latiefet al. 2003) und bei Micken
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(Veenstra & Costes 1999; Riehé al. 2002) konnten AT-Gene identifiziert werden. Bei
Drosophila melanogastetagegen scheint AT nicht vorzukommen (Vanden Bc@&01).
Neben der Stimulation der JH-Biosynthesevitro bei adulten Schmetterlingen (Kataokia
al. 1989; Oelet al.2000), Micken (Liet al.2003b) und Honigbienen (Rachinséiyal.2000)
konnten noch weitere Funktionen von AT beobachtstien. Aud_ocusta migratoriskonnte
ein AT-&hnliches Peptid mit myotroper Wirkung aufvi@ukt und Hinterdarm von
L. migratoria und Leucophaea maderaisoliert werden (Paemeat al. 1991). Myotrope
Wirkung auf Herz und Vorderdarm wurde Ibéi sextaundHelicoverpa armigerdeobachtet
(Veenstraet al. 1994; Duveet al. 1999). Ebenfalls beM. sextawurde die Inhibition des
lonentransports im Mitteldarm durch AT gezeigt (Leteal. 1998). AT-Peptide sind ahnlich
wie AST-Peptide weit verbreitet im zentralen Nemsgstem, aber auch in nicht-neuralen
Geweben (Review in Gade & Hoffmann 2005; Audsktyal. 2008). AT-Genexpression
findet sich im Gehirn, Mitteldarm und den Reprodoisorganen (Abdel-latiedt al.2004Db).

Beim NachtfalterSpodoptera frugiperd&onnte zuséatzlich zum Manse-AT ein weiteres Gen
identifiziert werden, das fiur ein strukturell unéibines Peptid kodiert. Das potentielle Peptid
weist die C-terminale Struktur NPISCF auf, die igeh zum C-Terminus von AST-C bei
S. frugiperdaist. Aufgrund seiner allatostimulierenden Wirkungadulten Weibchen wurde
das Peptid als Spofr-AT2 bezeichnet (Abdel-latief al. 2004a). RNA-Interferenz-
Experimente deuten jedoch auf eine entwicklungsadpgé Wirkung von AT2 hin —
allatoinhibierend bei Larven, allatostimulierend Belulten (Griebleret al. 2008; Griebler
2009).

1.3.3.3 Weitere regulatorische Substanzen

Neben den allatoregulierenden Neuropeptiden wiré dH-Biosynthese auch durch
Neurotransmitter wie Dopamin, L-Glutamat und Octopabeeinflusst (Goodman & Granger
2005).

Juvenilhormone und Ecdysteroide haben zudem sé&lindluss auf ihre Biosynthese, sowie
einen gegenseitigen Einfluss aufeinander (Tobeay $885; Nijhout 1994; Schat al. 1997,
Goodman & Granger 2005; Marchatlal.2010).
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1.3.4 Funktionen von Juvenilhormonen

Zu den vielfaltigen Funktionen der JHs zahlen dierhvhderung der Metamorphose bzw.
Adulth&utung im juvenilen Tier (Wigglesworth 1934936), die Stimulation der Eireifung
(Wigglesworth 1936), die Regulation der Vitellogesynthese im Fettkdrper (Engelmann
1969; Pan & Wyatt 1971) und der Aufnahme des \4gghins in die Oozyten (Bell & Barth
1971), die Stimulation der Entwicklung der manndoh akzessorischen Drisen
(Wigglesworth 1936) und der Proteinsynthese di@Beiachset al. 1992). AuRerdem spielt
JH eine Rolle bei der Embryogenese (Review in Gaodr& Granger 2005), bei der
Diapause (de Wilde & de Boer 1961; Chippendale &n Yl973) und der
Pheromonbiosynthese und -freisetzung (Cusson & McI89; Cussoret al. 1990). Auch
am Polyphénismus von Heuschrecken und BlattlausedH beteiligt (Review in Nijhout
1994; Hartfelder 2000). Bei Honigbienen spielt JieeRolle bei der Regulation des
Verhaltens (Review in Robinson 1992). Auch die Kndtfferenzierung bei sozialen Insekten

soll von JH abhangig sein.

1.4 Juvenilhormon und Kastendifferenzierung

Erste Hinweise fur die Beteiligung von JH an deste€adifferenzierung von Termiten zeigten
sich bei histologischen Untersuchungen der Corptasia von verschiedenen Kasten. Dabei
wurden vergroRerte CA vor und nach der Hautung Bmsiatzgeschlechtstieren und bei
Vorsoldaten gefunden (Kaiser 1956; Luscher 195B8)9Eine VergroRerung der CA bei
gleichzeitiger Abnahme der Kerndichte lasst aufeedunahme der Aktivitdt schlie3en
(Engelmann 1957). VergroRerte CA finden sich aliehtnnur in Ersatzgeschlechtstieren,
auch primare Geschlechtstiere nach Koloniegrindkiigig und Konigin) weisen ein grofRes
CA-Volumen auf (LUscher & Springhetti 1960; Noirdi969a). Bei physogastrischen
Kdniginnen vonMacrotermes subhyalinuseispielsweise kdnnen die CA im Vergleich zu
gefligelten Alaten um das Hundertfache vergro3erein s (Luscher 1976).

Implantationsexperimente von Lischer (1958) erlieackveitere Hinweise auf die Rolle von
JH bei der Kastendifferenzierung. Die Implantatadstiver CA in Larven, Nymphen oder

Pseudergaten vaikalotermes flavicolligtihrte zur Bildung von Vorsoldaten (Luscher 1958;
Lischer & Springhetti 1960). Auch die Behandlung g oder JH-Analoga (JHA) wie

Methopren oder Hydropren durch topikale Applikatiémektion oder Verfutterung loste in

allen bisher untersuchten Termitenarten eine wiist®ildung von Vorsoldaten aus (Hrdy &
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Kiecek 1972; Howard & Haverty 1979; Miura & Scharf 2p1Dabei wurde meistens keine
hundertprozentige Umwandlung in Vorsoldaten beotedgcldie Vorsoldatenbildung schien
abhangig von der Kompetenz der behandelten Indévidiu sein (Springhetti 1972; Luscher
1974a; Okot-Kotber 1980a). Dartiber hinaus kam efidhdur Bildung von Zwischenformen
zwischen verschiedenen Kasten (Interkasten), diekidige beider Kasten aufwiesen. So
konnten Interkasten zwischen Nymphe-Vorsoldat @dbeiter-Vorsoldat beobachtet werden
(Hrdy & Kiecek 1972; Lelis & Everaerts 1993; Miuea al.2003).

Untersuchungen der JH-Biosynthese und des JH-Thestatigten die Vermutungen und
Ergebnisse der frihen Implantations- und Applikedexperimente. Sehr hohe JH-Titer und
eine hohein vitro JH-Biosynthese konnten wahrend der Soldatendifizeeung und
besonders in Vorsoldaten nachgewiesen werden. Bedejtern” und Soldaten waren JH-
Titer undin vitro JH-Synthese geringer (Park & Raina 2004; Cornetttal. 2008; Elliott &
Stay 2008). Wahrend der Imaginalentwicklung Uber Mymphenstadien zur Alate wurden
abnehmende JH-Titer nachgewiesen, die ihr Minimumittelbar vor der Adulth&utung
erreichten (Cornettet al. 2008; Korbet al. 2012). Neotenics wiesen ebenfalls nur geringe
JH-Hamolymphtiter auf (Cornettet al. 2008). Wéahrend ihrer Differenzierung kam es jedoch
zum Anstieg dem vitro JH-Synthese unmittelbar vor der Hautung (ElliotS&y 2008), was
sich auch in der VergroRerung der CA kurz vor dautdng widerspiegelt (Lischer 1957).

Nijhout & Wheeler (1982) haben die bis dahin bekannFakten zusammengefasst und ein
Modell fir den Einfluss von JH auf die Kastendiffiezierung entwickelt. Die
Kastendifferenzierung wurde dabei am Beispiel eilRs®udergaten betrachtet (linearer
Entwicklungsweg, siehe Abb. 2, S. 7). Dieser har \Entwicklungsoptionen — stationare
Hautung oder Weiterentwicklung zum Vorsoldaten ¢{&t#n), zum Neotenic oder zur
Nymphe (Alate) (Review in Korb & Hartfelder 2008)ie Art der néchsten Hautung wird
dabei — wie bei anderen Insekten auch — durch Hemitér der Phase zwischen letzter und
nachster Hautung (Zwischenhautungsintervall) bestiRiddiford 1994). Dem Modell nach
gibt es im Zwischenhautungsintervall drei JH-kdtie Phasen (Abb. 4). Die erste Phase
kontrolliert die Entwicklung von Fortpflanzungsorgen (Gonaden, externe Genitalien,
akzessorische Driisen), die sich sowohl bei Nympgklatén als auch bei Neotenics
entwickeln (Nijhout & Wheeler 1982). Diese Phadé #Zeitlich mit der hochsten Kompetenz
der Pseudergaten zur Neotenicbildung zusammen Iietisé952). Die zweite Phase
kontrolliert die Entwicklung der nicht-sexuellen éitmerkmale, die nur bei Nymphen/Alaten

zu finden sind (Augen, Fligel, Pigmentierung). Bisher JH-Titer wahrend dieser ersten
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beiden Phasen verhindert die Ausbildung der geeanMerkmale (Nijhout & Wheeler
1982). In der zweiten Halfte des Zwischenhauturtgsialls gibt es eine dritte JH-kritische
Phase, die zeitlich mit der héchsten Kompetenz Rlsrudergaten zur Vorsoldatenbildung
zusammenfallt (Springhetti 1972; Lischer 1974a)esbi dritte Phase kontrolliert die
Entwicklung typischer Soldatenmerkmale (VergroRgrurKopf und Mandibeln,
Pigmentierung). Die Ausbildung der Soldatenmerknvalel durch einen niedrigen JH-Titer
wahrend der dritte Phase verhindert (Nijhout & Wee&982; Nijhout 1994). Ein geringer
JH-Titer wahrend des gesamten Zwischenhautunggaikefihrt demnach — &hnlich wie bei
anderen hemimetabolen Insekten (Lanzremt al. 1985a; Nijhout 1994) - zur
Imaginalentwicklung, Uber die Nymphe zur Alate. Didntwicklung eines
Vorsoldaten/Soldaten  erfordert einen hohen JH-Titevdhrend des gesamten
Zwischenhautungsintervalls. Hohe JH-Titer zu Begiles Intervalls und geringe am Ende
des Intervalls fihren zur stationaren Hautung, dagekehrte Muster fuhrt zur Bildung von
Neotenics (Nijhout & Wheeler 1982). Dabei ist zu abtieten, dass das
Zwischenhautungsintervall bei der Neotenicbilduegkiirzt ist (Lischer 1952), die Hautung
findet statt, bevor die dritte JH-kritische Phageieht ist (Abb. 4; Nijhout & Wheeler 1982).

sexuelle nicht-sexuelle Soldaten-
Merkmale  Adultmerkmale merkmale

.= Vorsoldat - Soldat

Pseudergat

Juvenilhormontiter

— — Nymphe - Alate

Dauer des Zwischenh&utungsintervalls/
JH-kritische Phasen

Abb. 4: Modell Uber den Einfluss des Juvenilhormorniters auf die Kastendifferenzierung bei
Termiten mit linearem Entwicklungsweg.

Jede Kurve reprasentiert einen hypothetischen Merlades Juvenilhormontiters im
Zwischenhautungsintervall eines Pseudergaten béwvig&ldung der angegebenen Kasten. Graue
Boxen: JH-kritische Phasen fir die Kontrolle detvidoklung von spezifischen Merkmalen. (Nach:
Nijhout & Wheeler 1982; Nijhout 1994).
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Bei Termiten mit zweiastigem Entwicklungsweg (siéklgh. 2, S. 7) ist nur wenig tber die
Kontrolle der Kastendifferenzierung bekannt. Esdwaine maternale Determination Uber
Einlagerung verschiedener Mengen von JH in die #emutet (LUscher 1976; Lanzreat

al. 1985b; Watson & Abbey 1987). Der JH-Gehalt vonrici@usMacrotermes subhyalinus
Kolonien beispielsweise unterliegt saisonalen Sctkwagen, &hnlich den saisonalen
Schwankungen bei der Bildung von Nymphen. Kurz besioh normalerweise Nymphen
entwickeln, konnte ein geringerer JH-Gehalt in Eieachgewiesen werden (Luscher 1976).
Die Determination der Soldaten erfolgt spater ihaty der apteren Linie. Auch hier scheint
ein hoher JH-Gehalt die Voraussetzung fir die Ecklung zu sein (French 1974; Lenz 1976;
Okot-Kotber 1980a). Anders als bei den niederenmiten Kalotermes flavicollisund
Zootermopsis angusticolliSpringhetti 1972; Lischer 1974a) liegt bei dehdrén Termiten
die Phase der hdochsten Kompetenz zur Vorsoldatemigl vermutlich in der ersten Halfte

des Zwischenhautungsintervalls (Okot-Kotber 1980a).

Die Ausbildung von Geschlechtstieren bei niedrigitirTiter unterscheidet sich deutlich von
der Kastendifferenzierung der sozialen Hymenoptééniginnen bei Hummeln, Bienen und
Ameisen entwickeln sich meist unter Einfluss eimedhien JH-Titers oder kdnnen durch
Zugabe von JH kunstlich erzeugt werden (z. B. le&tdr 1987; Rachinsket al. 1990;
Cnaaniet al.2000).

Die Kastendifferenzierung wird durch verschiedengrimsische und intrinsische Faktoren
beeinflusst (Review in Miura & Scharf 2011). Zu dertrinsischen Faktoren gehoren
beispielsweise der Ernahrungszustand bzw. das GewfOkot-Kotber 1982), das
Entwicklungsstadium (Okot-Kotber 1980c) oder dientfmetenz des Individuums (Lischer
1952, 1974a; Springhetti 1972; Okot-Kotber 198@a).den extrinsischen Faktoren zahlen
Umwelteinflisse wie Jahreszeit (Luscher 1972, 1H&yerty & Howard 1981; Howard &
Haverty 1981; Liuet al. 2005a), Temperatur (Waller & La Fage 1988; ktual. 2005b) oder
Qualitat und Quantitat der Nahrung (Park & Rain@32&orb & Katrantzis 2004, Liet al.
2005b). Soziale Faktoren wie die GrolRe (Haverty919%lliott & Stay 2008; Mao &
Henderson 2010) und die Zusammensetzung der Kolomissen ebenfalls zu den
extrinsischen Faktoren mit Einfluss auf die Kast#fecenzierung gerechnet werden. Die
Koloniezusammensetzung spielt eine besonders drole, da gezeigt werden konnte, dass
Individuen einer bestimmten Kaste inhibierend dafhtstehung neuer Individuen derselben

Kaste wirken kénnen. So wirken Soldaten hemmendi@uBildung von Vorsoldaten (Castle
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1934; French 1974; Park & Raina 2003) und funktien€eschlechtstiere hemmend auf die
Entwicklung von Nymphen und Neotenics (Castle 1934scher 1952; Bordereau 1975).
Andererseits konnte aber auch eine stimulierenderkdWg beobachtet werden.
Geschlechtstiere wirken férdernd auf die Bildunguare Vorsoldaten (Springhetti 1969;
Bordereau & Han 1986), Soldaten dagegen stimuliemie Entwicklung von
Geschlechtstieren (Luscher 1975; Roux & Korb 20@he Ausnahme bilddvlastotermes
darwiniensis Auch bei dieser Art wird die Bildung von Neotenidurch vorhandene primare
Geschlechtstiere unterdriickt. Im Gegensatz zu andentersuchten Termitenarten konnte
bei M. darwiniensigedoch eine stimulierende Wirkung von Neotenicsde Bildung neuer
Neotenics beobachtet werden. Dadurch kommt es mer derh6hung der reproduktiven
Kapazitat, was eine rasche Ausbreitung bei gunstigenweltbedingungen ermaoglicht
(Watsonet al.1975; Watson & Abbey 1985).

Die Hemmwirkung ist wahrscheinlich auf Pheromonelizkzufiihren (Karlson & Lischer
1959; Luscher 1974b). Extrakte aus Kopf und Thoxen Geschlechtstieren wirken
hemmend auf die Neotenicbildung bei Verfutterungylft 1944; Luscher 1956, 1974b). Die
Hemmwirkung der Geschlechtstiere wird B&alotermes flavicolliskomplett aufgehoben,
wenn ihr Anus abgedeckt ist. Es wurde daher verindéss die hemmenden Pheromone der
Geschlechtstiere im Kopf oder Thorax gebildet ubériden Anus abgegeben werden. Die
Aufnahme der Pheromone und Verbreitung in der Kelaturch die Arbeiter erfolgt dann
vermutlich Uber Trophallaxis (LUscher 1955, 195®62, 1974b). Untersuchungen an
Neotermes joutelzeigten dagegen eine deutliche Hemmwirkung derckdeshtstiere auch
bei versiegeltem Anus (Nagin 1972). Die Abgabe Rleeromone Uber die Kérperoberflache
ist eine weitere Méglichkeit (Luscher 1974b; Boer 1985; Sobotniét al. 2003; Hanust

al. 2010). Bisher wurde angenommen, dass die Hemrastatht fliichtig sind und nur Gber
direkten Kontakt Ubertragen werden konnen (LUsd852). In einer aktuellen Studie an
Reticulitermes speratusonnte jedoch ein fliichtiger Stoff nachgewiesemd&a, der nur von
weiblichen reproduzierenden Neotenics und ihremrEadgegeben wird. Dieser besteht aus
den zwei Komponenten n-Butyl-n-butyrat und 2-Methytbutanol und wirkt inhibierend auf
die Entstehung neuer weiblicher Neotenics (Matswtral. 2010). Bei Koniginnen von
Nasutitermes takasagoensigirde ein anderer spezifischer flichtiger StoffigRylethanol)
gefunden, dessen Wirkung bisher jedoch noch unimkist (Himuro et al. 2011). Die
Hemmstoffe scheinen demnach nicht nur geschleadddssmeh (LUscher 1956, 1962;

Matsuuraet al.2010), sondern auch artspezifisch zu sein.
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Die Inhibition der Vorsoldatenbildung durch Soldateendtigt physischen Kontakt zwischen
den Arbeitern und Soldaten, der Hemmstoff der Seldast nicht flichtig (Okot-Kotber
1985; Park & Raina 2003; Dorgg al. 2009). Es konnte gezeigt werden, dass die Inbibiti
durch lebende Soldaten, Ganzkorperextrakte vonaBmidoder Sekrete der Frontaldrise in
gleichem Ausmald hervorgerufen wird. Die Frontaldrgdt daher als die wahrscheinlichste
Quelle der Hemmstoffe (Lefeuve & Bordereau 1984)erdings kommen Frontaldrisen nur
bei Soldaten der Familien Rhinotermitidae, Semiddae und Termitidae vor (Prestwich
1979). Kopfextrakte der Soldaten v@nyptotermes secundigalotermitidae) wirken jedoch
ebenfalls hemmend auf die Soldatenbildung. Die Quits Hemmstoffs bei dieser Art ist
bisher unbekannt (Korket al. 2003). Soldatenspezifische Terpene wkadinen und
y-Cadinenal, die beiReticulitermes flavipesidentifiziert wurden, scheinen fir die
Hemmwirkung verantwortlich zu sein (Tarvet al. 2009, 2011). Die Hemmwirkung der
Soldaten beruht wahrscheinlich auf der Regulaties &H-Titers der Arbeiter, es konnte eine
Reduktion des endogenen JH-Titers von Arbeitern Bewesenheit von Soldaten
nachgewiesen werden (Mabal.2005; Park & Raina 2005; Watanadteal. 2011).

Es wurden zahlreiche Gene identifiziert, die insebiedenen Kasten und wahrend der
Entwicklung der Kasten eine unterschiedliche Exgoes aufweisen. Auch die Behandlung
mit JH oder JHA hatte haufig einen Einfluss auf @rpression dieser Gene. Zu den
regulierten Genen gehorten beispielsweise Genev/erbindung zu JH-Synthese, -transport
und -abbau wie Cytochrom P450, Hexamerin oder Mgehin (Scharfet al. 2005a, b;
Cornetteet al. 2006; Zhouet al. 2006a, c; Weikt al. 2007, 2009; Tarveet al. 2010). Die
Expression von Allatostatin A wurde bisher nur eahmin Verbindung mit der
Kastendifferenzierung untersucht (Elliet al. 2009b). In Arbeitern und Nymphen sind die
Gene fur den Aufschluss von Lignozellulose besandeark exprimiert (Schast al. 2003;
Fujita et al. 2008). Wahrend der Soldatendifferenzierung stethenregulierten Gene im
Zusammenhang mit dem zentralen Nervensystem (lshiled al. 2008, 2010), kodieren flr
Proteine des Zytoskeletts, der Kutikula, der Muakul oder fur ribosomale, DNA- oder
Aktin-bindende Proteine (Scheaet al.2003; Koshikawaet al.2005).
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1.5 Phylogenie der Dictyoptera

Gemeinsam mit den Ordnungen Mantodea (Fangschreloken Gottesanbeterinnen) und
Blattaria (Schaben) bilden die Termiten (Isoptecd® Uberordnung Dictyoptera. Die
Monophylie der Dictyoptera gilt generell als gesith(Hennig 1981; Kristensen 1981;
Wheeleret al. 2001). Die Einordnung der drei Gruppen in die Wbanung Dictyoptera
beruht auf finf morphologischen SynapomorphiemerePerforation des Tentoriums (1), der
Bildung einer Genitaltasche (Vestibulum) beim Wéde durch das verlangerte siebente
Abdominalsternum (2), einem verkirzter Oviposit@®), (der Ablage der Eier in einer
Schutzhille (Oothek; bei Termiten nur bel. darwiniensi$ (4) und der Struktur des
Proventrikulus (5) (Kristensen 1975; Thorne & Cantpe 1992; Klass 1998, 2003; Nalepa &
Lenz 2000; Leet al.2003; Klass & Meier 2006). Auch die Monophylie deruppen Isoptera
(Lo et al. 2000; Eggleton 2001; Waret al. 2008) und Mantodea (Roy 1999; Svenson &
Whiting 2004; Wareet al.2008) gilt als gesichert. Die Verwandtschaftsvirigse innerhalb
der Dictyoptera sind dagegen noch nicht abschliéf§gklart und werden seit vielen Jahren
kontrovers diskutiert. Der Grund fir die Diskusganst die Entdeckung von Clevelagidal.
(1934), dass holzfressende Schaben der Gat@nygtocercus(Familie Cryptocercidae)
ahnliche symbiontische Darmflagellaten aufweisere vainige niedere Termiten. Zur
Anordnung der einzelnen Ordnungen innerhalb dertyDptera gibt es drei Hypothesen
(Eggleton 2001):

1. Cryptocercushildet die Schwestergruppe zu den Isoptera. Swinitlen die Isoptera
innerhalb der Blattaria stehen und die Blattariadea eine paraphyletische Gruppe
bilden.

2. Die monophyletischen Blattaria und Isoptera sindvi@stergruppen.

3. Blattaria und Mantodea gruppieren zusammen und Id@ptera bilden die

Schwestergruppe dieses Komplexes.

Frihe Studien gingen aufgrund der &hnlichen Darndawon einer engen Verwandtschaft
von Cryptocercus mit den Termiten sowie von einem gemeinsamen Vorfanit

symbiontischen Darmflagellaten aus (Clevelatdal. 1934; Bobyleva 1975). Thorne (1990,
1991) dagegen vertrat eine andere Hypothese. Meinung nach kdnnte ein Transfer der
symbiontischen Fauna von einem Wirt auf den andstatigefunden haben, da sich viele

holzfressende Schaben und Termiten den gleicherrisehum teilen (z. BCryptocercus
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clevelandiund Zootermopsissp. leben sympatrisch im pazifischen Nordwesten UgA).
Durch interspezifische Aggressionen und Verzehrgagdteten Individuen kdnnte es bei den
Vorfahren der Termiten und Schaben zur Ubertragwhey Flagellaten zwischen
verschiedenen Wirten gekommen sein.

Eine phylogenetische Analyse verschiedener morgistber, Entwicklungs- und
Verhaltensmerkmale von sechs Dictyoptera-Taxa bgdlie Hypothese von Thorne (1990,
1991). In dieser gruppierten die Blattaria (inkWgsiCryptocercidae) zusammen mit den
Mantodea, die Isoptera bildeten die Schwestergruajpgses Komplexes (Thorne & Carpenter
1992). Eine andere Studie kam anhand von mitoclaledr RNA-Genen zu dem gleichen
Ergebnis (Kambhampati 1995). Weitere Unterstitzdegdritten Hypothese findet sich bei
Grandcolas (1994, 1996) und Grandcolas & Delep(f96), dieCryptocercusaber zur

Familie Polyphagidae und damit tief innerhalb d&ttaria einordneten.

Gédeet al. (1997a) beflrworten ebenfalls die Einordnung @mptocercusin die Familie
Polyphagidae anhand einer Untersuchung von hypattyedmischen Neuropeptiden.
Insgesamt zeigte sich jedoch bei Gatal. (1997a) eine andere Anordnung der Dictyoptera —
Isoptera und Blattaria gruppierten zusammen, Masdodildete die Schwestergruppe
(Hypothese 2). Die zweite Hypothese wird ebenfatia Bandiet al. (1995) anhand einer
phylogenetischen Untersuchung der EndosymbiontenFe¢tkorpers von Schaben und der

TermiteM. darwiniensisbestéatigt.

Die Mehrheit der Studien zur Phylogenie der Dictgoa unterstitzt allerdings die klassische
Sichtweise (Clevelanét al. 1934), also die erste Hypothese der paraphylaisdiattaria
mit Isoptera undCryptocercusals Schwestergruppen. Dabei gibt es Studien, die a
morphologischen (Deitet al. 2003; Klass & Meier 2006), auf molekularen (ebal. 2000,
2003; Inward et al. 2007a; Pellenset al. 2007) oder auf einer Kombination aus
morphologischen und molekularen Daten basiererr @jal.2006; Daviset al.2009).

Neben den molekularen Daten sind es vor allem diélrgichen morphologischen,
Entwicklungs- und Verhaltensdaten, die fir eine eengrwandtschaft von Blattaria und
Isoptera und besonders v@ryptocercusund den Termiten sprechen. Die Monophylie der
Blattodea (Blattaria und Isoptera; Hennig 1981)dwunterstitzt durch den Verlust des
unpaaren Ocellus (1) (Hennig 1981), das Vorkommen Endosymbionten im Fettkorper
(2), die Produktion der Oothek im Vestibulum (3)duginen verkirzten Ovipositor (4). Bei

den bereits erwdhnten Endosymbionten handelt ésusic die EubakterieBlattabacterium
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cuenotj die intrazellular in spezialisierten Zellen (Bakbzyten oder Myzetozyten) des
abdominalen  viszeralen Fettkbrpers vorkommen, eingichtige Rolle im
Stickstoffmetabolismus spielen und vertikal Ubee &ier auf den Nachwuchs Ubertragen
werden (Koch 1938; Saccht al. 1998, b, 2000; Lopez-Sanchetal. 2009). Sie wurden in
allen bisher untersuchten Schabenarten gefunden,dbe Termiten jedoch nur in
M. darwiniensis (Jucci 1952; Daschet al. 1984). Die Entwicklung einer komplexen
Mikrobiota im Darm, die die Rolle voBlattabacteriumibernommen hat, kénnte den Verlust
des Endosymbionten in den anderen Termitenarteighicht haben (Loet al. 2003). Die
Bildung der Oothek findet beM. darwiniensisund bei verschiedenen Blattaria-Arten
aufgrund des verkurzten Ovipositors innerhalb destMulums statt. Bei den Mantodea
dagegen wird die Oothek auf dem Substrat gebiMatefppa & Lenz 2000; Grimaldi & Engel
2005). In allen anderen Termitenarten werden der Einzeln gelegt, die Bildung einer
Oothek durchM. darwiniensisist einzigartig innerhalb der Isoptera. Die Ootli&nt als
Schutz der Eier vor Austrocknung, Raubern und RaragGrimaldi & Engel 2005). Durch
Aufrechterhaltung einer konstanten Luftfeuchtigkieit Termitenbau und Pflege der Eier
durch die Arbeiter wird dieser Schutz unnétig urichikte bei den anderen Termitenarten zu
einer Ruckbildung der Oothek gefuhrt haben (Nakphanz 2000; Inwarcet al.2007a).

Die Schabengattungryptocercugeilt zusatzlich vier weitere wichtige Gemeinsartée mit
den niederen Termiten (alle Familien aufl3er Termd)d Diese Gemeinsamkeiten sind
Holzfral3 (1), Flagellaten im Hinterdarm (2), pratg#ale Trophallaxis (3) und ein erweitertes
soziales Verhalten (4). Alle genannten Merkmalel smteinander korreliert und werden im
direkten Zusammenhang mit der Entstehung der Eaigézibei Termiten gesehen (Nalegia
al. 2001; Inwardet al. 2007a). Die Nutzung von zellulosebasiertem Maltevi@ Holz als
Futter durch Schaben und Termiten wird ermdgliaihtd endogene Zellulaseenzyme (&io
al. 2000; Klasset al. 2008). BeiCryptocercusund den niederen Termiten ist ein weiterer
zelluloseabbauender Mechanismus durch einzigartgyenbiontische Flagellaten im
Hinterdarm vorhanden (Clevelaetlal. 1934; Honigberg 1970). Diese Flagellaten gehdten z
den Spirotrichosomidae, Hoplonymphidae, Staurojudae und Eucomonymphidae
(Ordnung Oxymonadida und Hypermastigida) (Klassal. 2008). Der Entwicklungszyklus
der Flagellaten ist an den Hautungszyklus der \Wjeleoppelt, sie bilden Zysten und werden
kurz vor der Hautung ausgeschieden (Nalepa 1984dhNler Hautung des Wirts muss eine
Neuinokulation erfolgen. Dies erfolgt durch proaate Trophallaxis. Die Ubertragene
Hinterdarmflissigkeit, die sich vom normalen Kot tarscheidet, enthalt Flagellaten,

Verdauungsprodukte und Holzfragmente (McMahan 1969 Erstinokulation von Larven
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erfolgt auf die gleiche Weise (Nalepa 1984). Aufgfwder Notwendigkeit der proctodealen
Trophallaxis muss ein erweitertes soziales Verhalerliegen. So lebt beispielsweise
Cryptocercuspunctulatusin biparentalen Familiengruppen, in denen beider&lmit ihren
Nachkommen fiir mindestens drei Jahre zusammen(&dosozialitat; Seelinger & Seelinger
1983; Nalepa 1984). Termiten zeigen ebenfalls bipate Pflege der Nachkommen, jedoch
nur in frihen Stadien der Koloniegriindung durchAleten. Spater — nach der Bildung erster
Arbeiter bzw. Pseudergaten — erfolgt der Wechsellloparentaler Pflege (Nutting 1969).
Aufgrund der zahlreichen Gemeinsamkeiten bezluglehMorphologie, der Entwicklung und
des Verhaltens sowie der molekularen Daten scheiné enge Verwandtschaft von
Cryptocercusmit den Termiten bestatigtCryptocercuswird daher haufig als idealer
Modellorganismus zur Untersuchung der EntstehumgBagsozialitéat bei Termiten angesehen
(Klasset al.2008).

Zur weiteren Systematik der Blattodea (neben delu®ig vonCryptocercusund Isoptera)
gibt es ebenfalls zahlreiche Studien mit zum Teillansprichlichen Ergebnissen. Allen
Studien gemeinsam ist die Zusammengruppierung dsnilien Blattellidae und Blaberidae,
wobei die Blattellidae hinsichtlich der Blaberida&ufig als paraphyletisch angesehen werden
(z. B. Klass & Meier 2006; Waret al. 2008; Rothet al. 2009). Heute werden die Blattaria in
drei Uberfamilien und acht verschiedene Familieterailt: Blaberidae, Ectobiidae (auch
Blattellidae) (Uberfamilie Blaberoidea), BlattidaelLamproblattidae, Tryonycidae,
Cryptocercidae (Uberfamilie Blattoidea), Corydiid@ich Polyphagidae) und Nocticolidae
(Uberfamilie Corydioidea; auch Polyphagoidea) (Bdagi 2007).

Die Einordnung der Termiten innerhalb der Schals¢mpioblematisch fur die Nomenklatur
bzw. Klassifizierung. Bisher galten Termiten algegistdndige Ordnung Isoptera. Da eine
Ordnung nicht innerhalb einer anderen vorkommemkéaben Eggletoet al. (2007) und
Beccaloni (2007) eine andere Klassifizierung vochésgen. Sie ordnen die Termiten als
Epifamilie (ein Rang zwischen Uberfamilie und Fae)il Termitoidae innerhalb der
Uberfamilie Blattoidea ein (Abb. 5; Beccaloni 20@&ggletonet al. 2007). Bisher hat sich
diese Bezeichnung in der Literatur jedoch noch tndtirchgesetzt (z. B. Davist al. 2009;
Svenson & Whiting 2009; Simoet al.2010).
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Blattoidae Cryptocercoidae Termitoidae
(Epifamilie)  (Epifamilie) (Epifamilie) Familie

Blattoidea

Termitidae
(Uberfamilie) / — Rhinotermitidae
— K 2|Otermitidae .

. 1 . Termiten
Blaberoidea — Termopsidae
(Uberfamilie) —— Hodotermitidae

\ \ \ Mastotermitidae

Cryptocercidae
Blattidae

Pglyphagoidea
(Uberfamilie) \ Blaberidae

\ | Blattellidae
I — Polyphagidae

b—— Nocticolidae
| Mantodea (Ordnung)

Dictyoptera Blattodea
(Uberordnung)  (Ordnung)

Abb. 5: Mdglicher Stammbaum der Dictyoptera.

Einordnung der Termiten innerhalb der Blattodea Bfsfamilie Termitoidae in der Uberfamilie
Blattoidea. (Bearbeitet nach: Eggleteinal. 2007).

Innerhalb der Termiten gibt es die sieben Famildastotermitidae, Hodotermitidae,
Termopsidae, Kalotermitidae, Serritermitidae, Rienmitidae und Termitidae (Engel &
Krishna 2004; Loet al. 2007b). Die Familie Mastotermitidae wird generalé basalste
Familie angesehen, obwohl der einzige rezente &ftertvl. darwiniensissowohl primitive als
auch hoch entwickelte Merkmale aufweist. Zu demjiiven Merkmalen gehdren die bereits
erwahnten bakteriellen Endosymbionten des Fettkérpmd die Bildung einer Oothek.
Weiterhin weistM. darwiniensisverschiedene schabenéhnliche Merkmale auf, wige den
gut ausgebildeten Anallappen der Hinterfligel (Eild 1936), Tarsi mit finf Tarsomeren
(vier Tarsomere bei den restlichen Termiten; H842), die Struktur des Kropfes (Salihah
1982), die Morphologie der weiblichen Genitalietafk reduziert bei anderen Termiten;
Nalepa & Lenz 2000; Klass & Meier 2006) und einedhdadAnzahl Malpighischer Gefalie
(Klass & Meier 2006). AulRerdem besitdt darwiniensisdrei Sternaldriisen an den Sterniten
drei bis funf, wahrend alle anderen Termitenartennoch eine Sternaldriise am Sternit vier
oder funf aufweisen (Sillam-Dusséd al. 2007). Zu den hoch entwickelten Merkmalen
gehoéren das Vorkommen ,echter” Arbeiter (Watsdral. 1977b), die GroRe der Kolonien
(Hill 1942) und der zweiastige ontogenetische Edtiingsweg (Watson & Sewell 1985).
Obwohl es Studien gibt, die die Mastotermitidaéhhan basaler Stelle sehen (z. B. Thorne &
Carpenter 1992), zeigt die Mehrzahl der Studierssddie Familie Mastotermitidae die
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Schwestergruppe der restlichen Termiten darstelB ( Kambhampatet al. 1996; Thompson
et al. 2000; Inwardet al.2007a, b; Daviet al. 2009). Nach den Mastotermitidae zweigen die
Familien Hodotermitidae, Termopsidae und Kaloteidag ab. Die genaue Beziehung der
Familien zueinander ist noch nicht geklart, es gighrere Studien mit widersprichlichen
Ergebnissen (z. B. Donovaet al. 2000; Inwardet al. 2007b; Legendreet al. 2008). Die
Familien Serritermitidae, Rhinotermitidae und Tdrdae gruppierten in allen bisherigen
Studien zusammen. Dabei bilden die Termitidae, sdigenannten ,hdéheren* Termiten, in
allen Fallen eine monophyletische Gruppe. Die Gtgjlder Serritermitidae ist unklar. Sie
bilden in einigen Fallen die Schwestergruppe zunmmglex aus Rhinotermitidae und
Termitidae (Donovaret al. 2000; Thompsoret al. 2000; Legendreet al. 2008). Andere
Studien sehen sie innerhalb der Rhinotermitidae, oglicherweise eine paraphyletische
Gruppe bilden (Ohkumaet al.2004; Inwardet al.2007b).
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2 Zielsetzung und Fragestellungen

In dieser Arbeit sollte der Einfluss des Gehaltslavenilhormonen und Ecdysteroiden sowie
der Allatostatin A-Expression auf die Kastendiffezerung der TermiteMastotermes
darwiniensis untersucht werden. Zusatzlich sollten verschiedenelekularbiologische
Methoden beiM. darwiniensisetabliert und einige unbekannte Gene identifizieerden.

Folgende Fragestellungen wurden experimentell sntét:

1. Wie hoch ist der Gehalt an Ecdysteroid- und Jubenthonen in der Hamolymphe
und in Ganzkorperextrakten verschiedener Kasten Hnticklungsstadien von

M. darwiniensi®

2. Welche Organisation weisen AST-A Gen und AST-A Bratonvorlaufer von
M. darwiniensisauf? Wie sind das AST-A Gen und der AST-A Prohamwolaufer

bei der potentiell nah verwandten Schabe@ayptocercus darwinorganisiert?

3. Wo erfolgt die Einordnung der ArteM. darwiniensisund C. darwini anhand der
Sequenzen des AST-A Gens und des AST-A ProhormBufers in die umstrittene
Phylogenie der Dictyoptera? Eignet sich AST-A filreephylogenetische Analyse der

Insekten?

4. Wie hoch ist die Expression des AST-A Gens in Jaestenen Kasten und
Entwicklungsstadien voNl. darwiniensi® In welchen Geweben wird das AST-A Gen

bei M. darwiniensisexprimiert?

5. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Expresl@srmAST-A Gens im Gehirn

und dem Juvenilhormongehalt Bé¢i darwiniensi8

6. Kann die Expression des AST-A Gens mit Hilfe der RMNterferenzmethode bei
M. darwiniensis unterdriickt werden? Welche Auswirkung hat die piéde

Suppression auf den Juvenilhormongehalt in der Hynpahe?

7. Welche ,Housekeeping“-Gene koénnen Wdi darwiniensis identifiziert werden?
Eignen sich diese als Referenzgene fur die Normealisg von Expressionsdaten

bestimmt mit Hilfe der quantitativen real-time PCR?
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3 Material

3.1 Oligodesoxyribonukleotide (Primer)

Alle Oligodesoxyribonukleotide (aul3er 3.1.3 Weit&kgonukleotide) wurden mit Hilfe der
Programme FastPCR Professional v5.3.13 (Ruslamiatg, Primer Express® v3.0 (Applied
Biosystems) und WH/GCG® v4.0 (Peter Ernst/Accelrys Software) von dreken
Sequenzen abgeleitet und auf ihre Qualitat Uberpié Synthese und HPSF®-Reinigung
der Oligonukleotide erfolgte durch die Firma EunsfiMWG Operon (Ebersberg, D).

3.1.1 Oligonukleotide fur die Amplifikation von DNA-Fragm enten bei

Mastotermes darwiniensis

Fiur die Identifikation des AST-A Gens béil. darwiniensis wurden unterschiedliche
Oligonukleotide verwendet. Diese sind in den Taell bis 3 aufgefihrt.

Tab. 1: Degenerierte Oligonukleotide fur Allatostain A bei Mastotermes darwiniensis.

Name Nukleotidsequenz (5> 3’)

Mda_AS2aF 5'— GCC TAC AGC TA(CT) GTN TCN GAG TA(GRA(AG) CG - 3’

5 — CC(CT) A(AG)(GT) CC(AG) AA(AG) CT(AG) TAA GG(Q) CTT

Mda-AS6R oc 3

Mda_AS14R1 | 5 — CC(AGT)AT(AG) TC(AG) AA(AG) TC(AGJAC ATN GG — 3’

Mda_AS14R2 | 5 — CC(AGT) ATN CC(AG) AA(AG) TC(AG) T& ATN GG — 3’

Tab. 2: Sequenzspezifische Oligonukleotide fur Allastatin A bei Mastotermes darwiniensis.

Name Nukleotidsequenz (5> 3’)

Mda_AS4F 5'—CCATAC GGC GAT CCTATG CGTACT G =3

Mda_AS26F 5'—CTG CTA ATG CAT CTC AGC ATA CCG AC3

Mda_AS140F 5 -GGG AGG ATG ATGACGACTACGTTC -3

Mda_AS200F 5 —GCT TGAAGA CTC CGATGT GGACAC =3

Mda_AS8F 5'-GGAAGATCCTTG TACAGT TTC GGA CTT®—- 3’

Mda_AS13F 5'—GAATTT ACC AGG CTC GTACGT CGA CdITC -3

Mda_AS200R 5" —AGT GTC CAC ATC GGA GTC TTC AAG C3-

Mda_AS8R 5'—GCC AAG TCC GAA ACT GTACAAGGA TCTAC -3
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Name Nukleotidsequenz (5= 3)
Mda_AS9R 5 — CAG CCC AAAAGG ATACAG TCT ACCGTCB -3’
Mda_AS13R 5 -GAAAGG TCGACGTACGAGCCTGG -3
Mda_AS950R 5 -GGTGTT TGG TAATAC TGG GGA GAC -3

Tab. 3: Oligonukleotide fur ,Genome Walking“ bei Mastotermes darwiniensis.

Name Nukleotidsequenz (5= 3)
Mda-TSP1 5 - CTT TCC CAG CCC GAAACCGTAC-3
Mda-TSP2 5 —CAG CCC GAAACCGTACTCCTTAC-3
Mda-TSP3 5 —ACC CAAGCC AAACTT ATAAACAGG -3

Neben der Identifikation des AST-A Gens Jdn darwiniensissollten auch einige potentielle

Referenzgene sequenziert werden. Die Amplifikatider Fragmente erfolgte mit den

Oligonukleotiden in Tab. 4.

Tab. 4: Oligonukleotide fur die Identifikation von Referenzgenen beMastotermes darwiniensis.

Name Nukleotidsequenz (5> 3’)
Rfl_ActF2 5 — GGC ATC ACA CAT TCT ACA ATG AAC TGG3AG - 3
Rfl_ActR2 5 -CCAATG GTGATGACCTGGCCATC-3
Mda_Act400R 5 -TCC TGC TCG AAG TCC AGG GCG ACATA- 3
Mda_ND31F 5 —CCN TT(CT) GA(AG) TG(CT) GGN TT(CGBAN CC -3
Mda_ ND31R ?:’C—_C?S’:(CT) TG(AG) TTC CA(CT) TC(AG) TG(AG) (AT)ANA(AG)N
Mda_ND41F 5 —TGG GGN TA(CT) CA(AG) CCN GA(AG) (AG - 3
Mda_ND41R 5'— GC(CT) TCN AC(AG) TGN GC(CT) TTN G&3’

Die quantitative Bestimmung der Expression von ASTdnd von den potentiellen

Referenzgenen erfolgte mittels quantitativer reaet PCR. Dafur wurden die folgenden

Oligonukleotide verwendet (Tab. 5).
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Tab. 5: Oligonukleotide fur die quantitative real-time PCR beiMastotermes darwiniensis.

Name Nukleotidsequenz (5> 3’)
AstA_RTF 5 — AGC GAACTT CAAGCC GTCAG -3
AstA_RTR 5'— AAT CATACGCCCGTTTTCCGAG -3
Akt RTF 5 —CTC AAC CCC AAAGCC AACAG -3
Akt RTR 5 — CAC CAT CAC CAG AATCCAGCACGA-3
ND3_RTF 5 -GATCTG CACGACTACCTTTCTCC-3
ND3_RTR 5'— AGG AAT AGG GCT CTAATAAGGGCTC -3
ND4 RTF 5-CAGCCTCTTTACCTTTGT TAGTTIGG-3
ND4_RTR 5 -TTC AACGTGTGC TTT CGG TAATC -3

Fur die Herstellung von doppelstrangiger RNA (dsRNawurden speziell modifizierte
Oligonukleotide bendtigt. Diese sollten neben deBTAA spezifischen Sequenz eine
sogenannte T7-Sequenz am 5’-Ende aufweisen. Di&elitenz ist in der folgenden

Auflistung (Tab. 6) fettgedruckt dargestelit.

Tab. 6: Oligonukleotide zur Herstellung von doppelséangiger RNA abgeleitet vom
Allatostatin A-Gen von Mastotermes darwiniensis (T7-Sequenz fettgedruckt).

Name Nukleotidsequenz (5> 3’)

5'—TAATAC GAC TCA CTATAG GG AAGATCC TTG TAC AGT

T7Mda_AS8F TTC GGACTT GG -3’

5" — TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG AAA GGT CGA CGT

T7Mda_AS1ISR | A\cG AGC CTG G - 3

5" — TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG G AGG ATG ATG ACG

T7Mda_AS140F ACT ACG TTC — 3'

5" — TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC AGC CCA AAA GGA

T7Mda_ASSR | tAc AGT CTA CCG TCA G - 3

3.1.2 Oligonukleotide fur die Amplifikation von Allatostatin A bei
Cryptocercus darwini
Fur die Identifikation des AST-A Gens bE&. darwini wurden neben den degenerierten

Oligonukleotiden (Tab. 1, S. 31) weitere sequerzfipehe Oligonukleotide verwendet
(Tab. 7 und 8).
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Tab. 7: Sequenzspezifische Oligonukleotide fur Altastatin A bei Cryptocercus darwini.

Name Nukleotidsequenz (52> 3’)
Cd_AS1F 5-GGTCTGCGCTCGTGTTTIGG -3
Cd_AS2bF 5 -ACCCGTTTACAATTTCGGACT GG -3
Cd_AS10F 5 —-CCG GTG AGT TCT GGAAGG CTAG-3
Cd_AS11R 5 —-GGTACACCTCATCTGTCCCGTTC-3
Cd_AS14R 5 — GTA CAT GGG AATTCG TTT GCC AAG G -3

Tab. 8: Oligonukleotide fir ,Genome Walking“ bei Cryptocercus darwini.

Name Nukleotidsequenz (5= 3)
Cd-TSP1 5 -GTAATCGTC GTAGTCTCGTITCC -3
Cd-TSP2 5 - CCAAGG CCG AAGGAGTACAACC -3
Cd-TSP3 5 — AGG AGT ACAACCTGCCGTCTGC -3

3.1.3 Weitere Oligonukleotide

Zusatzlich zu den bereits genannten Oligonukleatideirden fir die Methoden ,Genome
Walking“ und RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends*) weitere Oligonukleotide
bendtigt (Tab. 9).

Tab. 9: Oligonukleotide fir ,Genome Walking" und RACE zur Identifikation des
Allatostatin A-Gens vonMastotermes darwiniensis und Cryptocercus darwini.

Name Nukleotidsequenz (5> 3’)

Long (0.4uM):

5'-CTA ATACGA CTC ACT ATA GGG CAA GCA GTG GTA
10x Universal Primer A TCA ACG CAG AGT -3

Mix (UPM)
Short (2uM):
5—-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3

DW-ACP3 5= ACP-GGGTC -3

Universal Primer

(10 M) (UniP) 5'—TCA CAG AAG TAT GCC AAG CGA -3
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3.2 Gebrauchsfertige Chemikaliensatze

Es wurden verschiedene bereits gebrauchsfertiganiZmenstellungen von Chemikalien

(,Kits*) verwendet. Diese sind in Tab. 10 zusammefagst.

Tab. 10: Verwendete gebrauchsfertige Chemikaliensze (,Kits").

Name des Kits

Hersteller; Firmensitz (Land)

Advantage® 2 PCR Kit

Clontech; Mountain View, CASH)

CloneJET™ PCR Cloning Kit

Fermentas; St. Leon-R)t (

DNA Walking SpeedUp* Premix Kit

Seegene; Seoul (KOR)

GeneJET™ PCR Cloning Kit

Fermentas; St. Leon-R9t (D

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit

Fermentas; St. Leant{®)

Genomic DNA Puirification Kit

Fermentas; St. LeontRD)

Gigapack® Il Gold Packaging Extract

Stratagene;Jolia, CA (USA)

High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit

Applied Biosystems™; Foster City, CA
(USA)

illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit

GE Healthcare; Miinchen (D)

MEGAscript® T7 High Yield Transcription
Kit

Ambion®; Austin, TX (USA)

Oligotex® mRNA Mini Kit

QIAGEN; Hilden (D)

peqGOLD TriFast™

PEQLAB Biotechnologie; Erlangen (D

pGEM®-T Easy Vector System |

Promega; Madison, U8A)

PowerSYBR® Green PCR Master Mix

Applied Biosystems™; Foster City, CA
(USA)

QIAGEN® Genomic-tip 500/G

QIAGEN; Hilden (D)

QIAquick® Gel Extraction Kit

QIAGEN; Hilden (D)

RNeasy® Mini Kit

QIAGEN; Hilden (D)

SMART™ cDNA Library Construction Kit

Clontech; Motain View, CA (USA)

SMART™ RACE cDNA Amplification Kit

Clontech; Mounia View, CA (USA)

TOPO TA Cloning® Kit Dual Promoter (mit
pCR®II-TOPO® Vektor)

Invitrogen; Carlsbad, CA (USA)

Wizard®Plus SV Minipreps DNA Purification

System

Promega; Madison, WI (USA)
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3.3 Chemikalien, Losungen und Medien

Fur die verschiedenen Experimente wurde eine Mitlzn Chemikalien, Substanzen,
Losungen und Kulturmedien verwendet. Diese sind Rolgenden sortiert anhand der

verwendeten Methoden aufgelistet (Tab. 11 — 19).

Tab. 11: Allgemeine Chemikalien, die in verschiedeam Versuchen verwendet wurden.

Name (ggf. Abkurzung)

Zusammensetzung oder Hersteller;
Firmensitz (Land)

3-Morpholinopropansulfonsaure (MOPS)

AppliChem; Dstradt (D)

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

Chloroform ROTIPURAN®

Carl Roth®; Karlsruhe (D)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma-Aldrich; St. LauisO (USA)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich; St. Louis, ®(USA)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Dinatriumsalz Dihydrat

AppliChem; Darmstadt (D)

Ethanol pro analysi

VWR International; Darmstadj (D

Guanidiniumchlorid

Merck; Darmstadt (D)

Isoamylalkohol

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

Isopropanol

VWR International; Darmstadt (D)

Kaliumchlorid (KCI)

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (&A)

Kalziumchlorid (CaGl)

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

Magnesiumchlorid (MgGl- 6 HO)

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

Magnesiumsulfat (MgSe 7 HO)

Merck; Darmstadt (D)

Natriumchlorid (NaCl)

Honeywell Riedel-de Haen®;ef (D)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich; St. LauisO (USA)

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck; Darmstadt (D)

Phenol (pH 8,0)

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

RNase A (DNase-frei)

AppliChem; Darmstadt (D)

Salzsaure (HCI)

Merck; Darmstadt (D)

t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton®
X-100)

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

Tris

Carl Roth®; Karlsruhe (D)
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. Zusammensetzung oder Hersteller;
NEDE (g A TLITE) Firmensitz (Land)
Tween 20 AppliChem; Darmstadt (D)

Wasser (Diethylpyrocarbonat-behandelt;
DEPC-HO)

1 mI DEPC pro | Milli-Q Wasser; Inkubatio

Uber Nacht bei 37°C und Rotation (50 rpm);

autoklaviert

Wasser (Milli-Q)

Entsalzungsfilter: Millipore 0@2m

Wasser (nukleasefrei)

QIAGEN; Hilden (D)

Wasser (steril)

Milli-Q Wasser; autoklaviert

Tab. 12: Substanzen fur Tierhaltung, Injektion

undPréaparation.

Name

Zusammensetzung oder Hersteller;
Firmensitz (Land)

Lebensmittelfarbe (grun)

Brauns-Heitmann; Warby (

modifizierter Grillenringer (Lorenet al.
1997)

86 mM NaCl; 5,4 mM KCI; 3 mM Cagl

Standarddiat Kaninchen Haltung (Nr. 2021

) AltrorSipezialfutter; Lage (D)

Standarddiat Katze Haltung/Zucht (Nr. 503

1) AltrarSipezialfutter; Lage (D)

Standarddiat Ratte/Maus Zucht (Nr. 1311)

Altrompe&alfutter; Lage (D)

Termitenringer (Elliott & Stay 2007)

1,093% (w/v) NaCl; 0,157% (w/v) KCI;
0,085% (w/v) CaG} 0,017% (w/v) MgC;
steril filtriert

Tab. 13: Chemikalien fur
(HPLC-MS).

Hochleistungsflissigkeitseromatographie-Massenspektrometrie

Name

Hersteller; Firmensitz (Land)

20-Hydroxyecdyson

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA

2-Propanol LiChrosolv® HPLC gradient
grade

Merck; Darmstadt (D)

Acetonitril ROTISOLV® HPLC gradient
grade

Carl Roth®; Karlsruhe (D)

Ecdyson

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

Isooktan pro analysi

Merck; Darmstadt (D)

Juvenilhormon |

SciTech; Prag (C2)

Juvenilhormon Il

SciTech; Prag (C2)

Juvenilhormon Il

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA
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Name

Hersteller; Firmensitz (Land)

Methanol LiChrosolv® HPLC gradient grag

le Merck; Datadt (D)

Methanol LiChrosolv® hypergrade

Merck; Darmstadj (D

Wasser LiChrosolv® HPLC gradient grade

Merck; Daeds(D)

Tab. 14: Chemikalien fiir DNA-Isolation mit ,Genomic-tip 500/G" von QIAGEN.

Name

Zusammensetzung oder Hersteller;
Firmensitz (Land)

Elutionspuffer QF

1,25 M NaCl; 50 mM Tris-HCI, pH 8,5; 15%
(v/v) Isopropanol

Equilibrierungspuffer QBT

750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15%
(v/v) Isopropanol; 0,15% (v/v) Triton X-100

Lysepuffer G2

800 mM Guanidiniumchlorid; 30 mM Tris-
HCI, pH 8,0; 30 mM EDTA, pH 8,0; 5%
(v/v) Tween 20; 0,5% (v/v) Triton X-100

Lysepuffer G2 + RNase A

19 ml Lysepuffer G2 + 190 pul RNase A
(2 mg/ml)

Proteinase K (20 mg/ml)

AppliChem; Darmstadt (D)

TE-Puffer

10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA,
pH 8,0

Waschpuffer QC

1 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% (v/
Isopropanol

j—

Tab. 15: Chemikalien fir cDNA-Herstellung.

Name

Zusammensetzung und/oder Hersteller;
Firmensitz (Land)

5x Reaktionspuffer

Fermentas; St. Leon-Rot (D)
250 mM Tris-HCI, pH 8,3 bei 25°C; 250 mM
KCI; 20 mM MgCh; 50 mM DTT

dNTP-Set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP;
10 mM)

Diagonal; Minster (D)

M-MuLV Reverse Transcriptase (20 u/ul)

Fermentas| 8on-Rot (D)

Oligo (dT)g Primer (0,5 pg/ul)

Fermentas; St. Leon-Rot (D)

Random Primer (Hexamer; 0,5 pg/ul)

Promega; MadigdnUSA)

RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse
Transcriptase (200 u/ul)

Fermentas; St. Leon-Rot (D)
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Tab. 16: Chemikalien, Lésungen, Substanzen und Meein fir ,SMART cDNA Library

Construction®.

Name

Zusammensetzung und/oder Hersteller;
Firmensitz (Land)

1x Lambda Verdunnungspuffer

100 mM NacCl; 10 mM MgS®- 7 HO;
35 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,01% (w/v)
Gelatine; autoklaviert

10x Lambda Verdunnungspuffer

1 M NaCl; 0,1 M MgSQ@- 7 HO; 0,35 M
Tris-HCI, pH 7,5; autoklaviert

Fermentas; St. Leon-Rot (D)

10x Puffer G 0,1 M Tris-HCI, pH 7,5 bei 37°C; 0,1 M
MgCly; 0,5 M NaCl; 0,1% (w/v) BSA
Agar Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

D-(+)-Maltose

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

Gelatine

Merck; Darmstadt (D)

Hefeextrakt

AppliChem; Darmstadt (D)

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)

1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt;
1% (w/v) NaCl; pH 7,0; autoklaviert

Luria-Bertani-Medium mit Magnesiumsulfat LB-Medium mit 10 mM MgSQ,

und Maltose (LB/MgS@Maltose-Medium)

autoklaviert, mit 0,2% (w/v) Maltose verset

Luria-Bertani-Platten mit Magnesiumsulfat
(LB-MgSO,-Platten)

LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar und
10 mM MgSQ; autoklaviert, in Petrischaler
gegossen

Luria-Bertani-Platten mit Magnesiumsulfat
und Tetracyclin (LB-MgS@Tet-Platten)

LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar und
10 mM MgSQ; autoklaviert, mit Tetracyclin
versetzt (15 pug pro ml Medium), in
Petrischalen gegossen

Luria-Bertani-Platten mit Tetracyclin
(LB-Tet-Platten)

LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar;
autoklaviert, mit Tetracyclin versetzt (15 ¢
pro ml Medium), in Petrischalen gegossen

QL

Polyethylenglycol (PEG 8000)

Sigma-Aldrich; St. iuMO (USA)

Proteinase K (recombinant; 20 pg/ul)

Fermentad; &in-Rot (D)

Restriktionsenzynfil Fermentas; St. Leon-Rot (D)
100 mM NaCl; 8 mM MgS®- 7 HO;
SM-Puffer 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,01% (w/v)
Gelatine; autoklaviert
- i i 0,
Soft Top Agar LB-Medium mit 0,72% (w/v) Agar und

10 mM MgSQ; autoklaviert

Tetracyclin (15 mg/ml)

Sigma-Aldrich; St. Louis, MOSA)

Trypton

AppliChem; Darmstadt (D)
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Tab. 17: Chemikalien und L6sungen fur Polymerasekégnreaktion und Gelelektrophorese.

Name

Zusammensetzung und/oder Hersteller;
Firmensitz (Land)

10x Advantage® 2 PCR Puffer

Clontech; Mountain View, CA (USA)

400 mM Tricin-KOH, pH 8,7 bei 25°C,;
150 mM KOAc; 35 mM Mg(OAGg),
0,00375% (w/v) BSA; 0,05% (v/v) Tween
20; 0,05% (v/v) Nonidet-P40

10x Advantage® 2 SA PCR Puffer

Clontech; Mountain View, CA (USA)
100 mM Tris-HCI, pH 8,5; 500 mM KCI;
20 mM MgChb

10x TaqPuffer mit (NH;).SO,

Fermentas; St. Leon-Rot (D)
750 mM Tris-HCI, pH 8,8; 200 mM
(NH4)2SOy; 0,1% (v/v) Tween 20

5x TBE-Puffer

446 mMTris; 445 mMBorsaure; 10 mM
EDTA, pH 8,0

Advantage® 2 Polymerase Mix

Clontech; Mountain Vi€ (USA)

Borsaure

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

DNA-GroRRenstandard 100 bp DNA Leiter
(Fragmentlangen in bp: 100, 150, 200, 30(
400, 500 (2x), 600, 700, 800, 900, 1000)

,Diagonal; Munster (D)

DNA-GroRRenstandard 1 kb DNA Leiter

(Fragmentlangen in bp: 500, 1000, 1500,
2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 800C
10000)

Diagonal; Minster (D)

dNTP-Set (JATP, dCTP, dGTP, dTTP;
2,5 mM)

Diagonal; Minster (D)

Ethidiumbromid (10 mg/ml in kD)

Promega; Madison, WI (USA)

Laufpuffer

0,5x TBE-Puffer

Magnesiumchlorid (25 mM)

Fermentas; St. Leon-Rat (D

pegGOLD Universal Agarose

PEQLAB BiotechnologidaBkgen (D)

Probenpuffer (Loading Solution)

Ambion®; Austin, TX (USA)
40% (w/v) Sucrose; 0,17% (w/v)
Xylencyanol; 0,17% (w/v) Bromphenolblau

TagDNA Polymerase (recombinant; 1 u/ul

Fermentast . &bn-Rot (D)
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Tab. 18: Chemikalien, Substanzen, Loésungen und Meein fir Transformation, Fermentation,

Plasmidpraparation.

Name

Zusammensetzung und/oder Hersteller;
Firmensitz (Land)

5-Brom-4-chlor-3-indoxyIB-D-
galactopyranosid (X-Gal)

Fermentas; St. Leon-Rot (D)

10x PufferEcoRl

Fermentas; St. Leon-Rot (D)

0,5 M Tris-HCI, pH 7,5 bei 37°C; 0,1 M
MgCly; 1 M NaCl; 0,2% (v/v) Triton X-100;
0,1% (w/v) BSA

Fermentas; St. Leon-Rot (D)

10x Puffer O 0,5 M Tris-HCI, pH 7,5 bei 37°C; 0,1 M
MgCly; 1 M NaCl; 0,1% (w/v) BSA
Agar Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

Ampicillin (100 mg/ml in sterilem BD)

Invitrogen; Carlsbad, CA (USA)

Bakterienstamnischerichia coluM109
GenotyprecAl, endAl, gyrA96, thi,
hsdR17 (k—, mct), relAl, suE44,A(lac-
proAB), [F", traD36, proAB, lagl’ZAM15]

Promega; Madison, WI (USA)

D-(+)-Glucose

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

Dimethylformamid (DMF)

AppliChem; Darmstadt (D)

Glyzerin

Sigma-Aldrich; St. Louis, MO (USA)

Hefeextrakt

AppliChem; Darmstadt (D)

Isopropyl$-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

AppliChem; Darmstédj

Kaliumacetat (KAc)

Merck; Darmstadt (D)

Luria-Bertani-Agar (LB-Agar)

LB-Medium mit 1,5% (w) Agar

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)

1% (w/v) Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt;
1% (w/v) NaCl; pH 7,0; autoklaviert

Luria-Bertani-Platten mit Ampicillin
(LB-Amp-Platten)

autoklavierter 60°C LB-Agar mit Ampicillin
Losung (10Qug pro ml Medium) in
Petrischalen gegossen

Puffer S1 (Resuspendierungslosung)

25 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA,;
50 mM Glucose; steril filtriert

Puffer S2 (Lyseldsung)

0,4 N NaOH + 2% (w/v) SDB1( v/v)

Puffer S3 (Neutralisierungslosung)

3MK";5MAC; pH 4,8=60ml5M KAC +
11,5 ml Essigsaure + 28,5 m}®l

RestriktionsenzynBanHl|

Promega; Madison, WI (USA)

RestriktionsenzynBglil

Fermentas; St. Leon-Rot (D)
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Name

Zusammensetzung und/oder Hersteller;
Firmensitz (Land)

RestriktionsenzynicoRl

Fermentas; St. Leon-Rot (D)

1% (w/v) Hefeextrakt; 2% (w/v) Trypton;

SOB-Medium 10 mM NacCl; 250 mM KCI; 10 mM MgGj

10 mM MgSQ; pH 6,4; steril filtriert
SOC-Medium SOB-Medium mit 20 mM Glucose
Trypton AppliChem; Darmstadt (D)

Tab. 19: Chemikalien, Losungen und Enzyme fur die gantitative real-time PCR (qPCR).

Name

Zusammensetzung und/oder Hersteller;
Firmensitz (Land)

10x Puffer A

Promega; Madison, WI (USA)
60 mM Tris-HCI, pH 7,5 bei 37°C; 60 mM
MgCl,; 60 mM NaCl; 10 mM DTT

10x Puffer K

Promega; Madison, WI (USA)
0,1 M Tris-HCI, pH 7,4 bei 37°C; 0,1 M
MgCl,; 1,5 M KCI

10x Puffer O

Fermentas; St. Leon-Rot (D)
0,5 M Tris-HCI, pH 7,5 bei 37°C; 0,1 M
MgCly; 1 M NaCl; 0,1% (w/v) BSA

10x Reaktionspuffer mit MgGl

Fermentas; St. Leon-Rot (D)
100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 25 mM Mggl|
1 mM CaC}

DNase | (RNase-frei)

Fermentas; St. Leon-Rot (D)

EDTA (25 mM)

Fermentas; St. Leon-Rot (D)

Restriktionsenzymi\pa Promega; Madison, WI (USA)
RestriktionsenzyniNotl Fermentas; St. Leon-Rot (D)
Restriktionsenzynscd Promega; Madison, WI (USA)

RiboLock™ RNase Inhibitor

Fermentas; St. Leon-Rt (
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3.4 Verbrauchsmaterialien

Fur die einzelnen Versuche wurden verschiedenersechsmaterialien wie Reaktionsgefale

oder Klvetten verwendet. Diese sind in Tab. 20 efiifyt.

Tab. 20: Verwendete Verbrauchsmaterialien, deren geaue Typbezeichnung und Hersteller.

Material

Typbezeichnung

Hersteller; Firmensitz
(Land)

Einsatze flr

Rotilabo®-Einsatze (100 pul)

Carl Roth®; Karlsrulig (

Probenflaschchen

. C18 RP-Saule, ReproSil-Pur® Dr. Maisch GmbH;
HPLC-Saule ODS-3, 5 um, 150 x 2 mm Ammerbuch (D)
Kiivetten Einmal-Plastikktvetten halbmikro Brand: Wertheim (D)

PLASTIBRAND®

Mikropipetten

BLAUBRAND® intraMARK
(5 ul; 10 pl; 20 ul)

Brand; Wertheim (D)

minicaps, DURAN® (1 ul; 2 ul)

Hirschmann Laborgeréte;
Eberstadt (D)

ringcaps® Einmal-Mikropipetten
mit Ringmarke (5 pl)

Hirschmann Laborgeréte;
Eberstadt (D)

Dunnwandige PCR-Einzeltubes,
flacher Deckel (0,2 ml; 0,5 ml)

Brand; Wertheim (D)

Dunnwandige PCR-Einzeltubes,

Laborfachhandel Kauffmanr

PCR-Gefalte erhobener Deckel (0,2 ml) Jena (D)
Quali-PCR-Tubes, erhobener . ) :
Deckel (0,2 ml) G. Kisker; Steinfurt (D)
Petrischalen 94 mm Durchmesser Greiner Bio-One;

Frickenhausen (D)

Pipettenspitzen

Standard-Spitzen graduiert, 32 m
lang (0,2 — 10 pul)

rLaborfachhandel Kauffmanr
Jena (D)

Quali Standard-Spitzen
(10 - 1000ul)

G. Kisker, Steinfurt (D)

Universal-Pipettenspitzen graduie
(200 ul)

riGreiner Bio-One,;
Frickenhausen (D)

Probenflaschchen

Rotilabo®-Probenflaschchen, mit
Gewinde (2 ml)

Carl Roth®; Karlsruhe (D)

I

I

Reagenzglaser

starkwandig, mit glattem Rand
(6,5 x 50 mm)

Novoglas; Bern (CH)

Reaktionsgefalie

Mikrozentrifugengefald (1,5 ml)

Laborfachhandel Kauffmanrn

I8

Jena (D)
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, . Hersteller; Firmensitz
Material Typbezeichnung (Land)
Mikrozentrifugengefal3 mit Safe | Laborfachhandel Kauffmanr
) ) Lock (2 ml) Jena (D)
Reaktionsgefalle

I

Value Line Mikrozentrifugengefal3
(2 ml)

G. Kisker, Steinfurt (D)

MicroAmp™ Optical 8-Cap Strip

Applied Biosystems™;
Foster City, CA (USA)

Reaktionsgefalie und

MicroAmp™ Optical 8-Tube Strip
(0,2 ml)

Applied Biosystems™;
Foster City, CA (USA)

Verschlisse fiur gPCR

MicroAmp™ Optical 96-Well
Reaction Plate

Applied Biosystems™;
Foster City, CA (USA)

MicroAmp™ Optical Adhesive
Film

Applied Biosystems™;
Foster City, CA (USA)

mit Loch Carl Roth®; Karlsruhe (D)
Schraubkappen

ohne Loch Carl Roth®; Karlsruhe (D)

g'{rllzrli-beschlchtet, Durchmesser Carl Roth®: Karlsruhe (D)
Septen

Silikon/PTFE-beschichtet,
Durchmesser 8 mm

Carl Roth®; Karlsruhe (D)

Verschlussfolie

Parafim® M

Carl Roth®; KarlsruHe)(

Vorsaulen

SecurityGuard™ Cartridges C18
4x2mm

Phenomenex; Aschaffenbur

(D)

3.5 Gerate

Die fur die verschiedenen Versuche verwendeten t&esénd in der folgenden Tabelle

(Tab. 21) zusammengefasst.

Tab. 21: Verwendete Geréate, deren genaue Typbezeialimg und Hersteller.

Gerat Typbezeichnung Hersteller; Firmensitz (Land)
Analysewaage MC 210 P Sartorius; Géttingen (D)
Autoinjektor SIL-10AD VP Shimadzu; Duisburg (D)

Prestige Medical; Northridge,
Autoklav Century 2100 CA (USA)
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Gerat Typbezeichnung Hersteller; Firmensitz (Land)

Autoklav CV-EL 18 L GS CertoClav; Traun (AUT)
febikon Labortechnik;

Elektrophoresekammer| E-H1 Wermelskirchen (D)
Elektrophorese- PowerPac 3000 Bio-Rad; Hercules, CA (USA)
Spannungsquelle
Geldokumentations- ImageMaster® VDS GE Healthcare; Munchen (D)
anlage
Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4 Martin Christtédsde (D)
Gewebehomogenisator| MHX/E Xenox; Wecker (LUX)

Heizofen

Heraeus® T 5042 K

Thermo Fisher Scientific; Bonn

(D)

HPLC-Pumpen

LC-20AD

Shimadzu; Duisburg (D)

MicroPro™

Eldex®; Napa, CA (USA)

Kaltlichtquelle

KL 1500 electronic

Schott; Mainz XD

Kreisschiittler

KS 501 digital

IKA® Labortechnik;&bifen (D)

Heraeus® Multifuge® 1 L-R

Thermo Fisher Scientific; Bonn

(D)

Sartorius Stedim Biotech;

Kuhlzentrifuge Sigma 1-15K Aubagne Cedex (F)
: Sartorius Stedim Biotech;
Sigma 3 K 12 Aubagne Cedex (F)
Magnetruhrer MR 2002 Heidolph; Schwabach (D)
Massenspektrometer LCMS-2010A Shimadzu; Duisbuig (D

Mikroliterspritze

MICROLITER™ Syringe,
700 Serie (10 ul; 25 pl; 50 pl
100 pl; 500 pl; 1000 pul)

Hamilton Bonaduz; Bonaduz
(CH)

PCR-Maschine

PTC-200 DNA engine

Biozym; Hess. Oldendorf (D)

TGradient

Biometra; Gottingen (D)

TPersonal 48

Biometra; Gottingen (D)

UV Sterilizing PCR

PEQLAB Biotechnologie;

PCR Workstation Workstation Erlangen (D)

pH-Meter Calimatic 766 Knick; Berlin (D)
PIPETMAN® (P2; P10; P20;| ~. o

Pipetten P100; P200; P1000; P5000) Gilson; Middleton, WI (USA)

Reference® (10 pul)

Eppendorf; Hamburg (D)
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Material

Gerat

Typbezeichnung

Hersteller; Firmensitz (Land)

Pipettierhilfe

Micropipetter fur ringcaps®

Hirschmann Laborgeréte;
Eberstadt (D)

Praparierbesteck

Vannas Mikroschere (sehr
fein, gerade & gebogen)

Riede Augen- und
Mikrochirurgische Instrumente;
Emmingen-Liptingen (D)

Dumont® Prazisionspinzetter

1 Carl Roth®; Karlsrubg (

Prazisionskuvette

105.202-QS aus Quarzglas
SUPRASIL®, Schichtdicke
10 mm

Hellma®; Mullheim (D)

Préazisionswaage

1219 MP

Sartorius; Goéttingen (D)

Reagenzglasschuttler

REAX 2000

Heidolph; Schwabach (D)

Vortex-Genie® 2

Scientific Industries; Bohemia,
NY (USA)

Real-Time PCR

7300 Real-Time PCR Systen

1 Applied Biosystems™; Foster

Maschine + Dell™ Laptop City, CA (USA)
Rotations-Vakuum-
Konzentrator Alpha RVC Martin Christ; Osterode (D)
(Vakuumzentrifuge)
Saulenthermostat Mistral SunChrom; FriedrichsdDjf (

. MZ6 Leica Microsystems; Wetzlar (D
Stereomikroskop

MZ8 Leica Microsystems; Wetzlar (D

Sterilwerkbank

Heraeus® LaminAir HBB
2448

Thermo Fisher Scientific; Bonn

(D)

Stickstoffgenerator

G3200E (ohne Kompressor

Doknhkignter; Willich (D)

System Controller

SCL-10A VP

Shimadzu; Duisburg (D)

Tiefkuihllagergeréat

Heraeus® HERAfreeze®
HFU 586 STD-V12

Thermo Fisher Scientific; Bonn

(D)

UV-Flachenstrahler

NU72

Konrad Benda; Wiesloch (D)

UV/VIS -
Spektrophotometer

Lambda 25

PerkinElmer® Instruments;
Waltham, MA (USA)

Pharmacia LKB Ultrospec®
Il

GE Healthcare; Minchen (D)

Thermoblock

TB1

Biometra; Gottingen (D)

Thermomixer

5433

Eppendorf; Hamburg (D)

Vakuum-Entgaser

Degasser 234

SunChrom; Friedrichddp

Vakuumpumpe

(Massenspektrometer)

2-Phasen-Drehschieber-
rotationspumpe E2M28

Edwards; Kirchheim (D)

N N
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Gerat Typbezeichnung Hersteller; Firmensitz (Land)
Vakuumpumpe Drehschiebervakuumpumpe ) .
(Gefriertrocknung) RC6E Vacuubrand; Wertheim (D)

5415C Eppendorf; Hamburg (D)
Heraeus® Biofuge 13 '(I'I;I)ermo Fisher Scientific; Bonn
Zentrifuge
Mikro 20 Hettich; Tuttlingen (D)
Rotl_labo(?-M|n|-Zentrlfuge Carl Roth®; Karlsruhe (D)
,uni-fuge
3.6 Software

Fur die Aufnahme und Analyse der Daten wurden Veesiene Computerprogramme genutzt.

Eine Zusammenfassung findet sich in Tab. 22.

Tab. 22: Fir die Datenaufnahme und -analyse verwerede Software.

Name (Version) Bezugsquelle; Sitz (Land)
7300 System SDS Software Applied Biosystems™; Foster City, CA
(Version 1.4.0.25) (USA)

Baylor College of Medicine, Human
BCM Search Launcher: Sequence Utilities| Genomic Sequencing Center; Houston, TX
(USA)

Michael W. Pfaffl; TU Miinchen; Minchen

BestKeeper© (Version 1.0) (D)

BioEdit Sequence Alignment Editor

(Version 7.0.9.0) Thomas A. Hall; Raleigh, NC (USA)

Kay Hofmann; ISREC Bioinformatics
Group, Lausanne (CH)

Michael D. Baron; Institute for Animal
Health, Pirbright (UK)

BOXSHADE (Version 3.21)

ClustalX2 (Version 2.0.9) Des Higgins; Dublin (IRL)

FastPCR Professional (Version 5.3.13) Ruslan Kaertdelsinki (FIN)

Center for Medical Genetics; Ghent

geNorm (Version 3.5) University Hospital; Gent (BEL)

ImageMaster® VDS Software fur GE Healthcare; Miinchen (D)
Windows® 95, NT (Version 3.0) MediaCybernetics®; Bethesda, MD (USA)

jModelTest (Version 0.1.1) David Posada; Vigo (ES)
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Name (Version)

Bezugsquelle; Sitz (Land)

LCMSsolution (Version 2.05)

Shimadzu; Duisburg (D)

MEGA 4: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (Version 4.0.2)

Koichiro Tamura; Tokyo (J)

Joel Dudley; Palo Alto, CA (USA)
Masatoshi Nei; State College, PA (USA)
Sudhir Kumar; Tempe, AZ (USA)

Microsoft® Office Standard Edition 2003
SP1

Microsoft® Deutschland; UnterschleiRheim

(D)

MrBayes (Version 3.1.2)

John P. Huelsenbeck; Berkeley, CA (USA
Fredrik Ronquist; Tallahassee, FL (USA)

NormFinder (Version 20.0)

Molecular Diagnostic Laboratory; Aarhus
University Hospital; Aarhus (DK)

Primer Express® Software fur Real-Time
PCR (Version 3.0)

Applied Biosystems™; Foster City, CA
(USA)

SigmaPlot 11.0 fur Windows®
(Version 11.0.0.75)

Systat Software; Chicago, IL (USA)

SignalP (Version 3.0)

Center for Biological Sequence Analysis,
Technical University of Denmark; Lyngby
(DK)

SPSS® 14.0 fur Windows® (Version 14.0.

1) SPSS® i@bicago, IL (USA)

TreeView (Version 1.6.6)

Roderic D. M. Page; GlasqtK)

UV WinLab (Version 4.0.0.0182)

PerkinElmer® Instruments; Waltham, MA
(USA)

W?H: WWW Interface to Sequence Analys
Software Tools (Version 4.0)

Peter Ernst; Heidelberg (D)

Wisconsin Package (GCG®)

Accelrys® Software; Saegbj CA (USA)
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4 Methoden und Durchflihrung

4.1 Verwendete Versuchstiere

4.1.1 Tierhaltung von Mastotermes darwiniensis und Gryllus bimaculatus

Der grof3te Teil der Untersuchungen wurde an Teruker Art Mastotermes darwiniensis
Froggatt (Mastotermitidae) durchgefuhrt. Zur Vedilg gestellt wurden die verwendeten
Kolonien von PD Dr. Rudiger Plarre (Bundesanstéatt Materialforschung und -prifung
Berlin (BAM), Abteilung IV.1). Die Griindung der Ussungskolonie erfolgte im Jahr 1972
durch ein Paar gefligelter Geschlechtstiere. Dedaenmten aus dem Norden Australiens
(Northern Territory bzw. Queensland), dem natudich Verbreitungsgebiet von
M. darwiniensis und wurden von Dr. Michael Lenz nach Deutschlamgbortiert. Alle
verwendeten Kolonien waren Tochterkolonien diesesptiingskolonie. Die Haltung der
universitatseigenen Kolonien erfolgte in Metallbgdten (ca. 60 x 35 cm, Durchmesser x
Hohe). Als Abgrenzung nach oben dienten umgestiféstikwannen (ca. 50 x 25 cm,
Durchmesser x Hohe). Die Luftfeuchtigkeit betrug 60r0%, die Temperatur 27 + 1°C.
Zusatzlich wurden die Kolonien regelmaRig alle dogs vier Tage mit Leitungswasser
bespriht. Die Tiere wurden im Dunkeln gehalten. Nishrung dienten Birkenholzscheite
(Betula speg. Die Kolonien enthielten Stadien jeder Alterésfuauch Eier und kleine
Larvenstadien konnten beobachtet werden. Es wusé&nndare, jedoch niemals primare,
gefliigelte Geschlechtstiere gefunden. Die Kolomethielten zwischen 2000 und 3000 Tiere.
Fir verschiedene Versuche wurden die Tiere aukadémien entnommen und in kleineren
Gruppen (10 bis 48 Tiere) gehalten. Die Haltunglgté in Plastikboxen (ca. 20 x 10 x
12 cm, L x B x H) mit Wasserspendern. Der Boden mérangefeuchtetem Vermiculit mit
einer Kérnung von ca. 2 mm bedeckt. Vermiculitast Schichtsilikat, das fur seine enorme
Wasserspeicherkapazitat bekannt ist. Als Nahrurentdn kleine Birkenholzstlicke. Die
auBeren Bedingungen (Luftfeuchtigkeit, Temperatod Wicht) entsprachen den bereits
beschriebenen. Um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu&eleisten, wurden die Boxen zusatzlich
in eine grolRere Plastikbox (ca. 50 x 25 x 40 cnx B x H) gestellt, deren Boden mit
durchfeuchteter Watte und Zellstoff bedeckt war.

Fir die LC-MS-Messungen wurde eine Standardmatix @rillenhamolymphe verwendet.

Die fur die Hamolymphabnahme verwendeten Grillemewadulte, einen Tag alte, weibliche
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MittelmeerfeldgrillenGryllus bimaculatusde Geer (Ensifera, Gryllidae) aus der Zucht der
Universitat Bayreuth. Sie wurden unter Langtagbgaingen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit), bei
27 £ 1°C und 40 — 60% Luftfeuchtigkeit in groReadtikboxen (ca. 60 x 40 x 40 cm, L x B x
H) gehalten. Zur Vermeidung von Stress wurden Eratenkartons (ca. 30 x 30 cm) als
Trenn- und Versteckmoglichkeit verwendet. Als Futtiente eine Mischung aus Kaninchen-,
Ratten/Mause- und Katzenfutter im Verhaltnis 4:2/w) und Wasserad libitum Die
adulten Weibchen wurden am Tag der AdulthautungdansZuchtboxen entnommen. Frisch
gehautete Weibchen waren gut erkennbar an der wé&iBgboung der Kutikula. Auch etwas
altere Tiere mit einem weil3en Legebohrer wurden fatch gehéautet identifiziert und
verwendet. Die Haltung der entnommen Tiere erfolgteaunaboxen (ca. 30 x 20 x 20 cm,
L x B x H) in einer Gruppengréf3e von maximal 40r&refir einen Tag unter den bereits

beschriebenen Bedingungen bis zur Abnahme der Hénpble.

4.1.2 Einordnung der Termiten in Entwicklungsstadien

Die Einteilung der untersuchten Termiten der AMt darwiniensis zu den einzelnen
Entwicklungsstadien bzw. Kasten erfolgte anhand VWatson (1971) und Watsoet al.
(1977b). Zunachst wurden die Tiere aufgrund ihrérpgergroRe und Farbung geordnet.
Innerhalb der juvenilen Stadien konnte zwischen demen der apteren (Larven) und der
nymphalen Linie (Nymphen) anhand der Farbung, Beimgg Korperform und -grofRe
unterschieden werden. Die Nymphen sind kleiner Wwesitzen eine eher langliche
Kdrperform im Vergleich zu den etwas breiteren lesxvAulRerdem sind die Larven kaum
gefarbt und wenig behaart, wahrend die Nymphen-gaidnlich gefarbt sind und eine starke
Behaarung aufweisen. Fir die Unterscheidung zwiscen einzelnen Larven- bzw.
Nymphenstadien konnen verschiedene Parameter veewvernwerden, z.B. die
Kopfkapselbreite, die Prothoraxbreite oder die lémgr Metatibia. Diese Parameter sind
relativ schwer zu bestimmen und kénnen zwischemnemi@erschiedener Kolonien variieren
(Watson et al. 1977b). Daher erfolgte die Einteilung hier anhaddr Anzahl der
Antennensegmente. Die Antenne der Termiten ist gipsche Geil3elantenne und weist an
der Basis einen Schaft (Scapus) und ein erstescdfled genanntes, Segment auf. Daran
anschlie3end befindet sich die GeilRel (Flagellunt)emer variablen Anzahl von Segmenten
(Abb. 6). Die Anzahl der Segmente nimmt mit zunehden Alter zu, wobei pro Hautung ein
bis zwei Segmente hinzukommen (LUscher 1952; Wags@h. 1977b). Fir die Bestimmung
der Anzahl der Antennensegmente wurden nur die Setgrder Geil3el gezahlt, die sichtbare
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sensorische Sensillen aufwiesen. AuRerdem wurdemtakte Antennen, erkennbar an dem

kleineren, langlicheren Endsegment, ausgezahlt.

Pedicellus

Abb. 6: Schematische Darstellung einer
Geil3elantenne der Insekten.

f:f Flage”um Typischer Aufbau bestehend aus Schaft

j‘ (Scapus), erstem Segment (Pedicellus) und
GeilRel (Flagellum). (Nach: Snodgrass
1993).

Es wurde zwischen funf verschiedenen Larvalstadien bis Ls) unterschieden, deren

Antennensegmentanzahl zwischen 8 und 19 variiBitegenaue Zuteilung zu den einzelnen
Larvenstadien ist in Tab. 23 aufgetragen. Laut VWatet al. (1977b) gibt es bei

M. darwiniensiself verschiedene Nymphenstadien. Hier konnten gbdour drei Stadien

untersucht werden, die aufgrund einer Antennensetaneahl von 12 bis 17 in die ersten
drei Nymphenstadien eingeordnet wurden (Tab. 28sa#lich zu den juvenilen Stadien
wurde eine weitere Gruppe von Tieren untersuche, als Arbeiter bezeichnet wurden
(Abb. 7C; aptere Linie). Die Arbeiter b&l. darwiniensiskdnnen noch weitere Hautungen
durchlaufen — wie stationare Hautungen oder diettd@yzum Neotenic — daher kdnnen sie
nicht als adulte Tiere angesehen werden. Alle Lraae einer Antennensegmentanzahl von
20 wurden daher als Arbeiter bezeichnet. Bei desttenl Tieren konnte unterschieden werden
zwischen Neotenics (Abb. 7B), Soldaten (Abb. 7Agbeptere Linie) sowie den gefligelten
Geschlechtstieren (Alaten; Abb. 7F; nymphale Linigie Neotenics und Soldaten ahneln den
Arbeitern mit kleinen Unterschieden. Bei den Nemenst der gesamte Korper hellbraun
gefarbt, die Soldaten haben einen braunen Kopfvengrterte, stark sklerotisierte, schwarz
gefarbte Mandibeln. Die Alaten sind dunkelbraunégef, haben ein stark vergrol3ertes

Halsschild und bis zu 3 cm lange, das Abdomen algende Fliigel (Abb. 7).
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Abb. 7: Fotos verschiedener Entwicklungsstadien un&asten vonMastotermes darwiniensis.

(A) Soldat, (B) Ersatzgeschlechtstier (Neoteni€}) Arbeiter, (D) Oothek, (E) Larve im ersten
Larvalstadium (L), (F) gefligeltes Geschlechtstier (Alate). (A) €) (aptere Linie, (D) und (E)
aptere/nymphale Linie, (F) nymphale Linie. Die Bailkauf allen Grafiken entsprechen 0,2 cm.
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Tab. 23: Einteilung der fur die Untersuchungen vervendeten Entwicklungsstadien der Termite
Mastotermes darwiniensis nach Entwicklungslinie (aptere oder nymphale), Aler und Anzahl der
Antennensegmente.

w = weiblich, m = méannlich.

Entwicklungs- Anzani der
linie 9 Alter Bezeichnung Code Antennen-
segmente
aptere/ . _ Eier Ei -
juvenil :
nymphale 1. Larvenstadium L 8-11
2. Larvenstadium 1 12-13
) _ 3. Larvenstadium i 14-15
juvenil :
4. Larvenstadium L 16-17
aptere 5. Larvenstadium i 18-19
Arbeiter (w/m) A > 20
_adult* Soldat S 17-22
Ersatzgeschlechtstier Neo i
(Neotenic; w/m)
1. Nymphenstadium N 12-13
juvenil 2. Nymphenstadium N 14-15
nymphale 3. Nymphenstadium N 16-17
adult Geflugeltes Qeschlechtstler Ala i
(Alate; w/m)

4.1.3 Cryptocercus darwini

Die Identifikation der Sequenz des Allatostatin &S bei der Schabengattu@gyptocercus
(Cryptocercidae) erfolgte an einem Exemplar der @mptocercus darwin{Burnsideet al.
1999). Dabei handelte es sich um ein Alkoholprdpeairger Larve im letzten Larvenstadium
unbekannten Geschlechts. Das Tier wurde zur Verf@iggestellt von Bastian Fromm
(ehemals Universitat Jena, aktuell Universitat Qsind Prof. Dr. Srinivas Kambhampati
(Kansas State University). Es handelte sich umreiv@dfang aus dem Verbreitungsgebiet
der Art in den Appalachen im Osten der USA (Abb. 8)
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Abb. 8: Verbreitungsgebiete von vier verschiedeneryptocercus-Arten in den Appalachen im

Osten der USA.

Rot: C. darwini blau: C. garciai schwarz:C. punctulatusgrin: C. wrighti. (Nach: Burnsideet al.

1999; Aldrichet al.2005).

4.2 Allgemein verwendete Methoden

4.2.1 Gewebepraparation

Die Praparation der Gewebe vdm darwiniensiszur Isolation von RNA erfolgte unter

modifiziertem Grillenringer (Lorenet al. 1997) mit Hilfe eines Stereomikroskops. Vor der

Préaparation erfolgte die Dekapitierung der Tier¢ @mer Rasierklinge. Fur die Praparation

des Oberschlundganglions (OSG; Gehirn) wurde depfKim einer Praparierschale

festgesteckt und mit einer leicht gebogenen, feigenere posterior gedffnet. Anschliel3end

wurde die Kutikula mit einer Dumont-Pinze#atfernt, das Gehirn frei prapariert, mit einer

feinen Schere herausgel6st und von anhangendemurettMuskelgewebe befreit. Fir die

Praparation der restlichen Gewebe wurde der Kaipesal mit einer feinen Schere getffnet

und festgesteckt. AnschlieRend konnten die gewiiescGewebe — der Fettkorper und die

drei Darmabschnitte Vorder-, Mittel- und Hinterdasnfrei prapariert werden. Der Vorder-

und der Hinterdarm setzten sich dabei jeweils aghraeren Teilen zusammen. Das mit

Vorderdarm bezeichnete Gewebe enthielt OsophaguepfKund Proventrikulus. Das
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Hinterdarmgewebe bestand aus funf Abschnitten — éesten Hinterdarmsegment, dem
Darmventil, dem Pansen, dem Colon und dem Rektubb.(8). Der komplette Darm wurde

ebenfalls mittels einer feinen Schere und einer ButARinzette freigelegt, von anhangendem
Fettgewebe, Speicheldrisen, Malpighischen Gefaldeh Tuacheen befreit und aus dem
Korper herausgelost. Anschliel3end erfolgte die Awey in die drei Abschnitte Vorder-,

Mittel- und Hinterdarm sowie die Entleerung des msr Das mit Fettkdrper bezeichnete
Gewebe enthielt Teile des freien Fettkorpers, welctit einer Dumont-Pinzette entnommen
wurden. Die Gewebe, die zur RNA-Isolation verwendgetden sollten, wurden direkt nach
der Praparation in flussigem Stickstoff tiefgefrorend bis zur weiteren Verwendung bei
-70°C gelagert.

Abb. 9: Schematisierte Darstellung eines Termitendans.

C = Kropf; MD = Mitteldarm; MG = Malpighische GefaRO = Osophagus; P = Proventrikulus.
Abschnitte des Hinterdarms: 1 = erstes Hinterdagmemt; 2 = Darmventil; 3 = Pansen (lleum);
4 = Colon; 5 = Rektum. (Bearbeitet nach: Noirot &ifét-Timothée 1969).

4.2.2 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation aus Geweben vadwl. darwiniensiserfolgte nach zwei verschiedenen
Protokollen mit Chemikaliensets von zwei verschreseHerstellern — dem ,RNeasy® Mini
Kit* von Qiagen und ,peqGOLD TriFast™* von Peglab.

Am Anfang der Studie sollte eine cDNA-Bibliothek nvdl. darwiniensiserstellt werden.
Dafur wurde die RNA mittels des ,RNeasy® Mini Kitgoliert. Die Isolation erfolgte nach
dem ,RNeasy® Mini Protocol for Isolation of TotaINR from Animal Tissues®. Die

tiefgefrorenen Gewebe wurden abgewogen und ind?ami zu je 30 mg in Reaktionsgefalie
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dberfuhrt. AnschlieRend wurden 200 ul Puffer RLEréetzt mit 2 puB-Mercaptoethanol)
dazugegeben und das Gemisch mit einem Gewebehorsageriir ca. 2 min homogenisiert.
Dazu wurden weitere 400 pl Puffer RLT (mit 4 fjtMercaptoethanol) gegeben und mit der
Pipette vermischt. Alle weiteren Schritte erfolgteach Angaben des Herstellers mit
verlangerten Zentrifugationszeiten. In allen Seéntwurde statt 15 s bei 8161 x g fur je
1 min zentrifugiert. Nach dem Waschen mit dem RURPE wurde die Saule in ein neues
Reaktionsgefal Uberfihrt und erneut zentrifugi@rtZ min bei 13793 x g, um mdgliche
Uberstande des Waschpuffers zu entfernen. Diedalatifolgte mit 50 ul DEPC-Wasser.

Die mit dem ,RNeasy® Mini Kit* isolierte Gesamt-RNAonnte nicht direkt fur die
Erstellung der cDNA-Bibliothek verwendet werdenatBtessen wurde aus der Gesamt-RNA
die mRNA mit dem ,Oligotex® mRNA Mini Kit* isoliert Die Aufreinigung erfolgte nach
dem ,Oligotex® mRNA Spin-Column“-Protokoll. Es wwd ca. 80 pg Gesamt-RNA
verwendet. Diese wurden mit DEPC-Wasser auf 258ufdefullt und mit 250 ul Puffer OBB
versetzt. Zu der Losung wurden 15 pl Oligotex® ®uspon hinzugegeben. Alle weiteren
Schritte richteten sich nach den HerstellerangabenElution erfolgte mit 20 ul Puffer OEB
(70°C). Die erhaltene Flussigkeit wurde erneut @fC erhitzt und fir eine weitere Elution
verwendet. Um die maximale Ausbeute an mRNA zu gele#ten, wurde anschliel3end ein
drittes Mal mit 20 pul Puffer OEB (70°C) eluiert.

Da mit dem saulenbasierten ,RNeasy® Mini Kit* zwaine gute Reinheit, aber nur eine
geringe Ausbeute an RNA erzielt werden konnte, wund spateren Verlauf der Studie auf
,peqGOLD TriFast™* umgestiegen. Diese Methode beeut der Einzelschrittmethode von
Chomczynski & Sacchi (1987) zur Isolation von RNAnter Verwendung von
Guanidinisothiocyanat, Phenol und Chloroform. Datfiirden maximal 50 mg Gewebe mit
200 pl TriFast™ versetzt und mit einem Gewebehomisgéor flir ca. 2 min homogenisiert.
AnschlielRend wurden weitere 800 ul TriFast™ dazabeg, die Losung wurde gut gemischt
und bei Raumtemperatur fir 5 min inkubiert. Danaciiden 200 pl Chloroform zugegeben,
es wurde 15 s kraftig gemischt und bei Raumtemperf@ir 10 min inkubiert. Nach der
Inkubation wurde 5 min bei 13793 x g zentrifugiemd die obere Phase in ein neues
Reaktionsgefald tberfiihrt. AnschlieRend wurden érde0 pl Chloroform dazugegeben, es
wurde 15 s kraftig gemischt und bei 13793 x g figitere 5 min zentrifugiert. Die obere
Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberfiafirg00 ul Isopropanol versetzt und bei
-20°C fur mindestens eine Stunde gefallt. NachFddlung erfolgte eine Zentrifugation bei
18894 x g fur 30 min bei 4°C. Danach wurde dasePellveimal mit je 500 ul kaltem Ethanol
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(70%, v/v) gewaschen und fur je 20 min bei 18894 und 4°C zentrifugiert. Das Pellet
wurde fur ca. 15 min an der Luft getrocknet, daniac0 bis 100 ul DEPC-Wasser (je nach
Gewebe) aufgeldst und bei 60°C fir 15 min inkubiem die Loslichkeit zu verbessern.

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch besti (siehe 4.2.4) Die Lagerung der
RNA erfolgte bei -70°C.

4.2.3 DNA-Isolation

Die Isolation der genomischen DNA erfolgte mit zwearschiedenen Methoden. Bei der
Isolation von DNA audVl. darwiniensiswurde das ,Genomic DNA Purification Kit“ von
Fermentas verwendet, fir die Isolation von genom@scDNA ausC. darwini wurde

~Genomic-tip 500/G" von Qiagen benutzt.

Fur die Isolation der DNA aulsl. darwiniensiswurden entweder ganze Tiere (zwei bis vier
Stuck) oder nur die Kopfe der Tiere (sechs bis zé&tiack) in flussigem Stickstoff
tiefgefroren. Danach wurden die Gewebe in einen dgibrauf Trockeneis Uberfihrt und
mittels eines Pistills unter Zuhilfenahme von figesn Stickstoff zu einem sehr feinen Pulver
zermahlen. Von diesem Pulver wurden 30 mg abgewoerin Mikrozentrifugengefald
Uberfuhrt und in 200 pul TE-Puffer resuspendiertsémielend erfolgte die Isolation der
genomischen DNA nach Angaben des Herstellers mitigg@ Anderungen. Die Fallung
erfolgte durch Zugabe von 300 pl kalten EthanoB9%) und einer verlangerten Inkubation
bei -20°C fur mindestens 60 min. Nach der Inkubatimurde die Probe bei 18894 x g und
4°C fur 15 min zentrifugiert. Das Pellet wurde n300 pl kalten Ethanol (70%, v/v)
gewaschen, getrocknet und in 100 ul sterilem Wagsést.

Da Individuen vorC. darwiniviel gro3er sind als Individuen van. darwiniensiserfolgte die
DNA-Isolation bei C. darwini nach einem anderen Protokoll. Auf3erdem stand mur e
Exemplar des letzten Larvenstadiums v@ndarwini fir die DNA-Isolation zur Verfligung.
Dieses sollte komplett in einer Probe verarbeitetden, um eine ausreichend grol3e Menge
an reiner DNA zu erhalten. Daher wurden hier Sades ,Genomic-tip 500/G* verwendet,
welche die Verwendung von bis zu 500 mg Gewebellegla Da das verwendete Gewebe ein
Alkoholpraparat war, musste zuerst der Uberschéssikphol entfernt werden, da dieser die
nachfolgenden Schritte stéren kénnte. Der Alkohotde in einer Vakuumzentrifuge fur ca.
10 min verdampft. AnschlieBend wurden die starkerskisierten Beine und Mundwerkzeuge
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entfernt und das Préaparat in flussigem Sticksieffjefroren. Danach wurde das Praparat in
einen Morser auf Trockeneis uberfuhrt und mittalseg Pistills unter Zuhilfenahme von
flissigem Stickstoff zu einem sehr feinen Pulvemmhlen. 500 mg von diesem Pulver
wurden in ein 50 ml Plastikzentrifugenrohrchen diltet und in 19 ml Lysepuffer G2 mit
RNase A resuspendiert. AnschlieRend wurde bei 3@fG0 min inkubiert. Nach der Zugabe
von 760 pl Proteinase K (20 mg/ml) wurde die Losgng gemischt und im Wasserbad bei
50°C und gelegentlichem Mischen solange inkubidits die Trubung vollstandig
verschwunden war. Laut Herstellerangaben sollteedi®’organg etwa zwei Stunden dauern,
hier musste die Zeit jedoch auf ca. dreieinhalm&n verlangert werden. Danach wurde das
Lysat fir 20 min bei 15090 x g und 10°C zentrifugién der Zwischenzeit musste die zu
verwendende Saule vorequilibriert werden. Dazu emr@0 ml Equilibrierungspuffer QBT
auf die Saule transferiert. Fur die Equilibrierumgisste der Puffer QBT die Saule einmal
komplett durchlaufen. Nach der Zentrifugation wurdas Lysat in ein neues 50 mi
Plastikzentrifugenréhrchen Uberfuhrt, fur 10 s #gifgemischt und sofort auf die
vorequlibrierte Saule Gberfuhrt. Mit einer Durcls#bgeschwindigkeit von ca. 20 — 40 Tropfen
pro Minute passierte das Lysat die Matrix der SaNlach dem kompletten Durchlauf des
Lysats durch die Saule folgten zwei Waschschritié j;n 30 ml Waschpuffer QC, die
nacheinander auf die Saule Uberfuhrt wurden und sediemit derselben
Durchflussgeschwindigkeit passierten. Die Uberstader Puffer QBT, G2 und QC wurden
verworfen. Nach den Waschschritten wurde die Saukn neues Glaszentrifugenréhrchen
dberfihrt und es wurden 15 ml Elutionspuffer QF°®0auf die Sdule gegeben. Zum
Durchfluss wurden 10,5 ml Isopropanol gegeben]. dsing wurde gut gemischt und bei 4°C
Uber Nacht gefallt. Am nachsten Tag folgte einetidfmgation fir 30 min bei 5445 x g und
4°C. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet undeimal mit je 4 ml kaltem Ethanol
(70%, v/v) gewaschen und bei 4°C und 5445 x g furniin zentrifugiert. Anschliel3end
wurde das Pellet fur ca. 20 min an der Luft getnatkund unter standigem Schitteln tber
Nacht in 500 pl TE-Puffer gelést. Wahrend der Ab&tung wurden regelmaliig
Kontrollproben der einzelnen Uberstande entnommengen Fortschritt und die Qualitat der
Probe zu kontrollieren. Diese wurden am Ende defadeitung mittels Agarosegel-
Elektrophorese (siehe 4.2.6) tberpruft.

Die Konzentration der isolierten DNA wurde photonseth bestimmt (siehe 4.2.4). Die

Lagerung erfolgte bei -20°C.
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4.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Fur die weitere Verarbeitung der hergestellten DNihd RNA-LOsungen ist die Kenntnis
Uber deren genaue Konzentration unerlasslich. Diesde mittels Absorptionsspektroskopie
bestimmt. Die Messung erfolgte im UV-Bereich, da/RdMnhd DNA in diesem absorbieren.
Da alle Nukleotidmonophosphate, mit Ausnahme ve@MP, ihr Absorptionsmaximum bei
260 nm haben, wurde die optische Dichte (OD) beeseli Wellenlange zur
Konzentrationsbestimmung genutzt. Dabei gilt, dasse Absorptionseinheit bei 24

(1 ODyeg) je nach Art der Nukleinsaure einer bestimmten IBinks&urekonzentration
(spezifischer Absorptionskoeffizient) entspricht.eiB einzelstrangiger RNA (ssRNA)
entspricht 1 OBy 40 ng/ul, bei doppelstrangiger DNA (dsDNA) 50 ng{Bambrooket al.
1989; Milhardt 2009). Fiur doppelstrangige RNA (d#fNst kein genauer Wert bekannt,
daher wurde hier der Wert fur dsDNA von 50 ng/pivendet. Da ausschliel3lich verdiinnte
Loésungen gemessen wurden, musste zur Berechnuridutéginsdaurekonzentration auch die
Verdinnung eingerechnet werden, so dass sich dmzdfaration mit folgender Formel

berechnen liel3:

Konzentration [ng/ul] = (Aso— As20) * Verdlinnung * spez. Absorptionskoeffizient

Zusatzlich zur Messung bei 260 nm wurde die Absonpbei 280 nm und 320 nm bestimmit.
Der gemessene Wert bei 320 nm entspricht dem sogtema ,Streuwert”. Er gibt die

allgemeine Streuung der Lichtstrahlen in der Lésangund muss von den ubrigen Werten
abgezogen werden. Bei 280 nm haben Proteine ihor@bensmaximum, daher wurde dieser
Wert zur Bestimmung der Reinheit der Nukleinsawwehiien verwendet. Die folgende

Formel wurde fir die Bestimmung der Reinheit dekldsaureldsungen verwendet:

Az60— Asz20
A2s0— As20

Reinheit :

Reine DNA weist einen Quotienten fA2s0) von 1,8 auf, bei reiner RNA liegt der Quotient
bei 2,0. Eine DNA- oder RNA-L6sung mit einem sigkant niedrigeren Quotienten ist

wahrscheinlich mit Phenol oder Proteinen kontannir{igambroolket al. 1989).
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4.2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (,polymerase chairctieal’; PCR) ist ein Verfahren zur
enzymatischen Vermehrung definierter DNA-Fragmemtelches von Mulliset al. (1986)
entwickelt wurde. Voraussetzung fur eine erfolgnei@dmplifikation des gewiinschten DNA-
Fragments sind zwei passende Oligonukleotidprirder,komplementar zu den jeweiligen
Enden des DNA-Fragments sind.

Eine PCR-Reaktion gliedert sich in die drei Schritbenaturierung, Hybridisierung
(Annealing) und Elongation. Die Denaturierung egtdbei 94 — 96°C, die Hybridisierung in
Abhangigkeit von der Schmelztemperatur der Oligéentidprimer bei Temperaturen
zwischen 50 — 65°C. Die Elongation lauft meist 68i— 72°C ab, das Temperaturoptimum
der verwendeten DNA-Polymerase des Bakteriuthermus aquaticugTagPolymerase)
liegt bei ca. 74°C. Der Zyklus aus Denaturierenbititlisieren und Synthese wird meist 20
bis 45x wiederholt, wobei sich die Menge des gewliten DNA-Fragments in jedem Zyklus
anndhernd verdoppelt. Durch den exponentiellen iégsier Menge des DNA-Fragments

liegt dieses am Ende der PCR-Reaktion in millioaehér Kopie vor.

Fiur die Durchfihrung der PCR-Reaktion wurden adedtigten Komponenten in passende
PCR-Reaktionsgefalle dberfliihrt und anschlielBend iner ePCR-Maschine mit einem

entsprechenden PCR-Programm inkubiert. Ein PCRtBnom beschreibt das verwendete
Temperaturprofil wahrend der PCR-Reaktion. In dieStudie wurden verschiedene
Programme verwendet, ein Beispiel fir deren Aufisain Tab. 24 dargestellt.

Tab. 24: Beispiel fur ein PCR-Programm, das wahrendlieser Studie fur die Amplifikation von
DNA-Fragmenten verwendet wurde.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Zyklen
Denaturierung 95 5:00 1
Denaturierung 95 1:00
Hybridisierung 55 1:00 40

Elongation 72 2:00
Abschlusssynthese 72 10:00 1

Die Methode der PCR wurde in dieser Studie fur aclgesiene Untersuchungen verwendet.

Die verwendeten Programme und die Zusammensetzengebhktionsansatze sind bei den
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entsprechenden Versuchen aufgefihrt. Mittels AgmyelsElektrophorese wurden die
entstandenen PCR-Produkte analysiert (siehe 4.2.6).

4.2.6 Agarosegel-Elektrophorese

Die Elektrophorese ist ein Verfahren, das in detéMolarbiologie haufig eingesetzt wird, um
Molektle verschiedener GroRe und Ladung zu trenrizebei wird die Probe in ein
Tragermaterial Uberfihrt und in ein elektrischesd Fgebracht. Abhangig von der Ladung
wandern die Moleklle dann entweder zur Anode (meggeladene Teilchen) oder zur
Kathode (positiv geladene Teilchen). DNA-Molekilaedsim verwendeten Laufpuffer mit
leicht alkalischen pH-Wert negativ geladen und vemnddaher zur Anode. Fur die
Auftrennung von DNA-Molekilen anhand ihrer GroRRessein Gel verwendet werden, um
die aufgrund der identischen Ladungsdichte gletwhslte Wanderung der Molekile im
elektrischen Feld zu verhindern. Diese Gele besteheeist aus Agarose und/oder
Polyacrylamid. In dieser Studie wurde Agarose alsigérmaterial verwendet. Die
Agarosemolekile bilden im Gel ein kompliziertes Netrk, durch dessen Poren die DNA-
Molekule wandern mussen. Kleine Molekile wanderbedachneller als grofe Molekile,
daher werden die Molektle anhand ihrer Grol3e argiget (Brown 2007). Um die DNA-
Molektle im Agarosegel sichtbar zu machen, wurdee eFarbung mit Ethidiumbromid
durchgefuhrt. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenz&ioff, der sich zwischen die Basen des
DNA-Molekils einlagert. Durch die Bindung an DNArdidie Fluoreszenz des Farbstoffes
bei Anregung mit UV-Licht stark erhoht, so dasshgiee markierten Nukleinsauren deutlich
vom dunkleren Hintergrund abheben. Die Intensgtitdabei proportional zur Konzentration
an Nukleinsauren (Le Pecq & Paoletti 1966, 1967).

Zur Herstellung der Agarosegele wurden 1 — 2% (wgarose in 0,5x TBE-Puffer durch
Erhitzen in der Mikrowelle gelost. Nach AbkuhlungrdFlussigkeit auf ca. 60°C wurde
Ethidiumbromidlésung bis zu einer Endkonzentratioon 0,5 pg/ml dazugegeben.
Anschlie3end wurde die Mischung in ein Gelgiel3dlegegossen. Nach dem Erkalten wurde
das entstandene Gel in eine Elektrophoresekamrhenfals gefullt mit 0,5x TBE-Puffer,
Uberfuhrt. Die DNA-Proben wurden mit Probenpuffermischt (1 pl Probenpuffer pro 5 ul
Probe) und in die Taschen des Gels gefillt. Zusétzivurden 7 — 12 pul DNA-
GroRenstandard aufgetragen, der DNA-Fragmente beanGrofie enthielt. Die
Elektrophorese lief mit einer Spannung von funf &eht Volt pro cm fur 30 bis 50 min.
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Anschlie3end wurde das Agarosegel mit einer Gelo@niationsanlage fotografiert, wobei
die DNA-Fragmente durch UV-Bestrahlung sichtbar geln wurden.

Fur die Analyse der doppelstrangigen RNA wurdee akrwendeten GefalRe mit DEPC-
Wasser ausgespult und der TBE-Puffer wurde ansiatiilli-Q Wasser mit DEPC-Wasser

hergestellt, um einen Abbau der RNA zu verhindern.

Die Abschéatzung der GrolRe der DNA-Fragmente edoégthand einer Eichgerade, die mit
Hilfe des mitgelaufenen DNA-Grol3enstandards etstalrde. Daflir wurde die Laufstrecke
der einzelnen Fragmente des DNA-GroRRenstandardsmipeisund gegen den dekadischen
Logarithmus (Ig) der Fragmentlangen in Basenpadbg) aufgetragen, da diese beiden
GroRen umgekehrt proportional zueinander sind (Biah2009). Aus der Geradengleichung
der Eichgerade und der Laufstrecke der untersuddi¢A-Fragmente konnte anschliel3end

die Lange der DNA-Fragmente berechnet werden.

4.2.7 Aufreinigung von Nukleinséauren

Die Aufreinigung der durch Agarosegel-Elektrophereaufgetrennten DNA-Fragmente
erfolgte mit den Chemikaliensets ,illustra™ GFX™ RO®NA and Gel Band Purification

Kit* und ,QIAquick® Gel Extraction Kit*. Beide Prakolle beruhen auf der Bindung von
DNA an Silikat-Membranen. Durch Zugabe eines BindBgs mit einer hohen

Konzentration an chaotropen Salzen wird die Agaraséeldst und die Bindung von
doppelstrangiger DNA an die Silikat-Membran erméigli Darauf folgt ein Waschschritt mit
einer Salz-Ethanol-Losung. Durch Zugabe einer Lgsuit geringer Salzkonzentration (z. B.
Wasser, TE-Puffer oder Tris-HCI-Losung) wird die PNvieder geldst und durch einen
Zentrifugationsschritt gesammelt (Mulhardt 2009).

Vor der Reinigung wurden die gewinschten DNA-Fragimewuf einem UV-Flachenstrahler
sichtbar gemacht, mit einem Skalpell ausgeschnittehin einem Reaktionsgefald gesammelt.
Nach der Gewichtsbestimmung des Gelstiickes erfaligge Zugabe des entsprechenden
Volumens von Bindepuffer. Die Aufreinigung erfolgbeim ,illustra™ GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification Kit* nach Herstellerangapbeim ,QlAquick® Gel Extraction
Kit“ wurde das ,Gel Extraction Spin Protocol” degidtellers verwendet. Fur die Elution der
DNA von der Silikat-Membran wurde entweder der prashende Elutionspuffer oder

steriles Wasser verwendet.
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FUr manche Experimente war es notwendig, durch B@plifizierte DNA-Fragmente durch
eine erneute PCR-Reaktion nochmals zu amplifizieldm zu verhindern, dass ubrig
gebliebene Komponenten der ersten Reaktion dieteyRgaktion stéren, wurde der gesamte
PCR-Ansatz ebenfalls mit dem illustra™ GFX™ PCR ®Bind Gel Band Purification Kit*
nach Herstellerangaben aufgereinigt. Diese Methedteernte nicht nur die Salze und
Enzymreste der ersten PCR-Reaktion effektiv, sondeauch die verwendeten
Oligonukleotide, die in der zweiten PCR-Reaktion s@rsten zu unerwinschten

Nebenprodukten fihren kdnnten.

4.2.8 Klonierung

Ein haufig angewendetes Verfahren fir die Vermefprdefinierter DNA-Fragmente ist die
Klonierung. Dafur wird das gewtinschte DNA-Fragmeuaerst in einen geeigneten Vektor
integriert. AnschlielRend wird dieser Vektor in eB&kterienzelle transformiert. Die Vektoren
enthalten ein Resistenzgen gegen ein Antibiotikuso, dass anschlieBend an die
Transformation eine Selektion der Bakterien stat#n kann. Dazu werden die
transformierten Bakterien auf einen N&hrboden mittidotikum (meist Ampicillin)
Uberfuhrt. Nur diejenigen Bakterien, die den Vektmfgenommen haben und damit das

Antibiotika-Resistenzgen tragen, konnen auf einelohe&n Nahrboden wachsen.

4.2.8.1 Ligation

Zur Vermehrung der gewtinschten DNA-Fragmente mudeedurch PCR amplifizierten und
aufgereinigten Fragmente zunéchst in einen geeagnéektor integriert werden. Es wurden
Plasmid-Klonierungsvektoren verschiedener Herstellerwendet. Die verwendeten
Chemikaliensets waren ,CloneJET™ PCR Cloning KjGeneJET™ PCR Cloning Kit*
(beide Fermentas), ,p,GEM®-T Easy Vector SystenPlfofnega) und ,TOPO TA Cloning®
Kit Dual Promoter” (Invitrogen). Die Sets von Imdgen und Promega arbeiten nach dem
TA-Klonierungsprinzip, welches besonders geeigsetfiir DNA-Fragmente, die mit einer
Tag-Polymerase amplifiziert wurden. DieagPolymerase weist eine unspezifische terminale
Transferase-Aktivitdt auf, die an das 3-Ende vorCRPProdukten eine einzelne
Desoxyadenosin-Base anfugt. Die Vektoren pGEM®-FyEand pCR®II-TOPO® weisen
komplementar dazu am 3’-Ende eine einzelne Ubedrie Thymidin-Base auf. Dadurch

wird die Rezirkularisierung des Vektors verhindend die Ligationseffizienz erhoht. Die
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u@dR-Arodukt bilden Uber
Wasserstoffbriickenbindungen eine schwache BasenmgpaBei pGEM®-T Easy werden

komplementaren (berhangenden Basen von Vektor

diese Verknipfungen durch die T4-DNA-Ligase unddBilg von Phosphodiesterbindungen
verfestigt. Der Vektor pCR®II-TOPO® ist mit einelofoisomerase | vorWacciniaVirus
kovalent verknupft. Durch Abspaltung der Topoisoaser kommt es zur Neuausbildung der
Phosphodiesterbindung zwischen Vektor und PCR-Rto@human 1994; Mulhardt 2009).
Die Sets von Fermentas arbeiten nach dem sogemayBitent-End-Cloning“-Prinzip. Dabei
weisen beide DNA-Sticke (Vektor und PCR-Produktatige Enden auf und kdénnen so
durch eine T4-DNA-Ligase verbunden werden. Bei H@Bdukten, die mit eineffag
Polymerase amplifiziert wurden, muss vorher einkipBng“-Reaktion durchgefihrt werden,

bei der ein Enzym die tGiberhangenden Enden absatneid

Die Durchfihrung der Reaktion erfolgte jeweils wyehend nach den Angaben des
Herstellers. Die genaue Zusammensetzung der Ligstitsatze und der Ablauf der

Ligationsreaktionen sind in Tab. 25 zusammengefasst

Tab. 25: Zusammensetzung des Ligationsansatzes uAdlauf der Ligationsreaktion.

RT = Raumtemperatur, UN = iber Nacht.

CloneJET™ GeneJET™ pGEM®-T TOPO TA
PCR Cloning PCR Cloning Easy Vector Cloning® Kit
Kit Kit System | Dual Promoter
2x Reaktions-
puffer 5 ul 5 ul 2,5 pul -
DNA-Fragment 25-75ng 25-75ng 25-75ng 25— 75 ng
DNA Blunting
Enzym 0,5 pl 0,5 ul - -
Wasser
(nukleasefrei) auf 9 pl auf 9 pl auf 8,5 ul auf 4 pl
Blunting- 5 min bei 70°C,| 5 min bei 70°C, i i
Reaktion: danach auf Eis| danach auf Eis
Vektor pJetl.2/blunt pJET1/blunt | pGEM®-T Easy| pCR®II-TOPO®
0,5 pl 0,5 pl 0,5 ul 1l
T4-DNA-Ligase 0,5 ul 0,5 ul 1l -
Salzlésung - - - 1l
Gesamt-
volumen 10 pl 10 pl 10 pl 6 ul
Ligatlons- | 33 minbei RT| 30 minbei RT|  UNbei 16°C| 30 min B
reaktion:
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4.2.8.2 Herstellung kompetenter Zellen

Fur eine erfolgreiche Aufnahme des Vektors in dektBrienzelle ist eine vorangehende
Behandlung der Bakterien essentiell, da die meidakterienarten unter natirlichen
Bedingungen DNA nur sehr begrenzt aufnehmen. UmAdimahme der Plasmid-DNA zu

erleichtern, missen die Bakterienzellen vorher reptgsikalischen (z. B. Elektroporation)
oder chemischen Behandlung (z. B. Behandlung nigi@achlorid) unterzogen werden. Die
Zellen nach der Behandlung werden kompetente Zejsmannt (Brown 2007). In dieser
Studie wurde eine chemische Behandlung verwendetjerstellung der kompetenten Zellen

erfolgte mit eisgekuhlter Calciumchloridlésung.

Fur die Herstellung der kompetenten BakterienzeNende eine Startkultur voBscherichia
coli IM109 verwendet. 150 ul Bakteriensuspension wknide auf Eis aufgetaut und in 50 ml
LB-Medium uberfuhrt. AnschlieRend erfolgte eine raeistiindige Inkubation bei 37°C und
240 rpm bis die optische Dichte (OD) bei 550 nmermifWert zwischen 0,45 und 0,55
aufwies. Daraufhin wurde das LB-Medium in ein el Zentrifugenréhrchen tberfuhrt,
10 min auf Eis inkubiert und fur weitere 10 min &354 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 mskadter 0,1 M CaGH.6sung
resuspendiert. Nach einer zehnmindtigen Inkubateuf Eis erfolgte erneut eine
Zentrifugation bei 4°C und 2254 x g fur 10 min. Déberstand wurde verworfen und das
Pellet in 1 ml eiskalter 0,1 M CafCl 15% (v/v) Glyzerin-L6ésung resuspendiert. Die so
entstandene Losung wurde portioniert und bei -7§2l@gert.

Die Wirksamkeit der Behandlung wurde mittels eifi@sttransformation tberprift. Daflr
wurden die kompetenten Zellen mit 15 ng des ziMandpGEM®-T Easy Vektors
transformiert und auf Nahrmedium ausplattiert. Amhader Anzahl der gewachsenen
Kolonien konnte die Kompetenz der Zellen in koldmligenden Einheiten (,colony forming
units*; cfu) pro pg DNA bestimmt werden. Die Komgez betrug zwischen 1@ind 16 cfu
pro pug DNA.

4.2.8.3 Transformation

Als Transformation wird die Aufnahme von freier DNiA kompetente Bakterienzellen
bezeichnet. Die vorherige Behandlung der Bakteakez mit Calciumchlorid beeinflusst

nicht die eigentliche Aufnahme der DNA in die Balaazelle, sorgt aber dafir, dass die
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DNA besser an der AulR3enseite der Zelle binden k&ne.Aufnahme der DNA erfolgt
wahrend einer kurzzeitigen Erhohung der Tempeitid2°C (Brown 2007).

Fur die Transformation wurde der LigationansatZl@0 pl kompetenten Zellen d&s coli-
Stamms JM109 gegeben und durch leichtes Klopfermgeias Reaktionsgefald vermischt.
AnschlieRend wurde das Gemisch 20 min auf Eis imktibDanach folgte ein Hitzeschock
der Zellen bei 42°C fur genau 2 min. Dieser Schistt der kritische Schritt bei der
Transformation, da hier die DNA in die Zellen eiagkleust wird. Nach dem Hitzeschock
erfolgte eine erneute Inkubation auf Eis fur 2 nilach Zugabe von 450 pul SOC-Medium
wurden die Zellen bei 37°C und 160 rpm fur mindest#,5 h inkubiert. In dieser Zeit fand
eine Revitalisierung der Zellen und die Expressilam Antibiotikaresistenzgene statt. Im
Anschluss wurden die Bakterien auf LB-Amp-Plattesmattiert, die zuvor mit 100 pl 0,1 M
IPTG-Losung und 20 pl X-Gal (40 mg/ml in DMF) belaft wurden. Die Mischung wurde
in einem 2:1 (v/v) Verhaltnis auf zwei Platten edtt Danach wurden die LB-Amp-Platten
zuerst fur 30 min bei 37°C und anschlieBend in Welgger Orientierung bei 37°C Uber
Nacht inkubiert.

4.2.8.4 Selektion der transformierten Zellen

Da die Effizienz einer Transformation meist nicehsshoch ist, wird eine einfache Methode
zur Unterscheidung von erfolgreich transformierfillen und nicht-transformierten Zellen
bendtigt. Alle verwendeten Plasmid-Klonierungsvegto tragen zu diesem Zweck ein
Ampicillinresistenzgen, welches bEL coli normalerweise nicht vorhanden ist. Werden die
transformierten Zellen dann auf ein Selektionsm@dimit dem Antibiotikum Ampicillin
ausplattiert, konnen nur die Zellen wachsen, dia ®ektor aufgenommen haben. Die
Anwesenheit des Vektors allein reicht daftir niald,alas Resistenzgen muss auch exprimiert
und das entsprechende Enzym in ausreichender Mg=iglkelet werden (Brown 2007). Dafur
dient die Inkubation mit SOC-Medium unmittelbar hater Transformation, wéhrend der die

Plasmidreplikation und Genexpression anlaufen.

Nach der Selektion von erfolgreich transformierigilen erfolgt eine weitere Selektion, in
der zwischen Zellen mit rekombinierten DNA-MolekiiléPlasmid mit integriertem DNA-
Fragment) und Zellen mit selbstligiertem Vektorarathieden werden muss. Die Zugabe von

IPTG und X-Gal zum Nahrmedium erlaubt eine relainfache Methode zur Selektion der
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gewinschten Bakterienkolonien mittels der Lac-Selaekoder Blau-Weil3-Selektion. Diese
Methode ist mit den meisten modernen Plasmidvektah@chfiihrbar und beruht auf der
Unterbrechung des lacZ’-Gens. Das lacZ’-Gen kodiéir das o-Fragment der
B-Galactosidase und befindet sich innerhalb der ipieft Klonierungsstelle (,Multiple
Cloning Site"; MCS) auf dem eingeschleusten Vekbusammen mit denwm-Fragment,
welches sich im Genom dgs coli Bakterienstamms JM109 (GenotigglZAM15) befindet,
bildet dasu-Fragment das funktionelle EnzyprGalactosidase. Dig-Galactosidase kann das
Lactoseanalogon X-Gal spalten, was zu dem unlésiicRrodukt 5-Brom-4-chlorindoxyl
fuhrt. Dieses farbt die Bakterienkolonien tiefbld®TG wird zur Induktion des Enzyms
hinzugegeben. Durch Einschleusen eines DNA-Fragnantie MCS des Vektors wird das
lacZ’-Gen unterbrochen und es kann keine funktienpiGalactosidase gebildet werden.
Dadurch erfolgt keine Spaltung des X-Gals und ditblaue Farbung der Bakterienkolonien
bleibt aus. Die Bakterienkolonien, die den Vektoardudas gewlnschte DNA-Fragment
enthalten, sind demnach weil3 gefarbt (Brown 200tjhiskdt 2009). Bei kleinen DNA-
Fragmenten (unter 1 kb Lange) kann es passieras, tdatz enthaltenem Insert der lacZ'’-
Leserahmen nicht unterbrochen wird und ein funidil@s Enzym produziert wird. Die
resultierenden Kolonien weisen eine hellblaue Faab& sind aber von den tiefblauen
Kolonien ohne Insert gut zu unterscheiden (Mulh2@9). Auch mit diesen Kolonien wurde
daher weitergearbeitet.

Bei der Benutzung der Vektoren pJET1 und pJetl@néGET™ und CloneJET™ PCR
Cloning Kit) war keine Blau-Weil3-Selektion notwegdBeide Vektoren weisen innerhalb
threr MCS ein Gen auf, das ein die Bakterienzeldbt®ndes Protein kodiert. Dessen
Expression kann nur durch erfolgreiches Einbringiees Inserts unterbrochen werden. Daher

wuchsen bei Verwendung dieser beiden Vektoren eile mit rekombiniertem Vektor.

4.2.85 Fermentation

Fur die weitere Vermehrung der positiven Klone veurctinige positiv bewertete Kolonien
einzeln mit einer sterilen Pipettenspitze von dBrAmMp-Platten entnommen und jeweils auf
einer neuen LB-Amp-Platte ausgestrichen. Diese guetheut bei 37°C in umgekehrter
Orientierung Uber Nacht inkubiert.

Die Fermentation erfolgte am darauf folgenden ThAgfur wurde erneut eine einzelne

Kolonie des Verdinnungsausstriches mit einer steflipettenspitze entnommen und in 5 ml
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LB-Medium mit 500 pg Ampicillin Gberfuhrt. Dieseawde dann bei 37°C und 240 rpm Uber
Nacht inkubiert. Anschlie3end konnte die Plasmidpration durchgefuhrt werden.

4.2.8.6 Plasmidpraparation

Die Plasmidpraparation dient der Isolation des wmen Plasmids aus den Bakterienzellen.
Die Isolation erfolgte dabei entweder mit konvenétben Minipraparation-Sets oder Uber die

Methode der alkalischen Lyse.

Die verwendeten Minipraparation-Sets waren das g3EA™ Plasmid Miniprep Kit* und
das ,Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System®. Die Durchifiung beim
,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit* erfolgte nach demgaben des Herstellers, beim
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System* wurde nachend
Zentrifugationsprotokoll des Herstellers verfahren.

Beide Minipraparation-Sets lieferten zwar Plasnsdliigen mit hoher Reinheit, jedoch nur
geringe Mengen des gewinschten Plasmids. Daherewiiirddie Plasmidpraparation die
Methode der alkalischen Lyse verwendet, wenn nighifale Reaktionen eine grofe Menge
an Plasmid erforderten. Dafir wurde zuerst das L&}iMm mit den Bakterienzellen in ein
Mikrozentrifugengefald Uberfuhrt und die Zellen dugentrifugation fur 1 min bei 13793 x g
pellettiert. AnschlieRend wurde das Pellet in 10@Puffer S1, versetzt mit 1 ul RNase A
(100 pg/ul), resuspendiert. Danach wurden 200 ffeP82 hinzugegeben, durch Invertieren
gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubierchN@er Inkubation wurden 150 ul Puffer
S3 dazugegeben, es wurde sofort durch invertieesnisght und 10 min auf Eis inkubiert.
Die RNase A sorgt fur den Abbau der bakteriellen ARNDer Puffer S2 enthéalt
Natriumhydroxid und das ionische Detergenz SDS. cBudas SDS werden die
Bakterienmembranen lysiert und die Proteine deraturin der chromosomalen DNA der
Bakterien kommt es durch das SDS zu Strangbruderer liegt diese in gestreckter Form
vor. Durch den hohen pH-Wert kommt es zur Denatumnig der chromosomalen DNA. Da
die Plasmide in Uberspiralisierter Form vorliegeerden sie nicht denaturiert. Der Puffer S3
enthalt Essigsaure und verursacht eine Neutraisatier Losung. Die Einzelstrénge der
chromosomalen DNA lagern sich durch Zugabe der &saur einer unloslichen Masse
zusammen. Die Plasmid-DNA bleibt in Losung (Browd02). Durch den Austausch von
Natrium- durch Kaliumionen kommt es zur Bildung dsshwerloslichen Kalium-DS

(Kaliumdodecylsulfat), welches zusammen mit deloofwsomalen DNA, den denaturierten
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Proteinen und Zellbestandteilen ausfallt und ab#agtert werden kann. Die Zentrifugation
erfolgte fir 10 min bei 13793 x g. AnschlieBend deurder Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal3 Uberfihrt und erneut fir 5 min B&9B x g zentrifugiert. Zur Fallung wurde
der Uberstand mit dem 0,8-fachem Volumen an Isaprop versetzt und bei -20°C fir
mindestens eine Stunde inkubiert. Durch Zentrifingabei 4°C und 18894 x g fir 30 min
wurde die Plasmid-DNA pellettiert. Das Pellet wumtgt je 500 pl Ethanol (70%, v/v)

zweimal gewaschen und jeweils bei 18894 x g und #ifCL5 min zentrifugiert. Nach den

Waschschritten wurde das Pellet gut getrocknetim®@® bis 100 pl sterilem Wasser gelost.

4.2.8.7 Analyse der isolierten Plasmide

Zur Uberprifung der Lange des in den Vektor eingeda DNA-Fragments wurden zwei

verschiedene Methoden angewendet. Zum einen kaimtePCR durchgefiihrt werden, zum
anderen konnte das eingebaute DNA-Fragment miRekgriktionsenzymverdau wieder aus
dem Vektor herausgeschnitten werden. Die PCR wuintkr denselben Bedingungen und mit
denselben Primern durchgefihrt wie die PCR, mit das DNA-Fragment urspringlich

amplifiziert wurde. Bei einem Restriktionsenzymwaud werden  sogenannte

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il (auch Restiigenzyme) eingesetzt. Dabei handelt
es sich um bakterielle Enzyme, die DNA an einerzsigehen DNA-Basensequenz

schneiden. Die Erkennungssequenzen unterscheiderewischen den einzelnen Enzymen
und sind zwischen vier und acht Basenpaare langh@idt 2009). Zum Herauslésen des
DNA-Fragments aus dem Plasmid musste das Plasmaimal in der Nahe des Inserts
geschnitten werden. Dadurch war das herausgesammigtiick nur minimal gré3er als das
Insert. Dafur wurde entweder ein Restriktionsenzyerwendet, das im Plasmid zwei

Erkennungsstellen hat und daher zweimal schneadet, es wurden zwei Restriktionsenzyme
eingesetzt, die jeweils einmal schneiden. Die vadeten Restriktionsenzyme, die
eingesetzten Volumina und der Ablauf des Restmiggmzymverdaus sind in Tab. 26
zusammengefasst. Nach Ablauf der Reaktion wurdseddurch Zugabe von 1 ul 0,5 M

EDTA-LO6sung (pH 8,0) abgestoppt und die Lange dBs\Fragments mittels Agarosegel-

Elektrophorese (siehe 4.2.6) tUberprift.
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Tab. 26: Zusammenfassung der eingesetzten Chemikati, Volumina und Inkubationszeiten des
Restriktionsenzymverdaus.

CloneJET™ GeneJET™ pGEM®-T TOPO TA
PCR Cloning PCR Cloning Easy Vector Cloning® Kit
Kit Kit System | Dual Promoter
10x Puffer O 10x Puffer 10x Puffer 10x Puffer
Puffer EcaRl EcaoRl EcaoRl
2 ul 2,5 pul 2 ul 2 ul
Plasmid 0,5-1pug 0,5-1pug 0,5-1pug 0,5-1ug
Restriktions- Balll EcoRl + BanH| EcoRlI EcoRlI
enzym 1l 0,5ul+1ul 1l 1l
Wasser
(nukleasefrei) auf 20 pul auf 25 pl auf 20 pul auf 20 pul
Inkubation 2 h bei 37°C 2 h bei 37°C 2 h bei 37°C h [&i 37°C

4.3 Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Massenspéak-

metrie (HPLC-MS) zur Bestimmung des Hormongehalts

4.3.1 Probennahme

4.3.1.1 Hamolymphproben von Gryllus bimaculatus

Fur die Herstellung eines externen Standards fig HPLC-MS-Messungen wurde
Hamolymphe von weiblichen, adulten, einen Tag alitelmeerfeldgrillenG. bimaculatus
als Matrix verwendet. Dadurch sollten eventuelletiMaffekte ausgeglichen werden, z. B.
Wechselwirkungen der nicht untersuchten Inhaltéstoler Hamolymphe mit der HPLC-
Saule. Es wurden einen Tag alte Grillenweibchen aiptwda Westerlund (2004) zeigen
konnte, dass diese nur eine geringe Menge an Jogenon und keine Ecdysteroide in der
Hamolymphe aufweisen.

Vor der Hamolymphabnahme wurden die Tiere gekUhitp die Koagulation der
Hamolymphe zu verzdgern. Zur Hamolymphabnahme wuie Tiere mit der ventralen
Kdrperseite nach oben fixiert. Mit einer Nadel wairdie Haut zwischen Metathorax und
metathorakalem Bein angestochen, der austretendelp@phtropfen mit einer geeichten
Glaskapillare aufgefangen und das exakte Volumestibmt. Um die Ausbeute an
Hamolymphe zu erhdhen, wurden die Tiere leicht abddnen zusammengedrickt. So
konnten pro Tier zwischen 30 und 140 pl Hamolymgéeonnen werden. Die Hamolymphe
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wurde anschlielBend in ein Reagenzglas, geflullt 200 pl eines Methanol-Isooktan-
Gemisches (MIG; 1:1, v/v), tberfuhrt, ca. 20 s tiggfemischt und mit Alufolie und Parafilm
verschlossen. Das Verhaltnis von Hamolymphe zu hgsunittel betrug eins zu zehn (v/v),
d. h. es wurden je 20 pul Hamolymphe in 200 pl Lgsumttel Gberfihrt. Danach wurden die
Proben ca. 30 min bei Raumtemperatur inkubiert,obeste bei -70°C bis zur weiteren

Verarbeitung eingefroren wurden.

4.3.1.2 Hamolymphproben und Ganztierextrakte vonMastotermes darwiniensis

Die Probennahme bei den Versuchstieren der Teraritdh darwiniensiserfolgte ahnlich
wie die Hamolymphabnahme bei den Grillen. Bei degrniiten wurden jedoch zwei
verschiedene Ansétze zur Bestimmung des Hormongebaitfolgt. Zum einen erfolgte die
Untersuchung der Hamolymphe, zum anderen die Untkumg von Ganztierextrakten. Zur
Hamolymphabnahme wurden die Tiere mit der dors&keite nach oben fixiert und mit einer
Nadel wurde in die Haut zwischen Kopf und Thorastgehen. Dabei wurden die Tiere am
Abdomen leicht zusammengedriickt. Der austretendaai@nphtropfen wurde mit einer
geeichten Glaskapillare aufgefangen, das exakterweh wurde bestimmt und sofort in ein
Reagenzglas mit 200 pl MIG (1:1, v/v) tberfihrto Hrer konnten je nach Stadium zwischen
0,1 und 5 pl Hamolymphe gewonnen werden. Das Verkalvon Hamolymphe zu
Loésungsmittel betrug eins zu zehn (v/v), dafir rneissie Hamolymphe mehrerer Tiere
vereinigt werden. Anschlielend wurden die Probern26as gut gemischt, mit Alufolie und
Parafilm verschlossen, bei Raumtemperatur ca. 39 imkubiert und bei -70°C bis zur
Weiterverarbeitung eingefroren.

Da pro Tier nicht geniigend Hamolymphe fur einevitlielle Messung gewonnen werden
konnte, wurden zusatzlich zu den Hamolymphprobedividuelle Ganztierextrakte
untersucht. Dafiur wurde jedes Tier gewogen, es vutas Geschlecht bestimmt und zur
Bestimmungen des Stadiums die Antennensegmentehlggzaéehe 4.1.2). Anschliel3end
wurden die Tiere einzeln in Reagenzglaser mit 2DM|G (1:1, v/v) dberfihrt, mit einer
feinen Schere grindlich zerkleinert und mit eineew@&behomogenisator fir mindestens drei
Minuten homogenisiert. Danach wurden die Probeml@&rigut gemischt, bei Raumtemperatur

inkubiert und bei -70°C eingefroren.
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4.3.2 Aufarbeitung der Proben

Die weitere Aufarbeitung der Hamolymphproben v@ryllus und Mastotermessowie der
Ganztierextrakte voiastotermesrfolgte nach dem Protokoll von Westerlund & Hoddm
(2004) und Westerlund (2004). Die Proben wurden8i&il x g fur 20 min zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation konnten drei Phasen unbtéeden werden — die obere
Isooktanphase, die mittlere Phase mit denaturié?teteinen und die untere Methanolphase.
Die Isooktanphase wurde mit einer Mikroliterspritmeein neues Reagenzglas tberfuhrt und
die verbleibenden Phasen erneut ca. 5 s gut vdmmigaraufhin erfolgte eine weitere
Zentrifugation bei 8161 x g fur 20 min. Nach den##ugation wurde die Methanolphase mit
einer Mikroliterspritze abgenommen und wieder neit tbooktanphase vereint. Anschliel3end
wurden die Proben bei -70°C eingefroren. Kurz ver ¥essung der Proben wurde die
Isooktanphase in einer Vakuumzentrifuge verdampft die Methanolphase auf ca. 20 ul
reduziert. Darauf folgte eine erneute Zentrifugatitir 5 min bei 8161 x g. Nach der
Zentrifugation wurde die Methanolphase mit einekmdiiterspritze in ein Probenflaschchen
bestickt mit einem 100-ul-Einsatz dberfuhrt, dasnage Volumen bestimmt und

gegebenenfalls mit Methanol auf 20 pl aufgefullt.

4.3.3 Messung der Proben

Die Quantifizierung der Hormone in der Hamolymplzevbin den Ganztierextrakten erfolgte
mit Hilfe der Hochleistungsflissigkeitschromatodr@pMassenspektrometrie  (high
performance liquid chromatography — mass spectniymetPLC-MS) leicht verdndert nach
der Methode von Westerlund & Hoffmann (2004) undst#@dund (2004). Die Analyse wurde
mit einem Massenspektrometer LCMS 2010A, gekoppait einen Autoinjektor
SIL-10AD VP und eine HPLC-Einheit, durchgefiihrtsAIPLC-Pumpe wurde zu Beginn der
Versuche die Pumpe Eldex® MicroPro™ verwendet,aliasisste aber spater aufgrund eines
Defekts gegen zwei Pumpen vom Typ LC-20AD ausgetduserden. Dies hatte allerdings
kaum Einfluss auf die verwendete Methode und dieflgarationen. Der einzige Unterschied
zeigte sich in einer leichten Retentionszeitverdohing, hervorgerufen durch die kurzere
Laufstrecke des Laufmittels. Die Auftrennung deolier erfolgte durch eine C18 Reversed
Phase Saule geschutzt durch eine C18 Vorsaule rfi§e@uard Cartridge). Als Laufmittel
diente ein Methanol/Wasser-Gemisch mit variiererdlesammensetzung (Tab. 27) bei einer

Flussrate von 200 pl/min.



Methoden und Durchfihrung 73

Tab. 27: Zusammensetzung des Methanol/Wasser-Gemigs wahrend des HPLC-Laufs.

Zeit (min) Methanol/Wasser Gradient (v/v)
0-10 30 — 100%
10-15 100%
15-16 100 — 30%
16 - 20 30%

Pro Lauf wurden je 10 pl der Probe durch einen Awedtor injiziert. Die Saule wurde
wahrend des HPLC-Laufs auf 37°C temperiert. Dieseaspektrometrische Analyse erfolgte
mit der Methode der Elektrospray-lonisierung (E8l)positiven Modus. Es wurden folgende
Einstellungen verwendet: Die hdchste Probenspantogtigig 4,5 kV, die Spannung der
.Curved Desolvation Line* (CDL) 25 V und die CDL-fiiperatur 250°C. Die Temperatur
des Heizblocks wurde auf 200°C, der Stickstoffflag§vier Liter pro Minute festgesetzt. Die
ESI-Methode ist eine sanfte lonisierungsmethodéedaibt es kaum Fragmentierung der
Verbindungen. Die im positiven Modus uberwiegendsemenden Addukte sind [M+H]
[M+Na]® und [M+K]". Bei der Messung des Hormongehalts von Hamolympiiel
uberwiegend [M+N&] weniger haufig auch [M+K] gebildet (Westerlund 2004). Daher
wurden diese Addukte der Ecdysteroide 20-Hydroxysed und Ecdyson sowie der

Juvenilhormone I, Il und Ill analysiert (Tab. 28).

Tab. 28: Durch Elektrospray-lonisierung gebildete Aldukte der untersuchten Hormone
(Ecdysteroide und Juvenilhormone) und ihr Masse-zu-adungsverhaltnis.

Untersuchtes Hormon m/z [M+Na]" m/z [M+K] *
20-Hydroxyecdyson 503 519
Ecdyson 487 503
Juvenilhormon I 289 305
Juvenilhormon I 303 319
Juvenilhormon | 317 333
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4.3.4 Analyse

Die Quantifizierung der Hormone erfolgte tUber eieaternen Standard, indem Hamolymphe
von weiblichen, ein Tag alten Grillen mit definemt Mengen der untersuchten Hormone
20-Hydroxyecdyson, Ecdyson, JH IlI, Il und | veetind daraus eine Eichgerade erstellt
wurde.

Zusatzlich wurden zu Beginn, in der Mitte und andé&nedes Messtages weitere externe
Standardproben mit definierter Konzentration gemessDadurch sollten eventuelle

Schwankungen des Massenspektrometers ausgeglicleeterwy indem die untersuchten

Proben zusatzlich mit diesem Standard normaligiarten.

4.3.5 Zusammenfassung durchgeflhrter Experimente

Die Bestimmung des Hormongehalts erfolgte in zvetrannten Messreihen. Zu Beginn der
Versuche wurden Hamolymphproben der verschiedenemwigklungsstadien von
M. darwiniensisuntersucht. Dabei traten zwei Probleme auf. Zusteargab es zu dieser Zeit
Stabilitatsschwankungen des verwendeten Massemepekers, daher war es schwierig,
reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Deshalbdemurwischen 2 und 15 Proben desselben
Entwicklungsstadiums vereinigt, gut gemischt, wrealefgeteilt und getrennt gemessen. Der
Mittelwert des Hormongehalts dieser Pseudoreplikatike dem tatsachlichen Hormongehalt
annahernd entsprechen. Durch dieses Vorgehen waatdichliche Stichprobengrél3e jedoch
gering. Zum zweiten konnte aus sehr kleinen Indigeid (L;) und Eiern keine Hamolymphe
gewonnen werden. Aus diesem Grund wurden von dieselen Stadien Ganzkdrperextrakte
angefertigt. Es wurden je 250 Eier bzw. je 60 Larze einer Probe vereinigt, mit 200 pl
MIG (1:1, v/v) versetzt und mit einem Gewebehomasgior grindlich zerkleinert. Die
weitere Aufarbeitung erfolgte wie bereits bescherelfsiehe 4.3.1.2 und 4.3.2). Im Zuge der
ersten Messreihe (Februar 2007 bis Mai 2008) wusedienin Tab. 23 (S. 53) beschriebenen
Entwicklungsstadien untersucht — die Eier, funf Vadstadien, drei Nymphenstadien,
Arbeiter, Soldaten und Alaten. Die Alaten stammdaiei nicht aus den eigenen Kolonien,
sondern aus der bereits beschriebenen Ursprungs&o(8AM, Berlin). In den eigenen
Kolonien konnten zu keiner Zeit Alaten beobachtetden.

Da die Ergebnisse der Hamolymphproben und Ganzkéxprakte nicht ohne weiteres
vergleichbar sind und aufRerdem keine individuelegebnisse verfugbar waren, wurden in

der zweiten Messreihe ausschliel3lich Ganzkorpexkter untersucht. Dabei wurden
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Individuen analysiert, es fand keine Vereinigung Eeben statt. Fiur die zweite Messreihe
(Oktober 2008 bis Mai 2010) konnten jedoch nicHe dntwicklungsstadien untersucht
werden, da einige der Stadien zu diesem Zeitpuicktt in den Kolonien vorhanden waren.
Es wurden ausschliellich Stadien der apteren Eklwigslinie analysiert — funf
Larvalstadien, Arbeiter, Soldaten und einige Neioten

Zusatzlich zu den Entwicklungsstadien, die aus m@mmalen Kolonien entnommen wurden,
konnten zweimal Termiten von absterbenden Kolomietersucht werden. Aus unbekannter
Ursache kam es zum Absterben der Kolonien verbunden einer massiven
Schimmelbildung. Dabei konnte das massenhafte éteftr von Ersatzgeschlechtstieren
beobachtet werden. Diese und die verbliebenen fenbeler Kolonien wurden in beiden
Messreihen untersucht.

Eine Zusammenfassung der Experimente zur Bestimrdaagiormongehaltes ist in Abb. 61
dargestellt (Anhang, S. 254). Die detaillierte Abkitung der Proben sowie die analysierten
Entwicklungsstadien fur beide Messreihen sind i AB1 und Tab. 50 zusammengefasst
(Anhang, S. 269ff).

4.4 |dentifikation der Sequenzen verschiedener Gene bei

Mastoter mes darwiniensis und Cryptocercus darwini

In dieser Studie wurden verschiedene Gene idewtifinnd sequenziert. Dazu gehorten zum
einen die AST-A Gene voMl. darwiniensisundC. darwini Zum anderen wurden Fragmente
verschiedener ,Housekeeping“-Gene beM. darwiniensis identifiziert. Eine
Zusammenfassung der Experimente zur Identifikadi@nverschiedenen Gensequenzen ist in
Abb. 62 dargestellt (Anhang, S. 255).

4.4.1 Identifikation des Allatostatin A-Gens beiMastotermes darwiniensis

Fur die Identifikation der Sequenz des AST-A Gersn W. darwiniensis wurden
verschiedene Versuchsansatze getestet. Bei deenerstei Methoden wurde RNA als
Ausgangsmaterial genutzt. Damit wurde zum einere edDNA-Bibliothek hergestellt
(4.4.1.1). Zum anderen erfolgte mit der RNA dienliféation der 5’- und 3’-Enden der
cDNA durch die Methode der ,schnellen Amplifikatiomon cDNA-Enden“ (Rapid
Amplification of cDNA Ends“, RACE) (4.4.1.2). Beim dritten und vierten ¥achsansatz

diente genomische DNA als Ausgangsmaterial (4.%.1.3
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4.4.1.1 SMART cDNA Library Construction

Zunéchst wurde eine cDNA-Bibliothek mittels des ,ART™ cDNA Library Construction
Kit“ hergestellt. Die Herstellung erfolgte weitestgend nach Herstellerangaben mit einigen
Anderungen. Fir die Herstellung wurde die mRNA aas 630 Oberschlundganglien von
M. darwiniensisArbeitern verwendet. Die Isolation der RNA erfagmnit dem ,RNeasy®
Mini Kit“, die Isolation der mRNA mit dem ,Oligoteé® mRNA Mini Kit“ (siehe 4.2.2). Fir
die Synthese des cDNA-Einzelstrangs wurde ca. §,B1RNA verwendet. Die Amplifikation
der cDNA mittels ,Long Distance PCR* (LD PCR) edt# mit einer Zyklenzahl von
32 Zyklen statt der vorgegebenen 20 Zyklen. Dietidfeigations- und Féllungszeiten des
Proteinase K-Verdaus wurden verlangert. Nach degade von Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1, v/v) wurde fir 10 min stder vorgegebenen 5 min zentrifugiert.
Bei der Extraktion mit Chloroform-Isoamylalkohol4, v/v) wurde 15 min zentrifugiert.
Die Fallung mit Natriumacetat, Glykogen und Ethaedblgte bei -20°C tber Nacht, um die
Ausbeute zu erhdhen. Die anschlieBende Zentrifoigagifolgte bei 18894 x g fur 40 min.
Die erhaltenen Uberstande wurden aufbewahrt uneuermpefallt. AnschlieRend wurden alle
Proben wieder vereinigt. Der Verdau mit dem RestiisenzymSfil erfolgte bei 50°C flr
4 h. Nach der cDNA-Gro6enfraktionierung mittels @ha SPIN-400 wurden vier Fraktionen
aufgefangen, vereinigt und weiter verarbeitet. Dgation der aufgereinigten cDNA in den
A TriplEx2™ Vektor erfolgte nach Herstellerangabeit g5 pl cDNA. Der Vektor mit der
ligierten cDNA wurde anschlieBend mittels des ,@@ek® Il Gold Packaging Extract*
nach Herstellerangaben ik-Bakteriophagen verpackt. Die Amplifikation der cBN
Bibliothek und die Bestimmung des Titers erfolgtebhenfalls nach den Angaben des
Herstellers. Die Lagerung erfolgte in 2-ml-Portionenach Zugabe von DMSO
(Endkonzentration: 7%, v/v) bei -70°C.

Vor der Verwendung der cDNA-Bibliothek wurde dienétels PEG-Fallung gereinigt. Daflr
wurde 1 ml Lysat bei 13793 x g fiir 5 min zentrifeigi Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal3 Uberfihrt und einer Phenol-ChlorofBixtraktion unterzogen. Dabei wurde
nacheinander je 1 ml Phenol (pH 8,0), Phenol-Ciitono-Isoamylalkohol (25:24:1, viv),
Chloroform-Isoamylalkohol (24:1, v/v) und Chloroforzur oberen Phase hinzugegeben.
Nach der Zugabe wurde jeweils gemischt, bei 137830 5 min zentrifugiert und die obere
Phase in ein neues Gefald Gberfuhrt. Die Fallungigtef durch Zugabe von 500 pl MgCl
(30 mM) und 40% (w/v) PEG 8000 und zehnminutigekulmation bei Raumtemperatur.
AnschlieRend wurde fir 35 min bei 10000 x g undCL@é&ntrifugiert. Das entstandene Pellet
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wurde mit Ethanol (70%, v/v) gewaschen, getrockmet in 100 pl TE-Puffer aufgel6st. Die
Lagerung erfolgte bei -20°C.

Zur Amplifikation der gesuchten Fragmente wurdenrsekiedene PCR-Reaktionen
durchgefuhrt. Dabei diente sowohl die gereinigte alich die urspriingliche ungereinigte
cDNA-Bibliothek als Matrize.

4.4.1.2 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

Zusatzlich zur Erstellung einer cDNA-Bibliothek wigr die RACE-Methode fur die
Identifikation der 5'- und 3'-Enden der cDNA verwdst. Dabei wird beim Umschreiben der
RNA in cDNA eine Ankersequenz am jeweiligen Endgediigt, die in der nachfolgenden
PCR-Reaktion als Bindungsstelle fir ein spezifiscdigonukleotid dient (Frohmaet al.
1988). Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem ,SMART™®E cDNA Amplification Kit*
nach Angaben des Herstellers. Es wurde dieselbe An&l$ den Oberschlundganglien von
M. darwiniensisArbeitern verwendet wie fur die Herstellung der N®Bibliothek. Es
wurden zwei Reaktionen durchgefihrt — eine zur 83se von ,5-RACE-Ready cDNA" und
eine zur Synthese von ,3'-RACE-Ready cDNA". Fird®iReaktionen wurde je ca. 0,5 ug
MRNA eingesetzt. Die Verdinnung der synthetisiedBNA erfolgte mit 250 pl Tricine-
EDTA-Puffer. AnschlieRend erfolgte die erste PCRdRen zur Amplifikation der
gewinschten Fragmente. Dafiir wurde der Primer UiRivian die Ankersequenz bindet, und
ein sequenzspezifischer Primer eingesetzt. FUPAR-Reaktion wurden die Komponenten
des ,Advantage® 2 PCR Kits“ verwendet. Eine PCRi#ea setzte sich wie folgt

Zusammen:

34,5 ul PCR-Grade Wasser
5 ul 10x Advantage 2 PCR Puffer
5 ul Primer UPM (10x)
1 ul sequenzspezifischer Primer (10 uM)
1 pl dNTP Mix (10 mM)
1 ul 50x Advantage 2 Polymerase Mix
2,5 ul RACE cDNA
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Fur die Durchfihrung der PCR wurde das vom Hemsteimpfohlene Temperaturprofil in

Tab. 29 verwendet.

Tab. 29: Temperaturprofil fir die erste PCR-Reaktion mit der ,RACE-Ready cDNA" zur
Amplifikation von Allatostatin A-Fragmenten von Mastotermes darwiniensis.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Zyklen
Denaturierung 94 0:30

Hybridisierung 68 0:30 25
Elongation 72 3:00

Die Produkte der ersten PCR-Reaktion wurden mit géostra™ GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit“ wie unter 4.2.7 beschué aufgereinigt. Anschliel3end wurde eine
sogenannte ,nested PCR" durchgefuhrt. Daflir wurdiengereinigten Produkte der ersten
Reaktion, der Primer UPM und ein anderer sequen#sgher Primer verwendet. Der zweite
eingesetzte spezifische Primer lag dabei nédhereanailjgen Ende der cDNA, so dass in der
.nested PCR*" ein kiurzeres Fragment als in der eBteR-Reaktion amplifiziert wurde. Fur
die zweite PCR-Reaktion wurde dasselbe Temperaiiilrpvie fur die erste PCR-Reaktion
verwendet, mit dem Unterschied, dass statt 25 Zy&Edurchgefuhrt wurden.

4.4.1.3 Analyse der genomischen DNA

In weiteren Experimenten zur Identifikation der Gexaz des AST-A Gens wurde genomische
DNA als Ausgangsmaterial verwendet. Die Isolatien genomischen DNA erfolgte mit dem
.Genomic DNA Purification Kit* wie unter 4.2.3 bdsgeben. Die isolierte DNA wurde
anschlieBend direkt fir PCR-Reaktionen mit degenemn und sequenzspezifischen Primern

eingesetzt.

Zusétzlich wurde die genomische DNA fur das sogetenGenome Walking“ mit dem
.DNA Walking SpeedUp” Premix Kit" eingesetzt. Im Chemikalienset sindervi
Oligonukleotide mit der Sequenz XGGTC am 3’-Endéhalten. Diese Sequenz kommt mit
einer gewissen Wahrscheinlichkeit und Haufigkeitgesamten Genom vor. Daher kénnen
diese Oligonukleotide verwendet werden, um unbeleaRragmente von nahezu jedem Gen
zu amplifizieren. Das 5-Ende der Primer bildet ecispezifische Sequenz, die als

Ankersequenz fur die Primer der nachfolgenden Readam dient. Die Durchfiihrung erfolgte



Methoden und Durchfihrung 79

weitgehend nach Angaben des Herstellers. Fir dite @#CR-Reaktion wurde das PCR-

Programm in Tab. 30 verwendet.

Tab. 30: Temperaturprofil fir die erste PCR-Reaktion des ,Genome Walking* zur
Amplifikation von Allatostatin A-Fragmenten von Mastotermes darwiniensis.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Zyklen
Denaturierung 94 5:00
Hybridisierung 42 1:00 1
Elongation 72 2:00
Denaturierung 94 0:30
Hybridisierung 55 0:30 30
Elongation 72 1:40
Abschlusssynthese 72 7:00 1

Die Aufreinigung der Produkte der ersten PCR-Reakérfolgte mit dem ,illustra™ GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification Kit* (siehe 42.Fir die zweite und dritte PCR-

Reaktion wurde das PCR-Programm in Tab. 31 genutzt.

Tab. 31: Temperaturprofil fur die zweite und dritte PCR-Reaktion des ,Genome Walking* zur
Amplifikation von Allatostatin A-Fragmenten von Mastotermes darwiniensis.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Zyklen
Denaturierung 94 3:00 1
Denaturierung 94 0:30
Hybridisierung 60 0:30 35

Elongation 72 1:40
Abschlusssynthese 72 7:00 1

DNA-Fragmente, die aus genomischer DNA amplifizigorden, wurden anschlieRend durch
Amplifikation derselben Fragmente aus cDNA UberpriDibei sollte kontrolliert werden, ob
Introns in der Gensequenz enthalten waren. Dieserwdn Sequenzen der genomischen
DNA, aber nicht in denen der cDNA enthalten. Zurdtellung der cDNA wurde RNA aus
verschiedenen Geweben (hauptsachlich aus dem Geldémvendet. Vor der Reversen
Transkription erfolgte ein DNase-Verdau mit DNas@-é&rmentas) nach Herstellerangaben.

Die Herstellung der cDNA erfolgte entweder mit d&evertAid™ H Minus M-MuLV
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Reverse Transcriptase” oder mit der ,M-MuLV ReveFsanscriptase” jeweils nach Angaben

des Herstellers.

4.4.2 ldentifikation des Allatostatin A-Gens von Cryptocercus darwini

Die Identifikation der Sequenz des Allatostatin A&fS bei der holzfressenden Schabe
C. darwini erfolgte ausschliel3lich aus genomischer DNA. Rérlsblation der genomischen
DNA wurde ein Alkoholpraparat des letzten Larvedatmns vonC. darwiniund ,Genomic-

tip 500/G"“-Séaulen verwendet. Die Isolation erfolgiee unter 4.2.3 beschrieben. Die
erhaltene genomische DNA wurde flir PCR-ReaktiometKombination mit degenerierten
Oligonukleotiden vorM. darwiniensisund sequenzspezifischen Oligonukleotiden eingesetz
Fur die Identifikation der Sequenz der 5- und 3den wurde das bereits beschriebene
.DNA Walking SpeedUp" Premix Kit* eingesetzt (siehe 4.4.1.3). Identdize Sequenzen

wurden mit sequenzspezifischen Primern Gberprift.

4.4.3 ldentifikation von Referenzgenen beMastotermes darwiniensis

Zusatzlich zur ldentifikation des AST-A Gens vbh darwiniensisund C. darwini sollten
Fragmente weiterer Gene vbdh darwiniensisidentifiziert werden. Diese sollten in spateren
Experimenten als Referenzgene fur die Normalisigrder Expression von AST-A dienen
(siehe 4.6.2). Funf verschiedene Referenzgene esolitlentifiziert werden:p-Aktin,
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDHyndationsfaktor 1 alpha (EE)L
sowie Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) Dehydrogese Untereinheit 3 und 4 (ND3
und ND4). Die Oligonukleotide fur die einzelnen P8Raktionen wurden — auller bei
B-Aktin — von bekannten Aminosauresequenzen diessreei anderen Insekten abgeleitet.
Als Ausgangsmaterial fur die Amplifikation dientergpmische DNA vorM. darwiniensis
(siehe 4.2.3).

Die Amplifikation der Fragmente erfolgte mittels RQnter verschiedenen bezlglich der
Konzentration der Komponenten und des Temperatfilpmptimierten Bedingungen. Alle
Versuche, Fragmente der Gene von GAPDH unduEflamplifizieren, schlugen fehl. Daher
sind im Folgenden nur die Bedingungen ffitkktin, ND3 und ND4 aufgefuhrt.
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4.4.3.1 Identifikation von B-Aktin

Fur die Amplifikation de$-Aktin Fragments wurden die Primer Rfl_ActF2 und_R{ctR2
verwendet. Diese wurden abgeleitet von flekktin Sequenz der TermitReticulitermes
flavipes(DQ206832.1). Ein PCR-Ansatz bestand aus:

34 ul sterilem Milli-Q Wasser
5 ul 10xTaq Puffer mit (NH,).SO,
4 pl dNTP Mix (2,5 mM)
1 pl Primer Rfl_ActF2 (10 uM)
1 pl Primer Rfl_ActR2 (10 uM)
1 ul MgCl (25 mM)
1 pl DMSO
2 ul genomischer DNA vani. darwiniensigca. 100 ng/ul)
1 pl TaqDNA Polymerase (recombinant; 1 u/ul)

Die Amplifikation erfolgte nach dem Temperaturpraii Tab. 32.

Tab. 32: Temperaturprofil fir die Amplifikation ein es pB-Aktin Fragments von Mastotermes
darwiniensis.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Zyklen
Denaturierung 95 5:00 1
Denaturierung 95 1:00
Hybridisierung 50 1:00 40

Elongation 72 2:00
Abschlusssynthese 72 10:00 1

Aullerdem wurde das Fragment, wie zuvor die AST-AaghRrente, durch erneute
Amplifikation mit cDNA als Matrize uberpruft. Dafiwurde der Oligonukleotidprimer
Rfl_ActF2 verwendet. Fur die Amplifikation des kolamentdren DNA-Strangs wurde der

fur M. darwiniensisspezifische Primer Mda_Act400R eingesetzt.
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4.4.3.2 Identifikation von NADH-Dehydrogenase Untereinheit3 und 4

Die Oligonukleotide fur die Amplifikation der Fragmte von ND3 und ND4 wurden aus
bekannten Aminosduresequenzen von Insekten vedsstee Ordnungen (u. a. Diptera,
Ensifera, Blattaria, Isoptera) abgeleitet. Der PA#atz fiur die Amplifikation des ND3-

Fragments setzte sich wie folgt zusammen:

12 pl steriles Milli-Q Wasser
2,5 pl 10xTaq Puffer mit (NH,).SO,
2 ul dNTP Mix (2,5 mM)
1 pl Primer Mda_ND31F (10 pM)
1 ul Primer Mda_ND31R (10 uM)
2 ul MgCl (25 mM)
1 ul DMSO
2,5 ul genomische DNA vawi. darwiniensigca. 100 ng/ul)
1 ul TagDNA Polymerase (recombinant; 1 u/ul)

Fur die Amplifikation des ND4-Fragments wurde diesZmmensetzung des PCR-Ansatzes
folgendermal3en gewabhilt:

27 pl steriles Milli-Q Wasser
5 ul 10xTaq Puffer mit (NH,),SO,
4 pl dNTP Mix (2,5 mM)
1 ul Primer Mda_ND41F (10 uM)
1 ul Primer Mda_ND41R (10 uM)
3 ul MgCl (25 mM)
2 ul DMSO
5 ul genomische DNA vawi. darwiniensigca. 100 ng/ul)
2 ul TagDNA Polymerase (recombinant; 1 u/ul)

Das verwendete Temperaturprofil fur die Amplifikati des ND3- und ND4-Fragments
entsprach weitestgehend dem bereits fur die Arkphbn des B-Aktin-Fragments

beschriebenen (Tab. 32). Im Hauptamplifikationssictwurden allerdings 45 (statt 40)
Zyklen durchgefiihrt und die Annealingtemperaturdaeuvon 50°C auf 51°C erhdht. Da beim
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ND4-Fragment nach der ersten Amplifikation nur egeeinge Menge des gewtunschten PCR-
Produktes vorlag, wurde noch eine zweite PCR dwfthgt. Die Zusammensetzung des
PCR-Ansatzes und das verwendete Temperaturprdfipeachen denen der ersten PCR. Als
Matrize wurde allerdings keine DNA voM. darwiniensiseingesetzt, sondern das PCR-
Produkt der ersten PCR-Reaktion.

4.4.4 Sequenzierung amplifizierter DNA-Fragmente

Erfolgreich amplifizierte DNA-Fragmente voM. darwiniensisund C. darwini wurden
zunachst durch Agarosegel-Elektrophorese aufgeti@n®.6), gereinigt (4.2.7) und kloniert
(4.2.8). Gereinigte Plasmide wurden anschlieBemdSegiuenzierung nach der Methode von
Sangeret al. (1977) an die Firma GATC Biotech AG versendet.eEarste Editierung der
Sequenzen erfolgte mit den Programmen Phred urapREwing & Green 1998; Ewingt

al. 1998) durch die GATC Biotech AG. Fur weitere Eshtingen wurde das Programm
BioEdit v7.0.9.0 (Hall 1999) verwendet. Die Ubemsetg der DNA-Sequenzen in
Aminosauresequenzen erfolgte mit dem Programm BQr¢h Launcher (Smitlet al.
1996).

4.5 Phylogenetische Sequenzanalyse

Nach der Identifikation des Allatostatin A-Gens UPrdhormonvorldufers vo@. darwiniund

M. darwiniensissollten diese Sequenzen mit bereits bekannten ASlequenzen anderer
Insekten verglichen werden. Zusatzlich sollte eptg/logenetische Analyse anhand von
Stammbaumberechnungen durchgefiihrt werden. Dier dafivendeten Berechnungen und
Analyseschritte sind in der Abb. 63 zusammengefdamgiestellt (Anhang, S. 256).

Der grofte Teil der fur die Berechnungen verwermd&8T-A Sequenzen anderer Insekten
(aul3erM. darwiniensisund C. darwinj) und einer Crustacea-Art wurden der Gendatenbank
des ,National Center for Biotechnology InformatiofNCBI) entnommen. Die analysierten

Arten sind in Tab. 33 zusammengefasst.
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Tab. 33: Zusammenfassung aller fir die Stammbaumbechnung verwendeten Allatostatin A-

Sequenzen verschiedener Insektenarten und einer Cstacea-Art (Aul3engruppe).

Darstellung der Zuordnung der einzelnen Arten zu j@eveiligen Ordnungen und der Kennnummer

der NCBI-Gendatenbank. AS = Aminosauresequenz.

Ordnung Art Kennnummer
Blaberus craniifer AF068062.1
Blatta orientalis AF068064.1
Blattaria Blattella germanica AF068061.1
Diploptera punctata u00444.1
Periplaneta americana X91029.1
Supella longipalpa AF068063.1
Caelifera Schistocerca gregaria Z58819.1
Aedes aegypti u66841.1
Anopheles gambiae XM_313511.3
Calliphora vomitoria — (Eastet al. 1996)
Culex quinquefasciatus XM_001849994.1
Drosophila ananassae XM_001964412.1
Drosophila erecta XM_001981909.1
Drosophila grimshawi XM_001990019.1
Drosophila madeirensis AJ849768.1
Drosophila melanogaster AF263923.1
Drosophila mojavensis XM_001998495.1
Diptera Drosophila persimilis XM_002020181.1
Drosophila pseudoobscura XM 001357677.2
pseudoobscura -
Drosophila sechellia XM_002032516.1
Drosophila simulans XM_002104731.1
Drosophila subobscura AJ849766.1
Drosophila virilis XM_002052990.1
Drosophila willistoni XM_002073224.1
Drosophila yakuba XM_002099154.1
Glossina morsitans morsitans EZ423869.1
Lucilia cuprina — (Eastet al. 1996)
Ensifera Gryllus bimaculatus AJ302036.1
_ Acyrthosiphon pisum XM_003247391.1
Hemiptera
Rhodnius prolixus GQ856315.1
Hymenoptera Apis mellifera GU785070.1
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Ordnung Art Kennnummer
Bombus impatiens XM_003489910.1
Bombus terrestris XM_003396956.1
H Camponotus floridanus EFN68211.1 (AS)
ymenoptera (Munoz-Torreset al.2010)
Harpegnathos saltator (Murllzgzlfl'?grsrgitl éﬁzsglo)
Nasonia vitripennis XM_003425630.1
Isoptera Reticulitermes flavipes FJ668632.1
Bombyx mori AF309090.1
Lepidoptera Helicoverpa armigera AF015296.1
Spodoptera frugiperda AJ555184.1
Calanoida . .
(Crustacea, Copepoda) Calanus finmarchicus EU000307.1

4.5.1 Alignment der Allatostatin A-Sequenzen

Zur Erstellung phylogenetischer Stammbaume wurdien identifizierten Sequenzen des
AST-A Gens und des AST-A Prohormonvorldufers \Wn darwiniensisund C. darwini
zunachst mit bekannten AST-A Sequenzen andererktBrsemit Hilfe des Programms
ClustalX v2.0.9 (Thompsoret al. 1994; Larkin et al. 2007) aligniert. Der Begriff
JAlignierung” (auch ,Alignment) beschreibt die Amdnung verschiedener Sequenzen
zueinander, so dass homologe Positionen der Segugeweils untereinander stehen. Eine
grafische Darstellung des Alignments erfolgte dudak Programm BOXSHADE v3.21.

Insgesamt wurden vier Datensatze analysiert — jsve@n Datensatz mit bekannten AST-A
Nukleotid- und Aminosauresequenzen von Vertreteen dberordnung Dictyoptera und
jeweils ein Datensatz mit AST-A Nukleotid- und Aragéuresequenzen von 42 Vertretern

acht verschiedener Insektenordnungen.

4.5.2 ldentifikation des passenden Substitutionsmodells

Mit dem Programm jModelTest v0.1.1 (Guindon & Gaslcd003; Posada 2008) wurde

anschlieBend an das Alignment das jeweils pass8obstitutionsmodell fur die alignierten
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Nukleinsduresequenzdatensatze bestimmt. Es wurBlarei8chiedene Modelle getestet und
das am besten passende Modell nach dem Akaikeratmnskriterium (AIC; Akaike 1974)
anhand des -In L Wertes (negativer natirlicher kitigamus der Wahrscheinlichkeit)
ausgewahlt. Das ,General Time Reversible Model“(GTRvaré 1986; Rodrigueat al.
1990) in Kombination mit einer Gamma-Verteilung (&AG) wies beim Datensatz der
Dictyoptera den geringsten AIC-Wert auf und wurdéet fur die Stammbaumrekonstruktion
verwendet. Fur den Datensatz der acht verschiedesektenordnungen wurde ebenfalls das
GTR-Modell gewahlt. Zusatzlich zur Gamma-Verteilungirde fur diesen Datensatz der
Anteil der invariablen Positionen in die Berechnemginbezogen (GTR+I+G).

Fur die alignierten Aminosduresequenzdatensata#gesfim Vorfeld keine Auswahl des

passenden Substitutionsmodells.

4.5.3 Stammbaumberechnungen

Die Berechnung der Stammbaume erfolgte mit zwescreedenen Methoden — zum einen
wurde die distanzbasierte Neighbor-Joining-Meth@dé; Saitou & Nei 1987) verwendet,
zum anderen die wahrscheinlichkeitsbasierte Bagesiae Statistik (Bl; Bayesian Inference;
Huelsenbeclet al. 2001). Insgesamt wurden pro Datensatz zwei Stammbéderechnet — je
ein Konsensusbaum mit Bl und einer mit NJ. BeideirB& eines Datensatzes wurden zu
einem Stammbaum zusammengefasst. Eine Ausnhahmeetebilder Datensatz der
Nukleinsduresequenzen der acht verschiedenen émsekinungen. Mit diesem Datensatz

wurde nur ein Konsensusbaum mit Bl berechnet.

Als AuRengruppe fir die Stammbaumberechnungen derdgdnung Dictyoptera wurde die
Mittelmeerfeldgrille Gryllus bimaculatusverwendet. Fur die Stammbaumberechnungen der
acht verschiedenen Insektenordnungen diente deerRigkrebsCalanus finmarchicusein

Vertreter der Crustacea, als Auldengruppe.

4.5.3.1 Stammbaumberechnungen mit Nukleinsauresequenzen

Die Stammbaumberechnung mit Bayesian Inference Igtefo mit MrBayes v3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist 2001; Ronquist & Huelsekb2003). Es wurden die in 4.5.2
bestimmten Substitutionsmodelle verwendet — GTR#6G den Datensatz der Dictyoptera

sowie GTR+I+G fir den Datensatz der verschiedemsektenordnungen. Pro Datensatz
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wurden zehn Millionen Generationen durchlaufen utabei jeder tausendste Baum
gespeichert (sampling frequency = 100D)e Wahrscheinlichkeitswerte wurden von vier
simultanen Markov-Ketten berechnet. Es liefen immeei Berechnungen pro Datensatz
parallel, die Ergebnisse jeder zehntausendstenr&erewurden miteinander verglichen, um
die Konvergenz beider Laufe zu Uberpriufen. Pro Laufden demnach 10.000 Baume
berechnet, durch die parallele Berechnung von h&afen wurden am Ende 20.000 Baume
fur jeden Datensatz erhalten. Am Ende der Analysader Giberprift, ob die Ergebnisse der
beiden parallelen Laufe konvergierten. Wenn diechischnittliche Standardabweichung
beider Laufe unter 0,01 lag, wurde die Analyse gg#t Bei allen Datensatzen lag die
Abweichung nach 10 Mio. Generationen zwischen 0,00d 0,003, was darauf hindeutet,
dass eine ausreichende Menge von Generationerhbetegurde.

Zu Beginn solch einer Bl-Analyse werden meist nuvaptimale Stammb&ume gefunden, da
die berechneten Wahrscheinlichkeitswerte anfangs macht stabil sindDiese Anlaufphase
wird als Burn-in bezeichnet. Der Burn-in wurde @500 festgelegt, d. h. die ersten 2.500
Baume jedes Laufes wurden verworfen. Pro Datengatden demnach 15.000 Stammbaume
— (10.000 Baume pro Lauf minus 2.500 Baume Burrxi@)parallele Laufe — analysiert und
zu einem Konsensusbaum zusammengefasst. Die Damgteles Konsensusbaumes erfolgte
mit dem Programm TreeView v1.6.6 (Page 1996). Ann da&bzweigungen des
Konsensusbaums wurde die relative Haufigkeit angeged. h. wie oft der entsprechende

Knoten in den berechneten Stammb&aumen gefunderewurd

Die Stammbaume nach der Neighbor-Joining-Methoderd&nu mit dem Programm
MEGA v4.0.2 (Tamureet al. 2007) erstellt. Zur Uberprifung der Stammb&aumedewtas
Bootstrap-Verfahren mit einer Wiederholungsrate vb®.000 durchgefihrt. Bei einer
Bootstrap-Analyse werden die Stammbaume mit zgfaljewéhlten Stichproben des
Datensatzes neu berechnet (Felsenstein 1985; Kaddipller 2009). Die relative Haufigkeit,
mit der einzelne Knoten wieder gefunden werdengwirProzent an den Knoten angegeben.
Da das fir Bayesian Inference verwendete Substitsinodell GTR im Programm MEGA
nicht verfigbar ist, wurde das in MEGA verflugbangb&titutionsmodell gewahlt, welches
den niedrigsten AIC-Wert aufwies. Das Tamura-Neieldlb (TN; Tamura & Nei 1993) in
Kombination mit einer Gamma-Verteilung (TN+G) elféildie genannten Voraussetzungen.
Dieses Modell wurde fur die Berechnung des Stammisalberuhend auf AST-A

Nukleotidsequenzen von Vertretern der Dictyoptenawendet.
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4.5.3.2 Stammbaumberechnungen mit Aminosauresequenzen

Das passende Substitutionsmodell fir die alignmeAeninosauresequenzen konnte, anders
als bei den Nukleinsauresequenzen, nicht im Vorfild Stammbaumberechnung bestimmt
werden. Stattdessen wurde im Programm MrBayes daenannte ,model jumping”
angewendet. Bei dieser Methode werden verschied8obstitutionsmodelle in die
Berechnung mit einbezogen, am Ende weist ein Moddlie hochste
Posterioriwahrscheinlichkeit auf und ist damit dam besten passende. Das so ermittelte
Substitutionsmodell war das Modell nach Jones, draynd Thornton (JTT; Jonest al.
1992).

Weitere Einstellungen im Programm MrBayes wie diez&hl der Generationen etc.
entsprachen den zuvor beschriebenen (siehe 4.503el Berechnung der Stammbaume mit
dem Neighbor-Joining-Verfahren erfolgte ebenfallg dem JTT-Substitutionsmodell und
den bereits beschriebenen Einstellungen (sieh&.4)5.

4.6 Expressionsanalyse des Allatostatin A-Gens b&lastotermes
darwiniensis

Um die Funktion von AST-A beWl. darwiniensiszu charakterisieren, wurde die Expression
von AST-A in verschiedenen Geweben weiblicher undnniicher Arbeiter und im
Oberschlundganglion verschiedener Entwicklungsstaduntersucht. Daflr wurde die
Methode der quantitativen real-time PCR (qPCR) eewet. Fir die Normalisierung der
AST-A Expression wurde zudem die Expression veestdmer Referenzgene bestimmt. Eine
Zusammenfassung aller Experimente zur Expressiahgm ist in Abb. 64 dargestellt
(Anhang, S. 257).

4.6.1 Vorteile der quantitativen real-time PCR

Die Methode der quantitativen real-time PCR (qP®Gig)et mehrere Vorteile. Sie ist schnell,
weist eine hohe Empfindlichkeit auf und ermdglidit Analyse zum optimalen Zeitpunkt.
Die Schnelligkeit der gPCR gegeniber herkémmliotsemi)quantitativen Methoden besteht
darin, dass zeitaufwendige Schritte, wie Auftrermuaier PCR-Produkte durch Agarosegel-
Elektrophorese, Ubertragung auf eine Membran (J8eut Blot) und anschlieRende
Sondenhybridisierung und Immunodetektion, wegfal@® Aufzeichnung der Daten erfolgt
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zeitgleich zur Amplifikation der DNA-Fragmente, deafiolge wird eine sofortige Analyse
ermdoglicht. AuRerdem kann dadurch die Analyse infddgnen exponentiellen Phase der PCR
erfolgen, in der sich in allen Reaktionsgefal3engtkéche Menge an neu synthetisierter DNA
befindet. Diese ist direkt proportional zu der wisglich eingesetzten Menge an Zielgen-
MRNA. Der Nachweis und die Quantifizierung der afigerten Fragmente erfolgten mittels
Fluoreszenzmessung. Daflr wurde zum Ansatz derrédaenzfarbstoff SYBR® Green
gegeben. Dieser bindet in der kleinen Furche vappdistrangiger DNA. Bei Bindung an
dsDNA intensiviert sich die Emission des Farbs&fig h. je mehr dsDNA produziert wird,
umso mehr Farbstoffmolekiile kdnnen binden und ustédker wird die Fluoreszenz. Der
Nachteil von SYBR® Green ist, dass die Molekilepazifisch an dsDNA binden. Daher
werden auch unspezifische PCR-Produkte und Primerdi detektiert. Die Wahl der
passenden Primer, eine Optimierung der Reaktione eschmelzkurvenanalyse und
verschiedene Kontrollen sind daher essentiell. Nor kann eine Uberschatzung der
tatsachlichen Menge des PCR-Produkts verhindertleverDie Schmelzkurvenanalyse wird
am Ende der PCR durchgefihrt. Dabei wird die Teatperschrittweise von 60°C auf 95°C
erhoht. Die entstandenen Produkte werden dabei uermaifgeschmolzen. Ist die
Schmelztemperatur erreicht, liegen die Produktederneeinzelstrdngig vor, es kann kein
SYBR® Green binden und es ist keine Fluoreszenz rmelachweisbar. Die
Schmelztemperatur wird beeinflusst von der Lange Rtagmente und dem Anteil an den
Basen Guanin und Cytosin (GC-Gehalt). UnspezifisBi@&R-Produkte und Primerdimere

weisen daher eine andere Schmelztemperatur aspeatsfische Produkte (Abb. 10).
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Abb. 10: Beispiel fur eine Schmelzkurvenanalyse.

Auftragung der negativen ersten Ableitung der Fdg@enz von SYBR® Green gegen die Temperatur
in °C. Durch die starke Reduktion der Fluoreszamzli Zerfall des DNA-Doppelstrangs im Bereich
der Schmelztemperatur (ca. 78 bzw. 82°C) kommtuesizer Peakbildung in der 1. Ableitung der
Fluoreszenz. Die Schmelztemperatur des spezifis¢ppaz.) PCR-Produktes liegt Uber der des
unspezifischen (unspez.) PCR-Produktes.

4.6.2 Normalisierung von Expressionsdaten

Bei der Auswertung einer gPCR muss eine Normalisigrder Daten durchgefiihrt werden.
Die untersuchte Variation der Expression kann dwerdschiedene Fehlerquellen beeinflusst
werden und falsche Ergebnisse hervorrufen. Mdogliérehlerquellen sind Variationen
bezuglich der RNA-Konzentration und Reinheit, dev&sen Transkriptase-Reaktion etc. Es
gibt verschiedene Methoden fur die Normalisieruey Baten (Review in Huggett al.
2005). Bei der am haufigsten verwendeten Methottdgerdie Normalisierung tber interne
Kontrollen durch sogenannte Referenzgene. Dieseiardhaufig fur den Grundstoffwechsel
oder fur Grundbestandteile der Zelle. Im Idealéalllten sie in allen Geweben und unter allen
Versuchsbedingungen eine stabile Expression audwdiShellinet al. 1999). Leider wurde
bis jetzt noch kein Gen gefunden, das diese Voetnssg zu 100% erfullt (Schmittgen &
Zakrajsek 2000; Tricariceet al. 2002; Vandesompelet al. 2002; Gilsbachet al. 2006).
Haufig verwendete Referenzgene sind dRsAktin, die Glyceraldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) oder die Hypoxanthin-Phospbsyltransferase 1 (HPRT1)
(Vandesompeleet al. 2002; Huggettet al. 2005; Gilsbachet al. 2006). Die Vorteile der

Verwendung von Referenzgenen zur Normalisierurgghedarin, dass maogliche Variationen
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in der Aufbereitung der Proben sowohl das Zielgenaach die Referenzgene betreffen.
Nachteilig ist der enorme Kosten- und Zeitaufwamnd, ein geeignetes Referenzgen zu finden
(Huggettet al.2005).

4.6.3 Durchfihrung der g°PCR

4.6.3.1 DNase-Verdau und Reverse Transkription

Der erste Schritt fur die Durchfihrung einer gPGRRmder Isolation der RNA (siehe 4.2.2)
ist der DNase-Verdau. Bei der Isolation von RNAk&s vorkommen, dass ein geringer Teil
von genomischer DNA ebenfalls isoliert wird. Dakeflte die RNA zuerst mit einer DNase
behandelt werden. Dafir wurde die DNase | von Fataseverwendet. Es wurde 1 pg RNA

eingesetzt. Die Reaktion erfolgte nach Hersteligaben.

Nach dem DNase-Verdau erfolgte die Umschreibung RIMA in DNA (komplementare
DNA; cDNA). Dieser Prozess wird als Reverse Traipskm bezeichnet. Dafir wurde das
,High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit* vesnwdet, welches alle bendtigten
Komponenten enthielt. Der RNase Inhibitor ,RiboL&¢RNase Inhibitor* wurde in einigen
Reaktionen statt des enthaltenen RNase Inhibitagesetzt. Pro Ansatz wurden 500 ng RNA
verwendet. Zur RNA wurde 1 pl 10x RT Random Prirh@rzugegeben. Anschliel3end
folgten eine funfmindtige Inkubation bei 70°C unideeweitere funfminutige Inkubation auf

Eis. Danach wurden die folgenden Komponenten hiefigg:

1 ul 10x RT Puffer
0,4 ul 25x dNTP Mix (100 mM)
0,5 pl RNase Inhibitor
0,5 pl MultiScribe™ Reverse Transkriptase

Mit nukleasefreiem Wasser wurde bis auf 10 pl Gégaloimen aufgefiillt und die Reaktion
in einer PCR-Maschine nach dem Temperaturschemalin34 durchgefihrt.
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Tab. 34: Temperaturprofil fir die Reverse Transkription mit dem ,High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit".

Temperatur [°C] Dauer [min]
25 10:00
37 120:00
85 5:00

Es wurde davon ausgegangen, dass der Umsatz von iRNDNA im Verhdltnis 1:1
stattfand. Daher wurde die Konzentration der eiaggen RNA als Konzentration fur die

entstandene cDNA Ubernommen. Die KonzentratiorcB&A betrug demnach 50 ng/ul.

4.6.3.2 Herstellung eines externen Standards zur Quantifiarung der Expression

Fur die Bestimmung der mRNA-Menge des Zielgens deixdReferenzgene wurden externe
Standards bendotigt, die parallel amplifiziert werd@nnten. Die externen Standards wurden
aul3erdem verwendet, um die Effizienz der eingemetRrimer zu ermitteln. Es gibt
verschiedene Mdglichkeiten fur externe StandardB, zekombinierte linearisierte Plasmide
oderin vitro transkribierte RNA (Bustin 2000; Pfaffl 2003, 2004l dieser Studie wurden
linearisierte Plasmide verwendet, die jeweils eiNADFragment des untersuchten Gens
enthielten. Linearisierte Plasmide sind stabil gédper unspezifischen Spaltungen und
Proofreadingaktivitat der Polymerase wahrend deR P&uRerdem kdnnen mit linearisierten
Plasmiden auch nach einer langeren Lagerung repierthare Standardkurven erstellt werden
(Pfaffl 2003, 2004a). Es musste fir jedes untetgudBen — sowohl Ziel- als auch

Referenzgene — ein eigener Standard hergestelitener

Fur die Herstellung der Standards wurde ein Reginkenzymverdau durchgefiihrt. Die
zirkular vorliegenden Plasmide wurden dabei anretelle mit einem Restriktionsenzym

geschnitten, um sie zu linearisieren. Dafur wulgdnder Reaktionsansatz verwendet:

max. 5 pug Plasmid
5ul Restriktionsenzym
5ul 10x Puffer

auf 50 pul HO steril
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Das verwendete Restriktionsenzym durfte dabei m& Erkennungssequenz bzw. Spaltstelle
auf dem Vektor und zugleich keine im eingebauterAEFMagment haben. Die verwendeten
Plasmide, Restriktionsenzyme und Puffer fir diezelimen Standards sind in Tab. 35

aufgefihrt.

Tab. 35: Fiur die Herstellung der externen Standardsfir die gPCR verwendete Plasmide,
Identitdit und L&ange des eingebauten DNA-Fragments nd des Vektors, verwendete
Restriktionsenzyme und Puffer.

Apa = Acetobacter pasteurianu®NADH = NicotinamidadenindinukleotidNot = Nocardia otitidis-
caviarum Sca= Streptomyces caespitosus

Name des Vektor Lange des| Restriktions-
. Gen - 10x Puffer
Plasmids (Lange) Inserts enzym
) . pGEM-T Easy
AS8F-13R Allatostatin A (3015 bp) 480 bp Apal Puffer A
Rfl_ActF2/ ALt pGEM-T Easy
ACt400R B-Aktin (3015 bp) 421 bp Apal Puffer A
NADH- Jetl.2
ND3 Dehydrogenase (2pg745 ) 217 bp Scd Puffer K
Untereinheit 3 P
NADH- Jetl.2
ND4 Dehydrogenase (2pg74 b ) 245 bp Notl Puffer O
Untereinheit 4 P

Der jeweilige Reaktionsansatz wurde fur zwei (RkistmsenzymNotl) bzw. drei Stunden
(Apad und Scd) bei 37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte einbeRolextraktion. Dafur
wurden 50 pl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (262 v/v) zum Reaktionsansatz
hinzugegeben, 1 min kraftig gemischt und 2 min b&r93 x g zentrifugiert. Die obere
wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgeféftiid und mit 50 pl Chloroform-
Isoamylalkohol (24:1, v/v) versetzt. Erneut wurdemin kréaftig gemischt und 2 min bei
13793 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugationrde: die obere Phase erneut in ein neues
Reaktionsgefal3 Uberfihrt und mit 5 pl 3 M Natriuetat (pH 5,2) und 100 pl Ethanol (98%,
v/v) vermischt und bei -20°C Uber Nacht geféllt.s&hliel3end folgte eine Zentrifugation bei
18894 x g und 4°C fur 30 min. Danach wurde dasePeiveimal mit je 50 ul Ethanol (70%,
v/v) gewaschen und bei 18894 x g und 4°C fur jew&8 min zentrifugiert. Das getrocknete

Pellet wurde in 15 pl DEPC-Wasser aufgelost.
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4.6.3.3 Kontrollreaktionen

Zusatzlich zu den verschiedenen Proben wurden in gRCR-Reaktion verschiedene
Kontrollen untersucht. Diese sind notwendig, uneeldberschatzung des PCR-Produkts und
damit der eingesetzten Menge an Zielgen-cDNA vosmgen. Dabei sollte vor allem auf
Kontaminationen der verwendeten Losungen und asf\@rhandensein von genomischer

DNA getestet werden.

Falls trotz des durchgefuhrten DNase-Verdaus nastogpische DNA in der RNA-L6sung
vorhanden ist, wird diese wéhrend der PCR-Reaktioenfalls amplifiziert. Dies fuhrt zur
Messung von hoheren Werten und damit zu einer W@hatgung der urspringlich
vorhandenen Menge an Zielgen-mRNA. Zur Abschataieg) Gehalts an genomischer DNA
in der RNA-LAsung gibt es zwei Moéglichkeiten. Zumen konnte die RNA-LAsung direkt in
die gPCR-Reaktion eingesetzt werden. Da die RNAtnaurch die eingesetzte DNA-
abhangige Polymerase amplifiziert werden kann, wimdr die genomische DNA in der
Lésung amplifiziert werden. Dies kdnnte allerdirgsungenauen Ergebnissen flhren, da die
eingesetzte cDNA und die RNA nicht gleich behandaltden. In der cDNA-L6sung sind
noch Puffer, Salze, Nukleotide und die Reverse Skiaptase von der vorher durchgefiihrten
Reversen Transkription vorhanden. Obwohl das EnRewerse Transkriptase inaktiviert
wurde, ist nicht auszuschlieRen, dass einzelne Koemen der Reversen Transkriptions-
Reaktion die PCR-Reaktion storen kénnten, was meremniedrigeren Ausbeute an PCR-
Produkt fuhren wirde. Diese stérenden Komponentérenvin der RNA-LOsung nicht
vorhanden. Daher ist die Verwendung der zweiten IMkeit zur Abschétzung des Gehalts
an genomischer DNA vorzuziehen. Bei dieser wird @i@gesetzte RNA derselben
Behandlung unterzogen wie die zu untersuchende cDD&bei wird fir den Test auf
genomische DNA nahezu die identische Reaktion dy&ftinrt wie unter 4.6.3.1 beschrieben.
Allerdings wird die RNA nicht am Anfang der Reaktidazugegeben, sondern erst nach Ende
der Reaktion, nachdem die Reverse Transkriptasghdine zusatzliche Inkubation fur 5 min

bei 95°C inaktiviert wurde.

Die verwendeten LOosungen wurden durch die sogeasaNtC-Kontrolle (,no template
control”; Negativkontrolle) auf Kontaminationen gstet. Dabei wurde statt DNA als Matrize

nur Wasser eingesetzt.
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4.6.3.4 gPCR-Reaktion

Fur die gPCR-Reaktion wurde dePqower SYBR® Green PCR Master Mix“ verwendet.
Dieser enthielt alle bendtigten Komponenten fir dReaktion wie die Polymerase,
Nukleotide, Puffer und Salze. Daher mussten nuedisprechenden Oligonukleotide und die
DNA dazugegeben werden. Ein Ansatz mit einem Gesalorhen von 20 pl setzte sich wie

folgt zusammen:

10 ul PowerSYBR® Green PCR Master Mix
7,2 ul nukleasefreies® oder ddHO
0,4 pl Forward Primer (5 uM)
0,4 ul Reverse Primer (5 uM)
2 pl DNA

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden die Oliddeotide und die DNA-LAsungen
immer frisch verdinnt und die Verdinnungen nach demsetzen der Reaktion verworfen.
Abhangig von dem zu amplifizierenden Gen wurderssieiedene cDNA-Mengen zwischen
1 und 40 ng eingesetzt.

Die Reaktion wurde in 96-Well-Platten angesetztr Bestimmung der Expression des
Zielgens und der Referenzgene wurde eine Eichgdradétigt. Daflr wurden die jeweiligen
Standards in einer 10er-Verdiinnungsreihe im Bereimh 10° bis 1 pg verdiinnt. Pro
Standard wurden funf aufeinanderfolgende Verdinsstogen fur jede gPCR-Reaktion
verwendet. Die einzelnen Verdinnungsstufen wur@sveijs dreimal getestet. Die cDNA
wurde ebenfalls je dreimal pro Ziel- und Referemzgemessen. Der Test auf genomische
DNA erfolgte fir jede cDNA je einmal pro Ziel- uiteferenzgen. Pro Primerpaar wurde eine
NTC-Kontrolle durchgefihrt.

Die Amplifikation erfolgte nach dem Temperaturprafi Tab. 36. Schritt 3 entsprach dabei
der unter 4.6.1 und in Abb. 10 (S. 90) beschriebe®dehmelzkurvenanalyse. Die Erhdhung
der Temperatur von 60 auf 95°C erfolgte mit 1,1t€ $ekunde.
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Tab. 36: Temperaturprofil fir die quantitative real -time PCR zur Bestimmung der Expression
mit dem 7300 Real-Time PCR System.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Zyklen
1 95 11:00 1
95 0:15
2 60 1:00 40
3 95 0:15
60 0:30 1

(Schmelzkurvenanalyse) 95 0:15

4.6.3.5 Auswertung

Der erste Schritt der Auswertung bestand darinadiematisch durch die 7300 System SDS
Software bestimmten Parameter Basislinie und Sdbawe(,threshold”) manuell
nachzukorrigieren. Die Basislinie entspricht dentdigrundfluoreszenz. Als deren Grundlage
wurde die Fluoreszenz in den ersten Zyklen bisdrai Zyklen vor dem exponentiellen
Anstieg der Kurven verwendet. Der Schwellenwertdwauch G-Wert (,cycle threshold®)
genannt und entspricht der Zyklenzahl, bei derHii@ergrundfluoreszenz erstmals deutlich
Uberschritten wird. Die Schwelle sollte so gew&dtrden, dass sie im frihen exponentiellen
Bereich aller Amplifizierungskurven liegt. Sie werdbei allen 96-Well-Platten eines
Experiments auf den gleichen Wert gesetzt. Anhaad @-Werte und der bekannten
Konzentration der eingesetzten Standards konnieEichgerade erstellt werden. Mittels der
Eichgeraden wurde die Quantitat der Proben unbe&aiionzentration bestimmt. Zusatzlich
lield sich aus der Steigung der Eichgeraden digiBffz €) der Reaktion in Abhangigkeit

von den eingesetzten Oligonukleotiden mit folgerfetmmel berechnen:

E= 1d—l/Steigung)

Die Oligonukleotide wurden so gewahlt, dass diezigfhz in einem Bereich von 1,8 bis 2,2
(£ 80 bis 120%) lag. Eine Effizienz v@h= 2 (& 100%) wirde eine optimale Amplifikation
bedeuten, d. h. das entstehende Fragment wirdengedtem Zyklus verdoppeln.

Nach der Quantifizierung der Menge von AST-A mRNArde diese noch mit den Werten
der Referenzgene normalisiert. Die Normalisieruagrknach zwei verschiedenen Methoden

erfolgen. Zum einen kdénnen die erhaltenen Wertektlimiteinander verrechnet werden,

indem der Quotient aus der cDNA-Menge von Ziel- uRdferenzgen fir jede Probe
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berechnet wird. Bei mehreren Referenzgenen wirdszwder Mittelwert der cDNA-Menge
der Referenzgene gebildet und anschlieRend derngptiaius Zielgen und dem Mittelwert der
Referenzgene. Zum anderen kann die ,delta-dejtaMethode AACt) verwendet werden.
Bei der AACt -Methode sind keine Standards fur eine Eichgeradévendig. Die
Quantifizierung erfolgt relativ anhand der-@Werte, in dem die Proben mit einer
Kontrollprobe verglichen werden. Diese Methode diisich besonders an, wenn Proben von
behandelten und Kontrolltieren verglichen werdeleso Daher wurde bei der Auswertung
der Experimente zur RNA-Interferenz zusatzlich AlleCr-Methode verwendet (siehe 5.5.2).
Die Berechnung des relativen Expressionsunterssh{atio) zwischen einer Probe und
einer Kontrollprobe erfolgt in drei Schritten —di®rmalisierung zum Referenzgen (1), die
Normalisierung zur Kontrollprobe (2) wund die Bereohg des relativen
Expressionsunterschieds (3) (Livak & Schmittgen2@®¥faffl 2001, 2004a, b). Daflr werden
folgende Formeln bendétigt:

(1) ACry =G Zelgen — G Referenzgen
(2) AAC: =ACt Probe -ACt Kontrolle
(3) Ratio =2¢T

Diese Formeln kdnnen jedoch nur bei einer Effizieon E = 2 bei allen verwendeten
Primerpaaren genutzt werden. Da die Effizienz inRkegel davon abweicht, empfiehlt es sich
ein Effizienz-korrigiertes relatives Quantifizieggsmodell zu verwenden (Pfaffl 2001, 2004a,
b). Die Berechnung erfolgt ebenfalls in drei S¢ant

(1)  ACy Zielgen = G Kontrolle — G Probe
(2)  ACt Referenzgen ={£Kontrolle — G Probe

ACT Zielgen
(EZieIgen) 9

(3) Ratio - (EReferenzgen)ACT Referenzgen

Werden mehrere Referenzgene verwendet, muss ddelwétt der G-Werte und der

Effizienz der Referenzgene gebildet und in die metshende Formel eingesetzt werden.
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4.7 RNA-Interferenz

Fir die Analyse der Funktion von AST4A vivo bei M. darwiniensisnvurde die Methode der
RNA-Interferenz  (RNAi) angewendet. Dabei wurde deppéangige RNA (dsRNA)
abgeleitet von einem AST-A Fragment in Arbeiter Wndarwiniensisinjiziert. Durch den

RNAi-Mechanismus sollte es zum spezifischen AbbaurmdRNA von AST-A in der Zelle

kommen.

4.7.1 Herstellung von doppelstrangiger RNA

4.7.1.1 Amplifikation der T7-Matrize

Um den Mechanismus der RNA-Interferenz auszulosende sequenzspezifische dsRNA
bendtigt. Diese wurde duréh vitro Transkription aus dsDNA hergestellt. Die Umschreitpu
der DNA in RNA erfolgte durch die T7-RNA-Polymeradgiese bendtigt eine Erkennungs-
und Bindungsstelle auf der dsDNA. Da in der verveted dsDNA keine T7-
Promotorsequenz vorhanden war, musste diese lkimsingefiihrt werden. Daher wurde
zuerst eine PCR mit speziellen Oligonukleotidenctgefiihrt, die an ihrem 5-Ende um die
T7-Promotorsequenz verlangert waren. Das resutiierePCR-Produkt war anschliel3end
ebenfalls an beiden Seiten um die T7-Promotersequenéngert.

Fur die Voruntersuchungen zur RNAI wurde das PldsA$140F-950R 2.1 kombiniert mit
dem Forward-Primer T7Mda_AS8F und dem Reverse-PrimieMda_AS13R fur die
Herstellung der T7-dsDNA verwendet. Aufgrund degdbmisse der Voruntersuchungen
wurde spater ein anderes Fragment fur die Hersgpliler T7-dsDNA verwendet und die
Oligonukleotide ausgetauscht. Als Forward-Primenté T7/Mda_AS140F und als Reverse-
Primer T7Mda_AS9R. Die PCR-Ansétze setzten sichinvieab. 37 beschrieben zusammen.

Tab. 37: Zusammensetzung der verschiedenen PCR-Angé zur Herstellung der T7-dsDNA
abgeleitet vom Allatostatin A-Gen vonMastotermes darwiniensis (Gesamtvolumen: 50 ul).

Komponente T7Mda_ASS8F + T7Mda_AS140F +
T7Mda_AS13R T7Mda_AS9R
ddH,O 32 ul 30 ul
10x Taq Puffer mit (NH,).SOqy 5 ul 5 ul
dNTPs (2,5 mM) 4l 4l
MgCl; (25 mM) 3ul 34l
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Komponente T7Mda_AS8F + T7Mda_AS140F +
P T7Mda_AS13R T7Mda_AS9R

Forward-Primer (10 pM) 1l 1l

Reverse-Primer (10 uM) 1l 1l
DMSO - 2 pl
Plasmid AS140F-950R 2.1 2 ul > ul
(100 ng/ul) H H

TagDNA Polymerase

(recombinant; 1 U/ul) 2 ul 2 ul

Die PCR-Reaktionen wurden mit den TemperaturpmofiieTab. 38 und 39 durchgefthrt.

Tab. 38: PCR-Programm fir die Herstellung der T7-d®NA mit den Primern T7Mda_AS8F
und T7Mda_AS13R.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Zyklen
Denaturierung 95 5:00 1
Denaturierung 95 1:00
Hybridisierung 59 1:00 40

Elongation 72 2:00
Abschlusssynthese 72 10:00 1

Tab. 39: PCR-Programm fir die Herstellung der T7-dONA mit den Primern T7Mda_AS140F
und T7Mda_AS9R.

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min] Zyklen
Denaturierung 95 5:00 1
Denaturierung 95 1:00

I 64 :
Hybridisierung (-0,5°C pro Zyklus) 1:00 10
. 2:00
Elongation 72 (+1's pro Zyklus)
Denaturierung 95 1:00
Hybridisierung 59 1:00 30
. 2:10
Elongation 72 (+ 1 s pro ZyKlus)
Abschlusssynthese 72 10:00 1

Die entstandenen DNA-Fragmente wurden mittels Agggel-Elektrophorese (siehe 4.2.6)

analysiert und wie unter 4.2.7 beschrieben aufgegteiDie Konzentration der aufgereinigten
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DNA-Fragmente wurde photometrisch bestimmt (sieh2.43. Bei einer geringen
Konzentration wurde die DNA-L6sung aufkonzentriait,h. ein Teil des Elutionspuffers
wurde durch Zentrifugation in einer Vakuumzentrdugzerdampft und dadurch die

Konzentration der DNA-L6sung erhdht.

4.7.1.2 Invitro Transkription

Der Begriff Transkription bezeichnet das Umschreilven DNA in RNA, d. h. ein DNA-
Strang dient als Vorlage zur Synthese von RNA, métakleotidsequenz komplementar zu
der der DNA ist. Die Synthese der RNA erfolgt duidNA-abhangige RNA-Polymerasen.
Diese binden an eine Erkennungs- und BindungssteHdONA, dem sogenannten Promotor.
Anschlie3end erfolgt die Entwindung des DNA-Doppealsgs und das Ablesen des DNA-
Stranges vom 3’-Ende in 5-Richtung. Die RNA-Syrgbdauft in 5-3'-Richtung. Dabei
werden freie Nucleosid-Triphosphate, welche komgletéir zum DNA-Strang sind, durch
das Enzym mittels Phosphodiesterbindungen verkr{lpippers 2006).

Die in vitro Transkription bezeichnet die kinstliche Herstallwon RNA aus DNA im
Labor. Mit dieser Methode ist es moglich, beliebRBA herzustellen. Die DNA mit der
Ausgangssequenz muss dafir in einen Vektor mitgge&n Promotorsequenzen fir die
RNA-Polymerase Uberfuhrt werden. Haufig verwend®&A-Polymerasen stammen aus den
Bakteriophagen SP6, T7 oder T3 (Milhardt 2009)eBiureitere Moglichkeit der Herstellung
einer geeigneten DNA-Matrize ist die oben besclemeb PCR (4.7.1.1) mit am 5-Ende

verlangerten Oligonukleotiden.

FUr diein vitro Transkription wurde das ,MEGAscript® T7 High Yieldranscription Kit*
verwendet. Als Matrize dienten die in 4.7.1.1 afigprten und aufgereinigten DNA-
Fragmente. Es wurde die DNA-abhéngige RNA-Polyneeraes Bakteriophagen T7

verwendet. Ein Reaktionsansatz setzte sich wi¢ migammen:

1ug T7-DNA-Fragment
2 ul 10x Reaktionspuffer

je2ul ATP, CTP, GTP, UTP (je 75 mM)
2 ul Enzym Mix

auf 20 pl nukleasefreies Wasser
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Nach dem Zusammenfihren aller Komponenten in eiR&@R-Reaktionsgefal? wurden diese
mit der Pipette vermischt, kurz zentrifugiert undsehlie3end bei 37°C lUber Nacht inkubiert
(ca. 16 h). Nach der Inkubation erfolgte ein DN®sedau durch Zugabe von 1 ul TURBO
DNase (2 u/ul), kurzem Vermischen mit der Pipetpdme und Inkubation bei 37°C flr
15 min. Die Reaktion wurde durch Inkubation bei®3€r 15 min abgestoppt und es wurden
15 pl nukleasefreies Wasser und 30 pl LithiumchHl6ésung (7,5 M LIiCl, 50 mM EDTA)
dazugegeben. AnschlieRend wurde eine schrittweilarg durchgefuhrt. Zuerst wurde fur
24 h bei 4°C geféllt, anschlielBend flr weitere 2#€h -20°C und zuletzt fir 24 h (oder
l&nger) bei -70°C. Nach der Fallung wurde die Misdh fur 15 min bei 4°C und 18894 x g
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde miub&thanol (70%, v/v) gewaschen und bei
18894 x g und 4°C fur weitere 5 min zentrifugiékhschlieBend wurde das Pellet getrocknet
und in 50 pl nukleasefreiem Wasser aufgeltst. DaARi¢im raschen AbkiUhlen héaufig
unerwinschte Sekundarstrukturen bildet, wurde dNé Rbschliel3end bei 95°C fir 5 min in
der PCR-Maschine erhitzt und damit denaturiert. dAnwurde die RNA langsam auf
Raumtemperatur abgekihlt, um ein korrektes Aneiedadern der komplementaren
einzelstrangigen RNA-Fragmente bei Raumtemperdter Macht zu erméglichen.

Die Konzentration der doppelstrangigen RNA wurdetpmetrisch bestimmt (siehe 4.2.4)
und die Qualitat mittels Agarosegel-Elektrophorésehe 4.2.6.) Uberprift. Die Lagerung bis

zur weiteren Verwendung erfolgte bei -20°C.

4.7.2 Injektion

Fur die Experimente zur RNA-Interferenz wurden Atdre von M. darwiniensis mit
verschiedenen Loésungen injiziert. Die Injektiono&gfe mit Hilfe einer Hamiltonspritze
(100 pl) lateroventral in das Abdomen. Dabei wudie Spritze zwischen das zweite und
dritte bzw. das dritte und vierte AbdominalsegmentKopfrichtung eingestochen. Um
Verletzungen der inneren Organe zu vermeiden, muist Spritze flach unter der Kutikula
entlang gefiihrt werden. Nach der Injektion wurde 8pritze fir ca. 20 s im Tier belassen,
um eine gute Verteilung der Injektionslosung zu geseisten. Nach der Injektion wurden
die Tiere getrennt von der Kolonie in Gruppen vdh His 48 Individuen gehalten. Die

Haltung erfolgte wie unter 4.1.1 beschrieben.
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4.7.3 Voruntersuchungen zur RNA-Interferenz

Vor der Durchfihrung der Versuche zur RNAi warenige Voruntersuchungen notwendig,
da die Methode der RNAI b#. darwiniensisbisher nicht angewendet wurde. Verschiedene
Parameter wurden im Laufe der Voruntersuchungempiie. Eine Zusammenfassung der

Experimente der Voruntersuchung befindet sich ib.A6 (Anhang, S. 259).

Als erstes wurde die Verteilung der Injektionsfig&eit im Korper der Termiten untersucht.
Die Injektion der L6sungen erfolgte lateroventnalden Hamolymphraum des Abdomens.
Um eine Wirkung auch in weiter entfernten Gewebeaszaltésen, muss die injizierte Lésung
von der Injektionstelle ausgehend im gesamten Koweeteilt werden. Zudem kommt es
durch die Injektion zu einer Verletzung der Kutikwind dadurch bedingt zu einem Austreten
von Flissigkeit bei Entfernung der InjektionsnadBaher wurde gepruft, ob sich die
Injektionslosung im gesamten Korper verteilt odér diese durch das Herausziehen der
Injektionsspritze wieder austritt. Zu diesem Zweakrde ein Arbeiter vorM. darwiniensis
mit griner Lebensmittelfarbe geldst in 2 ul stenilgVasser injiziert und die Verteilung des

Farbstoffes Uber einen Zeitraum von 90 min dokuraent

Fur die Injektion von dsRNA kann diese entwedersiariiem Wasser oder Ringerlésung
geldst werden. Bei einem relativ grol3en Injektiaigmen im Vergleich zur Gesamtmenge
an Hamolymphe im Individuum, ist die VerwendungegirRingerldsung zu bevorzugen.
Diese entspricht durch die Zugabe definierter Kotrz¢ionen verschiedener Salze eher der
Hamolymphe der Termiten und verdinnt diese nichibefier vonM. darwiniensishaben ein
freies Hamolymphvolumen von ca. 2 bis 5 pl. Diedgdumen wurde wahrend der
Hamolymphabnahme bestimmt, bei der die Tiere amoAil®h zusammengedriickt wurden
bis ein Austreten des Fettkdrpers aus der Wundddotbet wurde. Bei Arbeitern von
Hodotermopsis sjostedtilie mit ca. 70 mg Kérpergewicht eine @hnliche [G&r@&ufweisen wie
Arbeiter vonM. darwiniensis wurde ebenfalls ein Hamolymphvolumen von ca. £ diul
bestimmt (Cornetteet al. 2008). Das Injektionsvolumen betrug 2 pl und eraisip damit in
etwa der Menge an freier Himolymphe. Die dsRNA wuwdher in Ringerlésung geldst.

Um eine Verfalschung der Ergebnisse der RNAi-Experite auszuschliel3en, musste
zunachst untersucht werden, ob die Injektion vommiltenringer einen Einfluss auf die
Expression des AST-A Gens hat. Dafiur wurd®h darwiniensisArbeiter mit 2 pl

Termitenringer injiziert und getrennt von der Karin Gruppen mit 20 bis 22 Individuen
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gehalten. Nach zwei Tagen wurde die AST-A Expressim Gehirn und in den drei
Darmabschnitten Vorder-, Mittel- und Hinterdarm telg qPCR analysiert (siehe 4.6.3). Die
AST-A Expression von unbehandelten Arbeitern diedgeé/ergleichswert.

In einem weiteren Experiment sollte die optimalghktionsmenge an AST-A dsRNA zur
Auslosung der RNAI bestimmt werden. Daflr wurdenblehe und mannliche Arbeiter von

M. darwiniensiseiner von funf unterschiedlichen Behandlungenmogen und fir drei Tage

getrennt von der Kolonie in Gruppen mit 10 bis @dividuen gehalten. Die Arbeiter wurden
entweder unbehandelt belassen, mit 2 ul Termitgarimder mit 0,5 pg, 1 ug oder 2 pg
AST-A dsRNA (abgeleitet vom Fragment Mda_AS8F bidaMAS13R, nt 580-1059, AST-A

dsRNA1, siehe 4.7.1.1) jeweils gelost in 2 pl Teemiinger injiziert. Nach drei Tagen

wurden die Tiere analysiert. Zwei Parameter wurgiestimmt. Zum einen wurde der Einfluss
der Injektion von Ringerlosung oder dsRNA auf dierMlitdt untersucht, da es durch die
Verletzung oder durch die injizierten Substanzenemer erhthten Mortalitat der Tiere
kommen kdnnte. Zum anderen wurde die AST-A Exposssin Gehirn mittels gPCR (siehe
4.6.3) analysiert. Die AST-A Expression wurde nat &xpression des Referenzg@nraktin

normalisiert. Daflir wurden beide in 4.6.3.5 besgtene Methoden verwendet.

4.7.4 Experimente zur Suppression der Allatostatin A-Expession durch

RNA-Interferenz

Anhand der Ergebnisse der Voruntersuchungen wurde \dersuchsablauf fur erste
Experimente zur Unterdrickung der Expression ded-ASGens beiM. darwiniensis
festgelegt. Arbeitern vorM. darwiniensiswurde 1 pg AST-A dsRNA (abgeleitet vom
Fragment Mda_AS140F bis Mda_AS9R, nt 362-645, ASTsRNAZ2, siehe 4.7.1.1) gelost
in 2 ul Termitenringer injiziert. Als Kontrolltierdienten Arbeiter, denen 2 pl Termitenringer
injiziert wurde. Nach der Injektion wurden die Teein Gruppen von 21 bis 48 Individuen
getrennt von der Kolonie gehalten. Dabei wurde einé annahernde Gleichverteilung der
Individuen auf behandelte und Kontrolltiere geathibrei Tage nach der Injektion wurden
die Mortalitat, der Hormongehalt der Hamolymphe wied AST-A Expression bestimmt.
Insgesamt wurden vier Experimente durchgefiihrts®iExperimente sind in Tab. 40 und

Abb. 66 (Anhang, S. 259) nochmals zusammengefasst.
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Die Analyse der AST-A Expression erfolgte mitteBGR (siehe 4.6.3) in den Geweben
Gehirn, Vorder-, Mittel- und Hinterdarm nur in ddéfxperimenten 1 und 2. Im ersten
Experiment wurden die mannlichen und weiblicheneltdr einer Gruppe jeweils zusammen
untersucht. Im zweiten Experiment erfolgte die Amsalder AST-A Expression getrennt nach
dem Geschlecht.

Der Gehalt an Ecdysteroid- und Juvenilhormonen @rn Hamolymphe wurde in den
Experimenten 2 bis 4 mittels HPLC-MS (siehe 4.3jtinemt. Fir jede Probe wurde die

Hamolymphe von mehreren Tieren vereinigt.

Tab. 40: Zusammenfassung der Experimente zur Suppssion der Expression von Allatostatin A
(AST-A) durch RNA-Interferenz.

Bestimmung der AST-A Expression in den Geweben @BgldSG), Vorder- (VD), Mittel- (MD) und
Hinterdarm (HD), Bestimmung des Titers an Ecdystemo und Juvenilhormonen (JH) der
Hamolymphe. AST-A dsRNA abgeleitet vom Fragment M&&140F bis Mda_AS9R gel6st in 2 pl
Termitenringer (AST-A dsRNA2).

Experiment Injektion Injlglerte AST'A Hormontiter
Tiere Expression
2 pl Termitenringer 146 OSG, VD, MD,
1048 HD . .
1 130 nicht bestimmt
1 pg AST-A dsRNA 8 J bei (@ +J)
o 159
2 pl Termitenringer 157 OSG, VD, MD,
2 150 HD Ecdysteroide, JH
1 ug AST-A dsRNA 154 bei Q@ & bei &
2 1l Termitenringer g;
3 180 nicht bestimmt | Ecdysteroide, JH
1 ug AST-A dsRNA 234
2 1l Termitenringer i??
4 16 nicht bestimmt | Ecdysteroide, JH
1 ug AST-A dsRNA 17;
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4.8 Statistische Datenanalyse

Fir die statistische Analyse der Daten erfolgteszhst die Uberpriifung der Datensatze auf
Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test) und Varianzhogenitat (Levene-Test). Datensatze
mit einer Stichprobengrof3e von<n2 wurden nicht statistisch ausgewertet. Zur Aralys
metrischer Daten wurde bei gegebener NormalvengjluVarianzhomogenitat und
ausreichender Stichprobengrof3e Xn10) ein parametrischer Test verwendet. Ansonsten
wurden nicht-parametrische Tests genutzt. Der éeflylvon zwei Gruppen erfolgte mit dem
t-Test (parametrischer Test) oder dem Mann-Whitdelest (nicht-parametrischer Test). Der
Vergleich von mehr als zwei Gruppen erfolgte mstt&lruskall-Wallis H-Test. Bei einem
signifikanten Ergebnis wurdgoost hoeVergleiche zwischen jeweils zwei Gruppen mit dem
Mann-Whitney U-Test. durchgefuhrt Die Ergebnisse test hoeVergleiche wurden mittels
sequenzieller Bonferroni-Korrektur korrigiert (Hol@®79). Die statistische Analyse wurde
mit dem Programm SPSS v14.0 durchgefuhrt. Statfstisignifikante Unterschiede
(Signifikanzniveauo = 0,05) sind in den Grafiken mit P(< 0,05) gekennzeichnet. Werte
von 0,05 <P < 0,1 wurden als tendenzielle Unterschiede gewartd mit # bezeichnet. Bei

post hoeVergleichen bedeuten unterschiedliche Buchstabemesignifikanten Unterschied.

Die Expression von AST-A im Oberschlundganglion wet Juvenilhormongehalt in der
Hamolymphe der Tiere wurden auf einen statistidofpeaicherten Zusammenhang getestet.
Da die Datensatze nicht normalverteilt waren, waordgne Transformation der Daten
durchgefuhrt. Bei der Bildung des dekadischen Litigawus (Ig) der Daten wurde eine
Normalverteilung erreicht. Daher konnte ein paraisehier Test angewendet werden — die
Korrelation nach Pearson. Bei nicht-normalvertailt®aten wurde die Korrelation nach
Spearman berechnet.
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5 Ergebnisse

5.1 Hormongehalt von Mastotermes darwiniensis

Die Messung des Hormongehalts in der Hamolymphe mn&anzkérperextrakten von
M. darwiniensiserfolgte mittels HPLC-MS. Dabei wurden die Prolaarf das Vorkommen
und die Quantitat der funf Hormone 20-Hydroxyecays&cdyson und Juvenilhormon I, I
und 11l Gberpruft. Im Folgenden sind die Ergebnigs&rennt nach dem Gehalt an Juvenil- und
Ecdysteroidhormonen dargestellt.

5.1.1 Juvenilhormongehalt

Bei allen untersuchten Proben wurde lediglich eides drei untersuchten Juvenilhormon-
Homologe nachgewiesen — das Juvenilhormon Ill.JHeHomologe | und Il traten in keiner
Probe auf.

In der ersten Messreihe wurde die Hadmolymphe demifen untersucht. Dabei mussten
mehrere Tiere fur eine Probe vereinigt werden. Ad&®m konnte aus Larven im ersten
Larvenstadium (L) und aus Eiern keine Hamolymphe gewonnen werdamerdwurden diese
Proben als Ganzes verarbeitet. Um individuelle éliantersuchen zu kénnen, wurden fur die
zweite Messreihe Ganzkorperextrakte von allen sotditen Stadien angefertigt. Die

Ergebnisse der beiden Messreihen sind im Folgegdiannt dargestellt.

5.1.1.1 Juvenilhormon llI-Gehalt in Hamolymphproben

Die Ergebnisse der ersten Messreihe, in der fur heisten Entwicklungsstadien
Hamolymphproben untersucht wurden, sind in denefwdign Abbildungen (Abb. 11 und 12)
fur alle Messungen zusammengefasst. Die geringd@bbenzahl wurde verursacht durch
die Vereinigung der Proben (siehe 4.3.5) und lieiRek statistische Auswertung zu.

Juvenile Stadien vom. darwiniensis(Abb. 11A und B) wiesen generell einen héheren
JH 1lI-Gehalt auf als die ,Adultstadien” (Abb. 11Qhnerhalb der apteren Linie zeigten sich
dabei Unterschiede zwischen den ersten vier Latadie und dem letzten Larvenstadium
(Ls). Bei Ls kam es zum Absinken des JH llI-Titers auf das Bivder Arbeiter und Soldaten.
Mit 519 + 428 pg pro pl wies das erste Larvenstadien héchsten Gehalt an JH Il auf. Ein
direkter Vergleich der Messwerte der Eier und desStadiums mit denen der anderen
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Entwicklungsstadien ist jedoch nicht moglich, dasdéi Proben aus Ganzkorperextrakten
gewonnen wurden. Innerhalb der nymphalen Linie kemnnur drei der elf bei
M. darwiniensisvorkommenden Nymphenstadien (Watson et al. 19dnAbgrsucht werden.
Diese Nymphen traten einmalig im Untersuchungsaeitr in den institutseigenen Kolonien
auf und konnten den ersten drei Nymphenstadigrb{®dlNs) zugeordnet werden. Gefligelte
Geschlechtstiere (Alaten) wurden ebenfalls nur eligrbeobachtet. Diese traten jedoch nicht
in den institutseigenen Kolonien, sondern lediglich der Ursprungskolonie auf. Wie
innerhalb der apteren Linie wiesen auch die jueenilTiere der nymphalen Linie (Abb. 11A
und B) einen hoheren JH IllI-Gehalt auf als die ttulAlaten (Abb. 11C). Dabei war der
JH llI-Titer bei Ny am hochsten (313 pg/upl) und schien danach abzsinklle Nymphen
wiesen einen geringeren JH llI-Gehalt auf als dierd des ersten Larvenstadiums. Der
Vergleich der Nymphen mit den Larven der gleichditer’sgruppe zeigt, dass die Larven
generell einen hoheren JH llI-Gehalt aufwiesen (AbbB). Innerhalb der ,Adultstadien”
konnte bei den Arbeitern mit 147 £ 29 pg pro ul déchste JH 1lI-Gehalt nachgewiesen
werden. Die Soldaten (98 + 30 pg/ul) und Alaten £537 pg/ul) zeigten einen geringeren
JH lll-Gehalt (Abb. 11C).

3 1000 + A B B C
©
e
(¢D)] 800
Q
:: 600 -
52
€S
@) 400
<
S
7
> 200- g
-’ % [j_i_li
0
Ei L,N, LN, L,N; L A S Al

Abb. 11: Juvenilhormon llI-Gehalt in verschiedenen Entwicklungsstadien der apteren (grau)
und nymphalen Linie (weil3) vonMastotermes darwiniensis.

(A) Untersuchung von Ganzkorperextrakten, (B) udgyntersuchung der Hamolymphe. (A) und (B)
juvenile Stadien, (C) ,Adultstadien“. Ei und kzu beiden Entwicklungslinien zugehorig. Darstejun
des Mittelwerts (und teilweise der Standardabweighu A = Arbeiter, Ala = Alaten, L= n.
Larvenstadium, N= n. Nymphenstadium, S = Soldaten. n =1 — 8.
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In den Versuchskolonien konnte zweimal das Auftreteon Ersatzgeschlechtstieren
(Neotenics) in grol3er Zahl beobachtet werden. @esmit einer massiven Schimmelbildung
und einem Absterben der Kolonie kurze Zeit spaterbunden. Normalerweise treten
Neotenics eher selten auf (Watseinal. 1975). Diese Neotenics und die noch vorhandenen
Arbeiter der Kolonien wurden bezuglich ihres Hormehalts untersucht. Als
Vergleichswerte dienten Arbeiter von gesunden KiglonDiesen drei Gruppen gegeniber
gestellt wurden die Alaten (Abb. 12). Die Arbeitder gesunden Kolonien wiesen den
hochsten JH llI-Titer auf (126 — 168 pg/ul). Alladeren Gruppen lagen mit 34 bis 72 pg
JH Il pro ul niedriger. Die Arbeiter der absterden Kolonien hatten dabei einen ahnlich
niedrigen Titer wie die Neotenics derselben KolaniBei fast allen Gruppen, jedoch nicht
bei den Alaten, wiesen die Weibchen einen leichitelnén JH-Titer auf als die Mannchen.

Weibliche Alaten hatten mit 34 pg pro ul den gesteg JH IlI-Gehalt.
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Abb. 12: Juvenilhormon IlI-H&molymphtiter in versch iedenen ,Adultstadien” von Mastotermes
darwiniensis.
(A) Arbeiter und primare Geschlechtstiere (Alatem)s gesunden Kolonien, (B) Arbeiter und

sekundare Geschlechtstiere (Neotenics) aus absteEbd<olonien. Darstellung des Mittelwerts (und
teilweise der Standardabweichung). Daten fur (A)Abb. 11.n=1 - 8.
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5.1.1.2 Juvenilhormon IlI-Gehalt in Ganzkorperextrakten

Fur die zweite Messreihe, in der ausschliel3lich ZBarperextrakte untersucht wurden,
standen keine Tiere der nymphalen Linie zur VerfigguDaher konnten nur aptere Tiere —
Larven, Arbeiter und Soldaten — untersucht werdémsatzlich wurden einige Neotenics
beobachtet, die ebenfalls in die Analysen einbezagaden.

Die Larven des ersten bis vierten Larvenstadiums—(Ly) wiesen einen signifikant hoheren
JH lll-Gehalt auf als die Larven des flnften Staaku(Ls), die Arbeiter und die Soldaten
(Abb. 13). Innerhalb der ersten vier Larvenstadéeheint es im zeitlichen Verlauf eine
Abnahme des JH llI-Gehaltes zu geben, mit einemiiam von 22 + 18 pg pro mg
Kdrpergewicht (KG) bei k. Durch die grof3e Streuung konnten jedoch zwisdhehis Ly
keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werdewies den niedrigsten JH IlI-Gehalt
auf mit 1,3 £ 1,2 pg pro mg KG. Der JH llI-GehadirdSoldaten und Arbeiter lag bei ca. 3 pg
JH 11l pro mg KG und damit signifikant hoher alg be.
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Abb. 13: Juvenilhormon IlI-Gehalt in Ganzkdrperextr akten verschiedener Entwicklungsstadien
der apteren Linie von Masotermes darwiniensis (Darstellung von Mittelwert und
Standardabweichung).

A = Arbeiter, L, = n. Larvenstadium, S = Soldaten. Kruskall-WaHisTest: H = 178,254; df = 6;

P <0,001. Post hoeTest: Mann-Whitney U-Test mit sequenzieller Bordei-Korrektur;
unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikantéetrdchiede zwischen den einzelnen Gruppen.
n=9-76.



110 Ergebnisse

Die Darstellung der einzelnen JH llI-Messwerte @lsh. 13 zeigt die grol3e Variation
zwischen den Individuen eines Stadiums (Abb. 148sddders grol3e Unterschiede gab es
dabei zwischen Individuen innerhalb der ersten daevenstadien. Einige Individuen von L

wiesen einen sehr hohen JH llI-Gehalt von Uberglprp mg KG auf.
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Abb. 14: Juvenilhormon IlI-Gehalt in Ganzkdrperextr akten verschiedener Entwicklungsstadien
der apteren Linie vonMastotermes darwiniensis (Darstellung der Einzelwerte).

Die horizontale Linie stellt jeweils den Mittelwedgar. Daten aus Abb. 13. A = Arbeiter, £ n.
Larvenstadium, S = Soldaten. n =9 — 76.

Bei der Betrachtung der Daten, getrennt nach destl@echt, fallt auf, dass sich der Verlauf
des JH llI-Gehalts innerhalb der ersten vier Lastadien bei Mannchen und Weibchen leicht
unterschied (Abb. 15). ImtStadium wamoch keine Unterscheidung zwischen Mannchen
und Weibchen moglich. Beide Kurven erreichten init Maximum, aber bei den Mannchen
stieg der JH llI-Gehalt vonilnach L, starker an und fiel dann in Richtung &teiler ab als
bei den Weibchen. Insgesamt wiesen die Weibcheanetandenziell h6heren Gehalt an
JH Il auf (Mann-Whitney U-Test: U = 6814; Z = -28 P = 0,055). Allerdings zeigten sich
zwischen Mannchen und Weibchen eines Entwickluagasins keine signifikanten

Unterschiede.
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Abb. 15: Juvenilhormon IlI-Gehalt in Ganzkérperextr akten von Weibchen und Méannchen
verschiedener Entwicklungsstadien der apteren Lini&zon Mastotermes darwiniensis.

Darstellung des Mittelwerts + Standardfehler dethaetrischen Mittels. A = Arbeiter, L= n.
Larvenstadium, S = Soldaten. Werte figrdind identisch bei Mannchen und Weibchen, da ése&t
Stadium die Unterscheidung zwischen den Geschlecimieht mdglich ist. Mann-Whitney U-Tests
innerhalb eines Entwicklungsstadiums zeigten kesigeifikanten Unterschiede zwischen Mannchen
und Weibchen. Daten aus Abb. 13. n =6 —47.

Wahrend der Probennahme fir die Ganzkorpermessulkgenten neben den Larven,

Arbeitern und Soldaten drei Neotenics (zwei weli@icein mannliches) beobachtet werden.
Diese wurden untersucht und mit den dazugehorigéeeifern verglichen. Aul3erdem wurden
erneut Arbeiter und Neotenics einer absterbendelork® analysiert und den Tieren der
gesunden Kolonie gegenibergestellt (Abb. 16). Dibefier der gesunden Kolonie wiesen
mit 2 bis 2,6 pg pro mg KG einen hoheren JH llI-&eluf als die Arbeiter und mannlichen

Neotenics der absterbenden Kolonie (0,3 — 0,7 pd{@y) Bei den weiblichen Neotenics der
absterbenden Kolonie (Abb. 16B) konnte ein hohéketll-Gehalt (3,5 = 0,4 pg/mg KG) als

bei den anderen Tieren der absterbenden Kolonieeggen werden. Mit 21,3 + 1,9 und
29,6 pg pro mg KG zeigten die weiblichen und méa@n Neotenics der gesunden Kolonie
(Abb. 16A) einen stark erh6hten JH IlI-Gehalt imrleich zu allen anderen untersuchten

Gruppen.
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Abb. 16: Juvenilhormon llI-Gehalt in Ganzkdrperextr akten verschiedener ,adulter* Stadien
von Mastotermes darwiniensis.

(A) Arbeiter und Neotenics einer gesunden Kolofig), Arbeiter und Neotenics einer absterbenden
Kolonie. Darstellung des Mittelwerts (und teilweder Standardabweichung). Daten fir (A) Arbeiter
aus Abb. 13. n=1 - 32.

In der ersten Messreihe wurden Hamolymphproben Ganzkorperextrakte untersucht und
verglichen (Abb. 11, S. 107). Da sich diese Ergegmnur schwer vergleichen lassen, wurden
in einer zweiten Messreihe alle vorhandenen Entwigisstadien als Ganzkorperextrakte
verarbeitet. Fur die zweite Messreihe konnten jadkeine Eier gefunden werden. Daher
wurden die Ergebnisse der Ganzkorperextrakte dessMéen 1 und 2 nochmals
zusammengefasst (Abb. 17). Die Eier wiesen einenlilH&ehalt von 35 pg pro mg
Frischgewicht auf. Durch das Hinzufligen der dreblen aus der ersten Messreihe verziL
den vorhandenen Proben der zweiten Messreihe neiglee L-Larven einen
durchschnittlichen JH 11I-Gehalt von 33 = 46 pg prg KG (L4 aus Messreihe 2: 20 *
10 pg/mg KG). Damit lag der JH 1lI-Gehalt auf dethse Niveau wie der JH IlI-Gehalt der

Eier und hoher als bei allen anderen Gruppen.
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Abb. 17: Juvenilhormon IlI-Gehalt in Ganzkdrperextr akten verschiedener Entwicklungsstadien
der apteren Linie von Mastotermes darwiniensis (Kombination Messreihe 1 und 2).

Darstellung des Mittelwerts (und teilweise der Stmdabweichung). A = Arbeiter, ,L= n.
Larvenstadium, S = Soldaten. Daten aus Abb. 1113nd = 1 — 76.

5.1.2 Ecdysteroidgehalt

In beiden Messreinen wurde auf das Vorkommen dedehe freien Ecdysteroide
20-Hydroxyecdyson (20-HE) und Ecdyson getestetdiesEmpfindlichkeit der verwendeten
HPLC-MS Methode flr Ecdysteroide nicht so hochws fur Juvenilhormone (Westerlund
2004) konnten nicht in allen Proben Ecdysteroidehgawiesen werden. 20-Hydroxyecdyson
war sowohl bei den Hamolymphproben (Wilcoxon-Té&st -3,296; n = 38P = 0,001) als
auch bei den Ganzkorperextrakten (Wilcoxon-Tests 26,471; n = 243P < 0,001) das
dominante Ecdysteroid. Die Auswertung erfolgte gatt fir beide Messreihen. Aufgrund

der geringen Stichprobenzahl wurde die Messreihiett statistisch ausgewertet.

5.1.2.1 Ecdysteroidgehalt in Hamolymphproben

20-Hydroxyecdyson (20-HE)

In den Larven der Stadien bis Ly konnten 59 — 108 pg 20-HE pro pl nachgewiesen everd
Die Eier enthielten ebenfalls 20-HE (60 pg/ul), éitbr und Soldaten wiesen nur einen
geringen 20-HE-Gehalt auf (6 pg/ul; Abb. 18). Inradb der nymphalen Linie konnte 20-HE
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nur in Ny und N, nachgewiesen werden (Abb. 18B). Die Alaten enarekein messbares
20-HE (Abb. 18C). Damit zeigten die juvenilen Seadwie bereits beim JH Ill einen hoheren
Hormongehalt als die ,Adultstadien”. Der direkterykeich der Larven mit den Nymphen der
gleichen Altersgruppe ermdglichte keine klare AgssgéAbb. 18B). Das J-Stadium wies
einen hoheren 20-HE-Gehalt auf als das paralleiStidium. Bei b und N zeigte sich ein
umgekehrtes Bild. Altere Stadiens(lund Ny) hatten keinen messbaren 20-HE-Gehalt.
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Abb. 18: 20-Hydroxyecdyson-Gehalt in verschiedeneEntwicklungsstadien der apteren (grau)
und nymphalen Linie (weil3) vonMastotermes darwiniensis.

(A) Untersuchung von Ganzkorperextrakten, (B) ubdntersuchung der Hamolymphe. (A) und (B)
juvenile Stadien, (C) ,Adultstadien“. Ei und kzu beiden Entwicklungslinien zugehorig. Darstedjun
des Mittelwerts (und teilweise der Standardabweighu A = Arbeiter, Ala = Alaten, L= n.
Larvenstadium, N= n. Nymphenstadium, S = Soldaten. n =1 - 8.

Die Termiten der bereits beschriebenen absterbeKadomien wurden ebenfalls auf ihren
Gehalt an 20-HE untersucht. Von diesen zeigterglietli die weiblichen Arbeiter mit 47 +
30 pg pro ul eine messbare Menge an 20-HE (niaigiedéellt).

Ecdyson

Ecdyson konnte in der ersten Messreihe lediglicdrai Proben nachgewiesen werden — in
den Eiern (28 pg/ul), im zweiten Nymphenstadium g#841) und in einer Probe des zweiten
Larvenstadiums (11 pg/ul). Auf eine grafische Dalhshg wurde daher verzichtet.
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5.1.2.2 Ecdysteroidgehalt in Ganzkorperextrakten

20-Hydroxyecdyson

Die Individuen der ersten vier Larvenstadien wiesgren hoheren Gehalt an 20-HE auf als
Individuen des funften Larvenstadiums und die AraefAbb. 19). Signifikante Unterschiede
konnten jedoch nur zwischen, lund den Arbeitern nachgewiesen werden. Die Saidate
zeigten mit 0,7 = 3,3 pg pro mg KG den geringstérHE-Gehalt, der sich signifikant von
dem aller anderen Gruppen (mit Ausnahme vgnuinterschied. Innerhalb der Larvenstadien
schien der Gehalt an 20-HE mit zunehmenden Altatikaierlich abzunehmen, jedoch liel3

sich dartber aufgrund der grof3en Streuung keiristsgah abgesicherte Aussage treffen.
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Abb. 19: Gehalt an 20-Hydroxyecdyson in Ganzkdrpendrakten verschiedener
Entwicklungsstadien der apteren Linie von Mastotermes darwiniensis (Darstellung von
Mittelwert und Standardabweichung).

A = Arbeiter, L, = n. Larvenstadium, S = Soldaten. Kruskall-WaHisTest: H = 45,959; df = 6;
P<0,001. Post hoeTest: Mann-Whitney U-Test mit sequenzieller Bordei-Korrektur;
unterschiedliche Buchstaben bedeuten signifikaméerdchiede zwischen den einzelnen Gruppen.
n=9-76.

Die einzelnen Individuen der Larvenstadien his Lg zeigten im Vergleich zu den
Larvenstadien Lund Ls, den Arbeitern und Soldaten die gré3ten Schwanguignsichtlich
des 20-HE-Gehalts (Abb. 20; Darstellung der Eineelevaus Abb. 19). Besonders innerhalb

des L;-Stadiums konnte eine sehr grof3e Variation beobackerden. Zwei Individuen
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wiesen einen 20-HE-Gehalt von tber 300 pg pro mgaki wahrend bei allen anderen der
20-HE-Gehalt unter der Nachweisgrenze lag. Indierddes k-Stadiums zeigten ebenfalls

eine grof3e Variation, der 20-HE-Gehalt schwanktisawen 0 und 464 pg pro mg KG.
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Abb. 20: Gehalt an 20-Hydroxyecdyson in Ganzkdrpendrakten verschiedener
Entwicklungsstadien der apteren Linie von Mastotermes darwiniensis (Darstellung der
Einzelwerte).

Die horizontale Linie stellt jeweils den Mittelwedar. A = Arbeiter, L, = n. Larvenstadium,
S = Soldaten. Daten aus Abb. 19. n =9 - 76.

Bei der Auftragung der Daten getrennt nach dem ldesbt (Abb. 21) zeigte sich bei beiden
Geschlechtern eine scheinbar kontinuierliche Abrealdes 20-HE-Gehalts von bis zu den
Soldaten. Zwischen Méannchen und Weibchen gab e®hoimsgesamt (Mann-Whitney
U-Test: U = 7582; Z = -0,53F = 0,594) als auch innerhalb eines Entwicklungsstag
keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 21: Gehalt an 20-Hydroxyecdyson in Ganzkorperdrakten von Weibchen und Mannchen
verschiedener Entwicklungsstadien der apteren Lini&zon Mastotermes darwiniensis.

Darstellung des Mittelwerts + Standardfehler dethaetrischen Mittels. A = Arbeiter, L= n.
Larvenstadium, S = Soldaten. Werte firdind identisch bei Mannchen und Weibchen, da ése&t
Stadium die Unterscheidung zwischen den Geschlecimieht mdglich ist. Mann-Whitney U-Tests
innerhalb eines Entwicklungsstadiums zeigten kesigeifikanten Unterschiede zwischen Mannchen
und Weibchen. Daten aus Abb. 19. n =6 — 47.

Bei den drei neotenen Geschlechtstieren, die wahreder Probennahme fir die
Ganzkorperextrakte beobachtet wurden, konnten kEraysteroide nachgewiesen werden

(nicht dargestellt).

Der direkte Vergleich der Ganzkorperextrakte aus Blessreihen 1 und 2 zeigte, dass die
Eier einen niedrigeren 20-HE-Gehalt aufwiesen Hés laarvalstadien (Abb. 22). Ansonsten
war das gleiche Muster wie in Abb. 19 — 21 zu bebben, mit hheren Werten fur die

Larvalstadien von Lbis Ly und niedrigen Werten fursLArbeiter und Soldaten.
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Abb. 22: Gehalt an 20-Hydroxyecdyson in Ganzkdrpendrakten verschiedener
Entwicklungsstadien der apteren Linie vonMastotermes darwiniensis. (Kombination Messreihe 1
und 2).

Darstellung des Mittelwerts (und teilweise der Stmdabweichung). A = Arbeiter, ,L= n.
Larvenstadium, & Soldaten. Daten aus Abb. 18 und 19.n =1 - 76.

Ecdyson

Die ersten beiden Larvenstadien wiesen den hochiatdgsongehalt auf mit 38 £ 1134jL
bzw. 29 + 102 pg pro mg KG {). Alle anderen untersuchten Entwicklungsstadien de
apteren Linie zeigten einen geringeren Ecdysongghal 10 pg/mg KG; Abb. 23). Es
konnten jedoch keine signifikanten Unterschiedesztven den Gruppen ermittelt werden
(Kruskall-Wallis H-Test: H = 2,273; df = & = 0,893).
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Abb. 23: Ecdysongehalt in Ganzkdrperextrakten verdgiedener Entwicklungsstadien der
apteren Linie von Mastotermes darwinienss (Darstellung von Mittelwert und
Standardabweichung).

A = Arbeiter, L, = n. Larvenstadium, S = Soldaten. Kruskall-WaHlisTest: H = 2,273; df = 6;
P=0,893.n=9-76.
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Abb. 24: Ecdysongehalt in Ganzkorperextrakten verdgiedenen Entwicklungsstadien der
apteren Linie von Mastotermes darwiniensis (Darstellung der Einzelwerte).

Die horizontale Linie stellt jeweils den Mittelwedgar. Daten aus Abb. 23. A = Arbeiter, £ n.
Larvenstadium, & Soldaten. n =9 — 76.
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Die Auftragung der einzelnen Messwerte aus Ablz&lgt, dass generell nur in sehr wenigen
Individuen Ecdyson nachgewiesen werden konnte (2db. In nur 20 von insgesamt 243
Individuen lag der Ecdysongehalt Gber der Nachweiszg. Die meisten Individuen mit

nachweisbarem Ecdyson gehorten dabei zuyrStadium mit Werten von bis zu 469 pg

Ecdyson pro mg KG.

Bei der Betrachtung des Ecdysongehalts, getrencit dam Geschlecht, fallt auf, dass die
Mannchen insgesamt einen hoheren Ecdysongehaltiemaiw als die Weibchen (Abb. 25;
Mann-Whitney U-Test: U = 7011; Z = -3,077P = 0,002). Innerhalb eines
Entwicklungsstadiums gab es allerdings keine skpmten Unterschiede zwischen den
Geschlechtern mit Ausnahme des flinften Larvenstasliun dem die Mannchen tendenziell
mehr Ecdyson enthielten (Mann-Whitney U-Test: U656 = -1,668;P = 0,095). Wie bereits
fur die Abb. 23 und 24 beschrieben, ist auch in Abzu erkennen, dass der Ecdysongehalt
in L, und L, am hoéchsten war und anschlief3end stark abnahm.
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Abb. 25: Ecdysongehalt in Ganzkérperextrakten von Wibchen und Mannchen verschiedener
Entwicklungsstadien der apteren Linie vonMastotermes darwiniensis.

Darstellung des Mittelwerts + Standardfehler dethaetrischen Mittels. A = Arbeiter, L= n.
Larvenstadium, S = Soldaten. Werte figrdind identisch bei Mannchen und Weibchen, da ése&t
Stadium die Unterscheidung zwischen den Geschlecimieht mdglich ist. Mann-Whitney U-Tests
innerhalb eines Entwicklungsstadiums zeigten ksigaifikanten Unterschiede zwischen Mannchen
und Weibchen, lediglich in d.ist ein tendenzieller Unterschied vorhanden (# 86; Z = -1,668;

P = 0,095). Daten aus Abb. 23. n =6 —47.
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Die Zusammenfassung des Ecdysongehalts in Ganzkétpskten beider Messreihen zeigte,
dass die Eier nur geringe Mengen an Ecdyson etehié#t pg/mg Frischgewicht; Abb. 26).
Der Ecdysongehalt der Eier lag damit unter demedsten vier Larvenstadien. Bej lag der
Ecdysongehalt in der Messreihe 1 im Gegensatz zsskéihe 2 in allen Proben unter der
Nachweisgrenze. Eine Kombination der beiden Messreergab dadurch einen geringeren
Mittelwert fur das erste Larvenstadium. Mit 28 + 88 Ecdyson pro mg KG zeigtg damit
einen ahnlichen Ecdysongehalt wig(R9 + 102 pg/mg KG).
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Abb. 26: Gehalt an Ecdyson in Ganzkérperextrakten grschiedener Entwicklungsstadien der
apteren Linie von Mastotermes darwiniensis (Kombination Messung 1 und 2).

Darstellung des Mittelwerts (und teilweise der Stmdabweichung). A = Arbeiter, ,L= n.
Larvenstadium, S = Soldaten. Daten teilweise aus 8B. n = 1 — 76.
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5.2 lIdentifikation der Sequenzen verschiedener Gene bei

Mastoter mes darwiniensis und Cryptocercus darwini

5.2.1 Sequenz des Allatostatin A-Gens voNlastotermes darwiniensis

Zur Identifikation des AST-A Gens bBkl. darwiniensisvurden degenerierte Oligonukleotide
aus bekannten Aminosauresequenzen des AST-A Prohgoraufers von sechs
verschiedenen SchabenarteBlaperus craniifey Blatta orientalis Blattella germanica
Diploptera punctata Periplaneta americana Supella longipalpa Kennnummern siehe
Tab. 33; S. 84f) abgeleitet. Die degenerierten @iukleotide Mda_AS2aF und Mda_AS6R
wurden in einer PCR-Reaktion mit genomischer DNA @ubeitern vonM. darwiniensis
verwendet. Die Amplifikation fihrte zu einem 299 Ilgngen Fragment. Innerhalb des
Fragments wurden vier potentielle Peptide mit deimr AST-A charakteristischen
C-terminalen Ende kodiert. Von der Sequenz diesagrents wurde das Oligonukleotid
Mda_AS140F abgeleitet, welches anschlielRend in B@R-Reaktionen eingesetzt wurde.
Als gegenlaufige Oligonukleotide wurden die degergen Oligonukleotide Mda_ AS14R1
und -R2 verwendet. Das resultierende Fragment kateeLange von 745 bp und enthielt die
kodierenden Sequenzen von neun potentiellen ASTeptiteen. Aus der nun bekannten
Sequenz mit einer Gesamtlange von 887 bp konntguoesespezifische Oligonukleotide
entwickelt werden. Fir die Identifikation des 3'd&s wurde die RACE-Methode verwendet.
Die Amplifikation erfolgte mit den Oligonukleotidellda_AS13F (sequenzspezifisch) und
UPM (Bindung an AnkersequenZ)as resultierende Fragment hatte ein Lange vonhkp09
und enthielt das komplette 3'-Ende der AST-A mRNAie Identifikation des 5-Endes
erfolgte mittels ,Genome Walking“. Die Oligonukléd¢ Mda-TSP3 (sequenzspezifisch) und
UniP (Bindung an Ankersequenz) wurden dafir veneénahd ergaben ein 284 bp langes
Fragment, welches u. a. die Sequenz des Startcodotigelt. AnschlieRend wurde die
komplette Sequenz uUberprift, indem mehrere Komionah von Oligonukleotiden fur
verschiedene PCR-Reaktionen mit cDNA aus Gehirnanniicher und weiblicher Arbeiter
als Matrize verwendet wurden. Die erhaltenen Fragenbatten eine Lange von ca. 300 bis
800 bp und wurden separat sequenziert (siehe TabArhang S. 262). Zusatzlich wurden
zwei Fragmente mit einer Polymerase amplifiziei¢, durch ihre 3'-5’-Exonukleaseaktivitét
eine Korrekturaktivitdt (,Proofreading®) aufwies.id beiden Fragmente waren 646 bp
(Oligonukleotide: Mda_AS4F und Mda_AS9R) und 587 (pigonukleotide: Mda_AS8F
und Mda_AS950R) lang und beinhalteten die gesamtéekende Region des AST-A Gens.
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Eine Kombination aller Einzelfragmente ergab didgiitige Sequenz des AST-A Gens von
M. darwiniensismit einer Lange von 1238 bp (Abb. 30; S. 127).eEfiusammenfassung des
Ablaufs der Sequenzidentifikation und der Lage seguenzierten Einzelfragmente befindet
sich in Abb. 27 und in Tab. 42 im Anhang (S. 262).

PR PCR
(A) Mda_AS8F Mda_AS950R
PR PCR
Mda_AS4F Mda_AS9R
. GW RACE
UniP —————  Mda-TSP3 Mda_AS13F ————  UPM
PCR
Mda_AS140F Mda_AS14R1/2
PCR
Mda_AS2aF Mda_AS6R

@) > IIEEY «HTEiEN | N ===K;

Abb. 27: Schematische Darstellung der cDNA-Sequemtes Allatostatin A-Gens vonMastotermes
darwiniensis.

(A) Lage der sequenzierten Einzelfragmente. Fettggdt verwendete Oligonukleotide; normale

Formatierung: Methode der Amplifikation. GW = Germralking, PCR = Polymeraseketten-

reaktion, PR = Proofreading, RACE = Rapid Amplifioa of cDNA Ends. (B) Schematische

Darstellung der cDNA-Sequenz. Sequenzen dargeatslBlocke (breit: kodierende Region; schmal:
nicht-kodierende Region). Schwarz: kodierende Regioam 5’- und 3’-Ende (z. B. Signalpeptid),

grau: potentielle Allatostatin A-Peptide, grau geift saure Spacerregionen, weild: dibasische
Spaltungsstellen.

Die Kombination der sequenzierten Einzelfragmeni@rte zu einer 1238 bp langen
Nukleotidsequenz, die die gesamte kodierende Redem AST-A Gens, das Start- und
Stoppcodon und ein potentielles Polyadenylierumgsdi enthielt (Abb. 30; S. 127). Der
offene Leserahmen (,open reading frame®; ORF) ecktr sich tber 1098 bp von
Nukleotidposition (nt) 28 bis Position 1125. DasarBodon ATG befindet sich an
Nukleotidposition 28-30, das Stoppcodon TAG an fRosil123-1125. Das 3’-Ende erstreckt
sich Gber 113 bp und enthalt ein potentielles Ridpglierungssignal (AATAAA) an Position
1190-1195. Die Sequenz enthalt einen nicht-kodaerrAbschnitt am 5’-Ende von 27 bp.

Die mRNA kodiert ein Translationsprodukt aus 365iAosauren. Eine Analyse mit SignalP
v3.0 (Nielseret al. 1997; Bendtsemrt al.2004) identifizierte die ersten neun Aminosaursn a
Signalpeptid mit einer Spaltungsstelle zwischenc@lynt 52-54) und Threonin (nt 55-57).
Signalpeptide befinden sich N-terminal und werdesthrend des Transports des Peptids
durch die Membran des endoplasmatischen Retikulglugh die Signalpeptidase |

abgespalten (von Heijne 1990). Ein Signalpeptiddigsaus drei Domanen — eine positiv
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geladene n-Region (1 — 5 AS), eine hydrophobe hedRe@7 — 15 AS) und eine polare
c-Region (3 -7 AS) (Abb. 28; von Heijne 1990).

n-Region h-Region c-Regionl
nH, - [ —
1-5 AS 7.15 AS 3.7 AS .reifes* Peptid

Abb. 28: Schematische Darstellung eines Signalpeg$.

Schwarz: n-Region mit positiv geladenen Aminosaurevei: h-Region mit hydrophoben
Aminosauren, Zickzack-Linie: c-Region mit polarem#osauren. AS = Aminosauren. Der Pfeil stellt
die Spaltungsstelle dar. (Bearbeitet nach: vonrdelj990).

Die Analyse mit SignalP v3.0 identifizierte zwan ebignalpeptid, allerdings nicht bei der
Analyse der Aminosauren ab Methionin (nt 28 — 30pA29A). Erst die Ubersetzung der
ersten 27 Nukleotide der Sequenz in Aminosaureneumel erneute Analyse mit SignalP v3.0
mit der verldngerten Aminosauresequenz identifizieeine potentielle Spaltungsstelle
(Abb. 29B). Die zuséatzliche Aminosauresequenz HT@WLL enthalt mit Alanin, Isoleucin,

Valin und 3x Leucin insgesamt sechs hydrophobe Asinren. Daher entspricht sie
wahrscheinlich einem Teil der h-Region des Signatigs. Dies konnte ein Hinweis daftr
sein, dass das Methionin an Position 28-30 wahmsktie nicht den Startpunkt der

Translation darstellt, sondern dass in 5’-Richtmogh ein weiteres Methionin zu finden ist.
Da diese Sequenz aber unbekannt ist, wurde weitdds Codon ATG an Position 28-30 als

Startcodon bezeichnet.
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Abb. 29: Grafische Darstellung des Ergebnisses dé&ignalP v3.0-Programms zur Analyse der
Aminosauren der N-terminalen Region des Allatostati A-Prohormonvorlaufers von
Mastotermes darwiniensis (Algorithmus: Neural Network).

(A) Erste Analyse: Verwendet wurde die Aminoséuges®z ab nt 28-30. Es wurde keine
Spaltungsstelle fur ein Signalpeptid gefunden. @Bleite Analyse: Verwendet wurde die
Aminosauresequenz ab nt 1-3. Es wurde eine Spaltteite flir ein Signalpeptid zwischen den
Aminosaurepositionen 18 und 19 gefunden. Der Rahmakiert die Aminoséauren an Position -3 bis
+2 relativ zur Spaltungsstelle. Der Pfeil markiglie potentielle Spaltstelle. C score (rot) =
Abschatzung der Wahrscheinlichkeit, dass Aminosélieeerste im ,reifen“ Proteins ist; S score
(grin) = Abschatzung der Wahrscheinlichkeit, dassifbsaure zum Signalpeptid gehort; Y score
(blau) = Kombination aus S und C score (Nielseal.1997).

Das Translationsprodukt der cDNA enthalt Spaltutedles), die die Prozessierung in 14
potentielle AST-A Peptide erlauben. Diese sind ibbbA 30 durchnummeriert in der
Reihenfolge ihres Auftretens im Gen (Masda-AST-$ k). Die individuellen AST-A
Peptide sind flankiert von dibasischen endoprotesulgen Schnittstellen aus Lysin und
Arginin (Loh & Gainer 1983; Veenstra 2000). Es gilvtei Ausnahmen — eine Schnittstelle
besteht aus Lys-Lys (Nukleotidposition 706-711heeaus Arg-Arg (nt 1048-1053) und eine
aus einem einzelnen Lys (nt 1108-1110). Zusatdefindet sich eine dibasische Schnittstelle
aus Lys-Arg innerhalb von Masda-AST-2 an Positiof4-249 und eine aus Arg-Arg
innerhalb von Masda-AST-11 (nt 781-786). Von den Peptiden weisen nur 11 die fir
AST-A Peptide charakteristische C-terminale SequerizDiese besteht aus einer Reihe von
funf Aminosduren — Tyrosin/Phenylalanin-X-PhenyataGlycin-Leucin/Isoleucin/Valin
(Y/IEXFGL/I/V). Das X steht fur eine beliebige Amis@ure, hier ist es entweder Alanin,
Asparagin, Aspartat, Glycin, Lysin, Prolin oder i8efMasda-AST-1, Masda-AST-5 und
Masda-AST-14 weichen von diesem Muster ab. Beimti®@edasda-AST-1 (LYDSGF)
scheint die Abweichung durch zwei Punktmutationervbrgerufen worden sein. An Position

203 kam es wahrscheinlich zum Austausch von Thydurch Cytosin und dadurch zum
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Austausch von Phenylalanin durch Serin. Die Basgmiin an Position 208 ersetzte Cytosin
und damit kam es zum Austausch von Leucin durcimyakanin. Beim Peptid Masda-AST-5
(ERLYSFDL) kam es wahrscheinlich ebenfalls zu eiRemktmutation. An Position 482
wurde Guanin durch Adenin ersetzt. Dadurch kam ws Austausch von Glycin durch
Aspartat. Der Austausch von Thymin durch CytosinPRasition 1103 fiihrte offenbar zu
einem Austausch von Isoleucin durch Threonin imtidddasda-AST-14 (IPIYDFGT).

Auf die Pentapeptidsequenz Y/FXFGL/I/V am C-terniemaEnde der AST-A Peptide folgt
normalerweise die Aminosaure Glycin. Diese ermdgladie Amidierung der Peptide durch
die Peptidylglycine-Amidierung-Monooxygenase (Bradbuey al. 1982; Murthyet al. 1986;
Eipperet al. 1992). Die Amidierung ist notwendig fur die allstate Aktivitat (Pratiet al.
1989). Die Aminosaure Glycin findet sich allerdingecht am Ende der Peptide
Masda-AST-5, 9, 10 und 14. Bei den Peptiden Mas8a-B, 9 und 14 ist die Abweichung
durch jeweils eine Punktmutation zu erklaren. Bleinadrei Peptiden fand ein Austausch von
Guanin durch Adenin statt (nt 488, 647 bzw. 11@8)durch es zu einem Austausch von

Glycin durch Glutamat kam.

Neben den 14 Peptiden enthélt der Prohormonvorigafeh weitere 114 Aminosauren. Diese
sind in vier Regionen zusammengefasst, die zwisaem potentiellen AST-A Peptiden
liegen und diese zu Gruppen zusammenfassen. Di&wischenstiicke werden auch Spacer
genannt und sind in Abb. 30 ebenfalls nach der éddige ihres Auftretens im Gen
durchnummeriert (Spacer | bis 1V). Die Spacer eltehasehr haufig die sauren Aminosauren
Glutamat und Aspartat (46 von 114 AS). Laut Schaefal. (1985) und Donlet al. (1993)
haben die Spacer eine neutralisierende Funktioa. lden das Gegengewicht zu den
basischen Aminosduren der Neuropeptide und Spastelten. Im AST-A
Prohormonvorlaufer ist dadurch die Anzahl der lwdsa und sauren Aminsduren nahezu
identisch (67 bzw. 66 AS).
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5" - CATACGGCGATCCTATGCGTACTGCTAATGCATCTCAGCATACCGACCCT CGGCACAGAATCGGCCACTACTGGGACCCAC 81
MHLSIPTLGTESATTGTH 18+

GTGGCTCCTGAAGAACCT TCACCCGCT TCAGGAGGT AACGT GGGACT TGT GCCTCATCACATCGAAGAATCATCCGCAGCC 162
VAPEEPSPASGGNVGLVPHHIEESSAA 45

GACAATTCTGAACTGGACT TCGTGAAACGACT TTATGACTCTGGT TTTGGAAAGCGT GCATATAGT TACGTGTCCGAATAC 243

DNSELDFVKRLYDSIGEF G=I4RAYSYVSEY 72
Masda-AST-1

AAGCGACTGCCTGTTTATAAGT TTGGCT TGEGT AAGAGAAGT AAGGAGT ACGGT TTCGGGCT GGGAAAGCGGGCEEGAGCT 324

KR JLPVYKFGL G=K]R3KEYGFGL G=I4RAGA 99
Masda-AST-2 Masda-AST-3

GACGGCGGCCGGT TCTATTCCT TCGGT CTCGGCAAAAGGGAGGAT GATGACGACTACGT TCAAGAAGAGGAAGACGAGAAT 405

DGGRFYSFGL G=I4RHDDDDYVOEEEDEN 126
Masda-AST-4

CAAATAAAT GGAAACGAT GAGCT TGAAGACT CCGATGT GGACACTATGGATAAACGT GAAAGGCTCTATTCGTITTGATCTA 486

QINGNDELEDSDVDTMD NRHRLYSFDL 153
Spacer | Masda-AST-5

GAAAAGAGGGTCAGACCTTACAGT TTCGGTCTTGGAAAACGAAGT CCTTCTTCAGGAATTCAGCGACTTTATGGGTTTGGT 567

EKRVIRPYSFGL G:NRQPSSGIQRLYGFG 180

Masda-AST-6 Masda-AST-7
GTTGGAAAAAGAGGAAGATCCTTGTACAGT TTCGGACT TGGCAAACGT TCTGACGGTAGACTGTATCCTTTTGGGCTGGAG 648
V_G=I4RE$RSLYSFGL G=NR§DGRLYPFGL E 207
Masda-AST-8 Masda-AST-9

AAGAGGCCTGCCAGT TCTGGTAGACAATCTGGAAGCCGT TTTAACTTCGGTCTTCTGAAAAAATCATATGACACCAACTTG 729
NRﬁASSGRQSGSRFNFGL LKRSYWWW 234
Masda-AST-10

GAGGAATTTGAAGACGAAAT GGAGGAAGAAGCAAAGAGAT CTCCCCAAGGACGCAGATATTCGT TTGGGATGGGGAAACGT 810

EEFEDEMEEEA KR3§PQG RR|YSFGM G_ KR ]261
Spacer Il Masda-AST-11
GAGGTAGCT CCCAGCGAACT TCAAGCCGT CAGAAAT GAAGAACGAGT AAGCGAGAT GGATAACAAGGAAGAAAGCAGGAAT 891
EVAPSELQAVRNEERVREMDNKEESRN 288
Spacer lll

AATGGAACTGCTGAAGGT TACCACCACTCTGCT GAAAGGGT GAAGAGAAGT CTTCACTACGCTTTCGGCCTCGGAAAACGG 972
NGTAEGYHHSAERYV K]RQLHYAFGL G=I4R 315
Masda-AST-12

GCGTATGATTTGTATTCATCTCTTGACGGCGAT GAGGAT GACGAGGT GGGT GATGAAGAATTTACCAGGCTCGTACGTCGA 1053

AYDLYSSLDGDEDDEVGDEEFTRLY RR |342
Spacer IV
CCTTTCAAAT TTGGOCT CGGTAAACGAAT COCAAT TTACGAT TTCGGCACT GAAAAGCTATCGGAACGT TAGAATTTGGTT 1134
PFKFGL G KRIPIYDFGT EK[JSER*™ 365
Masda-AST-13 Masda-AST-14

CAATCCCCGT CTCCCCAGTATTACCAAACACCAACAGAAAATTTGCTCCTCTCTCAATAAMTTACTGACTCTAAATGTAC 1215
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA -3’ 1238

Abb. 30: Darstellung der Nukleotid- (obere Reihe) nd Aminosauresequenz (untere Reihe, fett
gedruckt) des Allatostatin A-Gens vorMastotermes darwinienss.

Die Sequenzen sind auf der rechten Seite durchnuemedie 14 potentiellen AST-A Peptide sind
unterstrichen und nach der Reihenfolge ihres Awgtre im Gen durchnummeriert. Die
Zwischensticke mit vorwiegend sauren Aminosaurgra¢gr) sind ebenfalls durchnummeriert und
mit einer Wellenlinie unterstrichen. Mono- und dilsghe Spaltstellen sind umrandet. Die fir die
Amidierung der einzelnen Peptide bendtigten Glysminosauren sind doppelt unterstrichen. Der
Pfeil kennzeichnet die Stelle, an der das Signdigpepotentiell abgespalten wird. Der Stern
kennzeichnet das Stoppcodon. Das potentielle Pelydi@rungssignal AATAAA ist fett gedruckt.
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5.2.2 Sequenz des Allatostatin A-Gens vo@ryptocercus darwini

Fur die Identifikation des AST-A Gens der Sch&hedarwini wurden zu Beginn dieselben
degenerierten Oligonukleotide verwendet wie beildentifikation der AST-A Sequenz von
M. darwiniensis Die Oligonukleotide Mda_AS2aF und Mda_AS6R wurdereiner PCR-
Reaktion mit genomischer DNA vdD. darwinieingesetzt. Das dabei amplifizierte Fragment
hatte eine Lange von 296 bp. Die PCR-Reaktion st @ligonukleotiden Mda_AS2aF und
Mda_AS14R2 fuhrte zur Amplifikation eines 893 bmdan Fragments. Beide Fragmente
enthielten Abschnitte, die die typische Y/FXFGLuktur der AST-A Peptide kodierten. Aus
den Sequenzen beider Fragmente konnten nun segeerische Oligonukleotide entwickelt
werden. Die Identifikation des 5’-Endes erfolgta dem ,Genome Walking“-Verfahren. Die
Oligonukleotide UniP (Bindung an Ankersequenz) @WiTSP3 (sequenzspezifisch) wurden
dafir verwendet. Es konnte ein 376 bp langes Fragamaplifiziert werden, welches u. a. die
Sequenz des Startcodons enthielt. Die Identifikataes 3’-Endes mit dem ,Genome
Walking“-Verfahren schlug dagegen fehl. Anschlie®&murde die identifizierte Sequenz mit
sequenzspezifischen Oligonukleotiden Uberpruftemdverschiedene Fragmente zwischen
450 und 660 bp Ladnge amplifiziert und sequenzientden (siehe Anhang, Tab. 44, S. 263).
Zusatzlich wurden zwei Fragmente mit einer Polyseranit 3'-5-Exonukleaseaktivitat
(Korrekturaktivitat) amplifiziert. Diese hatten einLange von 386 bp (Oligonukleotide:
Cd_AS1F und Cd-TSP2) und 847 bp (Oligonukleotidd: £S2bF und Cd_AS14R) und
umfassten die gesamte kodierende Sequenz des AS&r& vonC. darwini mit Ausnahme
eines Stuckes am 3-Ende. Die Kombination der Hirempmente ergab eine
Nukleotidsequenz mit der Lange von 1137 bp (Abh.R83133). Eine Zusammenfassung der
einzelnen Fragmente und des Ablaufs der Sequerniikiation ist in Abb. 31 und in Tab. 44
(Anhang, S. 263) dargestellt.
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(A)

PR PCR
Cd_AS1F Cd-TSP2
PR PCR
Cd_AS2bF Cd_AS14R
. GW

UniP Cd-TSP3

PCR
Mda_AS2aF Mda_AS14R2
PCR

Mda_AS2aF Mda_AS6R

7
7

e s DY 1NN |

Abb. 31: Schematische Darstellung der cDNA-Sequenzles Allatostatin A-Gens von
Cryptocercus darwini.

(A) Lage der sequenzierten Einzelfragmente. Fettggdt verwendete Oligonukleotide; normale
Formatierung: Methode der Amplifikation. GW = Germnalking, PCR = Polymeraseketten-
reaktion, PR = Proofreading. (B) Schematische BHusty eines Teilfragments der cDNA-Sequenz.
Sequenzen dargestellt als Blocke (breit: kodiereRagion; schmal: nicht-kodierende Region).
Schwarz: kodierende Region am 5’-Ende (z. B. Sppgyatid), grau: potentielle Allatostatin A-Peptide,
grau gestreift: saure Spacer, weil3: dibasischetiBgstellen. Das Fragezeichen deutet die bislang
unbekannte Sequenz am 3’-Ende an.

Die identifizierte Teilsequenz des AST-A Gens vondarwiniist 1137 bp lang und enthalt
das Startcodon und einen grol3en Teil des offensareamens (ORF) (Abb. 33; S. 133). Das
Startcodon ATG liegt an Nukleotidposition 40-42.r@&ene Leserahmen erstreckt sich Gber
1098 bp. Der Vergleich mit der Sequenz Vdn darwiniensiszeigt, dass vermutlich noch
ca. 30 Nukleotide bis zum Stoppcodon fehlen. Digusaz enthalt einen nicht-kodierenden
Abschnitt von 39 bp am 5’-Ende.

Die Ubersetzung in Aminosauren fihrt zu einem Tiatimnsprodukt von 366 Aminosauren.
Der Vergleich mit der Sequenz v, darwiniensiszeigt, dass am C-terminalen Ende des
Prohormonvorlaufers wahrscheinlich noch acht Aménwen fehlen. Die Analyse der
N-terminalen Sequenz mit SignalP v3.0 (Niels¢al.1997; Bendtsert al.2004) ergab zwei
potentielle Stellen fir die Abspaltung eines Sigegtids. Bei der Verwendung des ,Neural
Network” (NN) Algorithmus wurde die wahrscheinlicesSpaltungsstelle zwischen Glycin
(nt 88-90) und Threonin (nt 91-93) berechnet (ARPA). Der Algorithmus ,Hidden Markov
Model* (HMM; Nielsen & Krogh 1998) dagegen berectsmedie wahrscheinlichste
Spaltungsstelle zwischen Glycin (nt 118-120) undnit (nt 121-123) (Abb. 32B). Die
Stelle, an der das Signalpeptid abgespalten wstddurch eine festgelegte Anordnung von
Aminosauren gekennzeichnet. Die wichtigste Regeldis sogenannte ,-3,-1-Regel* (von
Heijne 1983, 1986). Diese beschreibt die Aminos@uwlee an der dritten und ersten Stelle vor
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der Spaltungsstelle (in 5’-Richtung) stehen dirfan. Position -3 darf keine aromatische,
geladene oder grof3e und polare Aminosaure seinADi@osaure an Position -1 muss klein
sein, wie z. B. Alanin, Serin, Glycin, Cystein odéireonin. Zusatzlich darf kein Prolin an
den Stellen -3 bis +1 vorkommen (von Heijne 19&Bipse drei Voraussetzungen erflllen
beide potentielle Spaltungsstellen (Abb. 32). Arsiffan -3 steht Alanin oder Threonin, an
Position -1 bei beiden ein Glycin. Innerhalb desiBonen -3 bis +1 kommt kein Prolin vor.
Neben der ,-3,-1-Regel” gibt es jedoch noch weitdrester, die haufig in der Umgebung von
solchen Spaltungsstellen gefunden werden. Die Asdiae an Position -2 ist oft aromatisch
(von Heijne 1983). Bei der Spaltungsstelle des HMMgerithmus (Abb. 32B) wird diese
Regel erfillt, es steht ein Histidin an PositionDZ Spaltungsstelle des NN-Algorithmus hat
an dieser Position ein Leucin (Abb. 32A). AuRerdaeefinden sich die Aminosauren Prolin
und Glycin haufig an Position -5 und -4 (von Heijb@33). Die Spaltungsstelle des NN-
Algorithmus hat die Aminosaure Serin an Position ubd -4 (Abb. 32A). Bei der
Spaltungsstelle des HMM-Algorithmus dagegen betirgleh Prolin an Position -6 und -5
sowie Glycin an Position -4 (Abb. 32B). Daher kadawvon ausgegangen werden, dass die
Berechnung mit dem HMM-Algorithmus das wahrschelmdire Ergebnis liefert. Das
Signalpeptid ist somit 27 Aminoséauren lang und wamwischen Glycin (nt 118-120) und
Alanin (nt 121-123) abgespalten.
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Abb. 32: Grafische Darstellung des Ergebnisses d&ignalP v3.0-Programms zur Analyse der
Aminosauren der N-terminalen Region des Allatostati A-Prohormonvorlaufers von
Cryptocercus darwini.

(A) Algorithmus Neural Network: Das Signalpeptidravizwischen ALG-TA abgespalten. C score
(rot) = Abschéatzung der Wahrscheinlichkeit, dassifasdure die erste im ,reifen” Proteins ist;
S score (gruin) = Abschatzung der Wahrscheinlichldass Aminosaure zum Signalpeptid gehort;
Y score (blau) = Kombination aus S und C score I@dieet al. 1997). (B) Algorithmus Hidden
Markov Modell: Das Signalpeptid wird zwischen TH@®Aabgespalten. Prob. = Abschéatzung der
Wahrscheinlichkeit, dass Aminosaure zur n-Regiafir(y h-Region (blau) oder c-Region (hellblau)
des Signalpeptids gehért. Rot = Abschéatzung derrg¢akinlichkeit der Abspaltung (cleavage prob.)
(Nielsen & Krogh 1998). Der Rahmen markiert die Aosauren in Position -3 bis +2 relativ zur
Spaltungsstelle. Der Pfeil zeigt die potentiell@lBmgsstelle.

Die Aminoséauresequenz des AST-A Gens Gomarwini (Abb. 33) enthalt Schnittstellen, die
die Prozessierung in mindestens 13 potentielle ASHeptide erlauben. Diese dibasischen
endoproteolytischen Schnittstellen bestehen ausAgseinosaure Lysin, gefolgt von der
Aminosaure Arginin (Loh & Gainer 1983; Veenstra @PAan einem Fall kommt es zu einer
Paarung von Arg-Arg (nt 1187-1192), in einem anddfall zur Paarung Arg-Lys (nt 913-
918). Die 13 potentiellen AST-A Peptide sind in ABRB nach der Reihenfolge ihres
Auftretens im Gen durchnummeriert (Cryda-AST-113. Da die Sequenz am 3’-Ende nicht
vollstandig ist, konnen die verbleibenden sechs ras@uren, die sich an die dibasische
Spaltungsstelle nach Cryda-AST-13 anschlieRen,t néaideutig zugeordnet werden. Im
Vergleich zur Sequenz voNl. darwiniensis(Abb. 30; S. 127) fallt jedoch auf, dass die
Aminosauren fast identisch sind — IPIYDM.(darwiniensi$ und IPMYDF C. darwini.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass die rzedeen Anfang des 14. AST-A
Peptids entspricht. In Abb. 33 wird sie entspredhals Cryda-AST-14 bezeichnet. Die 13
vollstdndigen Peptide weisen alle die fur AST-A relkéeristische C-terminale Sequenz
Y/FXFGL auf. Das X steht fur eine beliebige Aminos& beiC. darwini entweder Alanin,
Asparagin, Aspartat, Glycin oder Serin. Nach demt&eeptid Y/FXFGL folgt bei jedem der
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13 Peptide Glycin, welches — wie bereits erwahmtiehtig fur die Amidierung der Peptide
durch die Peptidylglycin-Amidierung-Monooxygenase ist (Bradbuey al. 1982; Murthyet
al. 1986; Eippeet al. 1992).

Neben den 13 (bis 14) potentiellen AST-A Peptideth&t der Prohormonvorlaufer weitere
117 Aminoséauren. Diese sind in vier Bereichen zusangefasst, die zwischen den AST-A
Peptiden liegen und diese zu Gruppen zusammenfaBservier Zwischenstiicke werden
Spacer genannt und sind in Abb. 33 ebenfalls nactReihenfolge ihres Auftretens im Gen
durchnummeriert (Spacer | bis IV). Mit fast 40 Reoi sind die sauren Aminosauren
Glutamat und Aspartat in den Spacern Uberdurchgbtimi haufig vertreten. Die sauren
Spacer stellen ein Gegengewicht zu den basischenno&éuren der Peptide und
endoproteolytischen Spaltungsstellen dar (Schafal. 1985; Donlyet al. 1993). So ist die
Anzahl an basischen und sauren Aminosauren im AFrehormonvorlaufer vo@. darwini

fast identisch mit 62 bzw. 59 Aminosauren.
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133

5 -

GGTCTGCCCTCGT GTTTGGCACCAT TCGEGT CCCT TCAGATGECGCT TCTATCAGCGCTGCTGCTCCATCTCGGGT CATCG
MALL SALLLHLGSS 14

GCCCTAGGAACAGCACCAT CTCCT CCTGGAACT CACGGEGEGECTCCT GAAGAAGCT TCCGCCGGT TCAGCCGEEGT CGCCGGA
ALGT/*PSPPGTHGAPEE + ASAGSAGVAG 41

CTCATACCCCGTCTTGAGGAACCT TCCACGGECOCGACAGCTCOGAACT GGACT TCGT GAAACGACT TTACGATTTCGGCCTT
LIPRLEEPSTADSSELD FVKRLYDFGL
Cryda-AST-1

GGGAAGCGTGCCTACAGT TACGT AT CGGAATACAAACGACT ACCCGT TTACAAT TTCGGACT GGGGAAAAGAAGCAAGATG

G=I4R7!}YSYVSEY KRILPVYNFGL G=KIR§KM
Cryda-AST-2

TACGGAT TTGGGCT TGGT AAGCGAGCCGT AGCAGACGGCAGGT TGTACT CCTTCGGCCT TGGGAAACGAGACTACGACGAT
YGFGL G KRAVADGRLYSFGL G KRDY.DD. ...
Cryda-AST-3 Cryda-AST-4

TACATTCAAGAAGACGAAGACGAAGAT CAGAT CAACGGAGACGAGGAACT TGAAGAT TCTGATGTGGATTTTATGGCCAAA
YIQEDEDEDOQINGDEEL EDSDVDFEMA
Spacer |

CGGGAAAGGCTTTACTCTTTTGGAT TAGGGAAGAGGECTAGECCT TACAGT TTCGGACT TGGTAAGCGTATTCCGT CTTCA

FDERLYSFGL G KRARPYSFGL G_KRIPSS

Cryda-AST-5 Cryda-AST-6

GGAATCCAGCGACTGTACGGCTTTGGT CTTGGTAAGAGAGGAGGT TCTATGTATAGCT TCGGT CT TGGCAAACGCGGTGAT
GIQRLYGFGL G=IFR15GSMYSFGL G=KIRE$D
Cryda-AST-7 Cryda-AST-8

GGACGTCTGTATTCTTTTGEECT GGGAAAGAGGOCGGT GAGTTCT GGAAGGCT AGCCGGAAGCCGATTCAACTTCGGOCT T
GRLYSFGL G HKRAVSSGRLAGSRFNFG L
Cryda-AST-9 Cryda-AST-10

GGAAAGAGGT CAGACGATATCGACT TGAAT GAACT CGAGGAAGAGAT TGAGGAGGAAGGT AAGAGGACACCT GCAGGTCAC
G KRYDDIDLNELEEEIEE EG._KRTPAGH
Spacer I

AGGTTTTCATTTGGCCT TGGAAAACGT GAGGT CGCACCCAGCGAACT GGAAGCAGT CAGGAAT GAAGAGAGGGAAAAAGAG
RFSFGL G HREVAPSELEAVRNEER EKE
Cryda-AST-11

ACGAACCACAAGGAAGAAACT AGGAAGAACGGGACAGAT GAGGT GTACCAACAT TCT GGGGACAGGGT GAAGAGAAGTCTG
TNHKEET RKINGTDEVYQHSGDRY KR §L
Spacer Il

CATTACGCCTTTGGT CTCGGAAAACGGEGEEGT CTCCCTCGCCGT ACGAT TTGGAATCATCATTCGACAGCAAT GAGAATGAT
HYAFGL G=I4RGSPSPYDLESSFDSN E ND

Cryda-AST-12 Spacer IV

GAATTGGGECGCTGAAGAAT TTGCTCGGAT CGT CCGT CGACCT TACAGCT TTGGCCT TGGCAAACGAAT TCCCATGTACGAC
ELGAEEFARILV RRRYSFGL G KRIPMYD
Cryda-AST-13 Cryda-AST-14

TTY -3

F 366

81

162

243
68

324

405
122

486
149

567
176

648
203

729
230

810
257

891
284

972
311

1053
338

1134
365

1137

Abb. 33: Darstellung der Nukleotid- (obere Reihe) nd Aminosauresequenz (untere Reihe, fett
gedruckt) des Allatostatin A-Gens vorCryptocercus darwini.

Die Sequenzen sind auf der rechten Seite durchnuiemdédie 13 (-14) potentiellen AST-A Peptide
sind unterstrichen und nach der Reihenfolge ihredtré&tens im Gen durchnummeriert. Die
Zwischensticke mit vorwiegend sauren Aminosaurgragér) sind ebenfalls durchnummeriert und
mit einer Wellenlinie unterstrichen. Dibasische Itellen sind umrandet. Die fir die Amidierung der
einzelnen Peptide benétigten Glycin-Aminosaured sioppelt unterstrichen. Die Pfeile kennzeichnen
die zwei moglichen Stellen, an denen das Signapgmitentiell abgespalten wird (SignalP 3.0:
Algorithmen Neural Network und Hidden Markov Modell
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5.2.3 Sequenz verschiedener Referenzgene vbtastotermes darwiniensis

Bei M. darwiniensiswurden erst relativ wenige Gene sequenziert. [Rlkabnten Sequenzen
sind fast ausschlie3lich auf das mitochondriale déer{Cytochromoxidase Untereinheit |
und 11) und ribosomale RNA-Gene (16S, 18S und 283chréankt. Daher wurden neben dem
untersuchten AST-A Gen Abschnitte weiterer Genetifieiert, die als Referenzgene zur
Normalisierung der Expression von AST-A dienen teall Die Identifikation der Gene
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)Elongationsfaktor 1 alpha (Eé&jl
schlug fehl, da keine spezifischen Fragmente amielift werden konnten. Allerdings konnten
Simonet al. (2010) inzwischen die Sequenz von EFdusM. darwiniensis(EU414693.2)

identifizieren. Die Sequenz von GAPDH dagegen mitevhin unbekannt.

Die Amplifikation eines Abschnitts dgsAktin Gens vonM. darwiniensiserfolgte mit den
Oligonukleotiden Rfl_ActF2 und Rfl_ActR2, die vorerdSequenz deB-Aktin Gens der
Termite Reticulitermes flavipe$DQ206832.1) abgeleitet worden waren. Das am#ifie
Fragment war 496 bp lang. Die Ubersetzung der Nukisequenz in Aminosauren zeigte
eine nahezu hundertprozentige Ubereinstimmung mitereits bekannten
Aminosauresequenzen dgsAktin Gens der TermitenarterCoptotermes formosanus
(AB433199.1),C. acinaciformeqAF339151.1) Nasutitermes takasagoengikB501107.1),
Reticulitermes speratudAB520714.1) undR. flavipes Zur Uberprifung der Sequenz wurde
eine erneute Amplifikation mit dem sequenzspeziisc Oligonukleotid Mda_Act400R und
dem vorher erwahnten Rfl_ActF2 durchgefihrt. Alstiiza diente cDNA, synthetisiert aus
isolierter RNA aus Oberschlundganglien vibh darwiniensisArbeitern. Die Sequenz des
Teilfragments vorp-Aktin ist im Anhang dargestellt (Abb. 67, S. 260).

Die degenerierten Oligonukleotide fur die Amplifikkn der Gene der Untereinheiten 3 und 4
der NADH-Dehydrogenase (ND3 und ND4) wurden vonameiten Sequenzen verschiedener
Insektenordnungen abgeleitet.

Die Amplifikation mit den Oligonukleotiden Mda_NDBlund Mda_ND31R ergab ein
Fragment des ND3-Gens mit einer Lange von 217 bpchNder Ubersetzung der
Nukleotidsequenz  in  Aminosduren erfolgte ein  Vagjle mit bekannten
Aminosauresequenzen von vier Termitenarten deruBGgtReticulitermes(R. flavipes
NC_009498.1;R. santonensjsNC_009499.1;R. virginicus NC_009500.1;R. hageni
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NC_009501.1) und mitC. formosanus(NC_015800.1). Die Sequenzen zeigten eine
Ubereinstimmung von ca. 80%.

Das Fragment des ND4-Gens, das mit den OligonukEotMda_ND41F und Mda_ND41R
amplifiziert wurde, hatte eine Lange von 245 bpe Rus der Nukleotidsequenz abgeleitete
Aminosauresequenz wies eine Ubereinstimmung vo@@%. mit den Aminosauresequenzen
der oben genannten Termitenarten auf. Durch diee Hdbereinstimmung kann auf eine
korrekte Identifikation beider Gene geschlossendeer Die Sequenzen der Teilfragmente
von ND3 und ND4 sind im Anhang (Abb. 68 und 69261) dargestellt.

Zum Zeitpunkt der Versuche zur Identifikation dezr@ ND3 und ND4 war deren Sequenz
bei M. darwiniensisnoch nicht bekannt. Kirzlich wurde jedoch das geeamitochondriale
Genom vonM. darwiniensis sequenziert und veroffentlicht (Kennnummer: JX12B19;
Cameronet al. 2012). Der Vergleich der Sequenzen der hier ifleigiten Fragmente von
ND3 und ND4 mit der Sequenz der Gendatenbank mséigt hohe Ubereinstimmung bei
beiden Genen. Die aus der Nukleotidsequenz abgleftminosduresequenz von ND3 wies
eine Ubereinstimmung von 96% mit der Sequenz demd&enbank auf. Die
Aminosauresequenz von ND4 zeigte mit einer Abweichuon nur einer Aminosaure eine

Ubereinstimmung von 99%.

Die sequenzierten Einzelfragmente der G@ngktin, ND3 und ND4 sind im Anhang in
Tab. 43 (S. 262) zusammengefasst.



136 Ergebnisse

5.3 Phylogenetische Sequenzanalyse

5.3.1 Vergleich der Sequenzen des Allatostatin A-Prohormovorlaufers

innerhalb der Dictyoptera

Als Grundlage fir die Stammbaumberechnung zur Bmang der AST-A Sequenzen von
M. darwiniensisund C. darwini in die bestehende Systematik der Insekten erfoigte
Alignierung aller bisher bekannten AST-A Sequengen Insekten. Im Vergleich mit den
Aminosauresequenzen der AST-A Prohormonvorlaufern veechs verschiedenen
Schabenarten und der Termke flavipeszeigen die Sequenzen v darwiniensisund
C. darwinigroRe Ahnlichkeit (Abb. 34, S. 138f). Die Prohomaorlaufer vonC. darwiniund

M. darwiniensisenthalten je 14 potentielle AST-A Peptide und gi@ure Spacerregionen. Bei
den SchabeBlatta orientalis Periplaneta americanaind der Termit&R. flavipestrifft dies
ebenfalls zu. Bei den anderen vier Schabenartereitadhs AST-A Gen vermutlich nur fur
13 potentielle AST-A Peptide. Die Aminosauresequearm AST-1 ist identisch bei allen
Schaben undR. flavipes wéahrend es beW. darwiniensisdurch die bereits beschriebenen
zwei Punktmutationen zum Austausch von zwei Amioosd kommt. AST-2 ist ebenfalls
identisch innerhalb der Dictyoptera, bis auf eideninosédureaustausch von Asn gegen Lys
bei M. darwiniensis AST-3 und 6 sind bei allen untersuchten Schaltendonserviert, die
Sequenz der beiden Termitenarten weicht um eine. lzavei Aminosauren (AST-3 bei

R. flavipe$ ab.

Insgesamt zeigen die Aminosauresequenzen der AgTeAormonvorlaufer vo. darwini
und M. darwiniensisdie groRte Ahnlichkeit zu denen der TernfReflavipesund der beiden
SchaberB. orientalisund P. americanaEin Vergleich der Aminosauresequenz aller AST-A
Peptide, des Amidierungssignals Glycin und der prmteolytischen Schnittstellen zeigt,
dass die Aminosauren der erwéhnten Arten zu 8298 Ubereinstimmen (Tab. 41).
M. darwiniensis zeigt dabei die grof3ten Abweichungen zu den and&equenzen, mit
Werten von nur 82 bis 84% Ubereinstimmung, wahredee anderen Arten
Ubereinstimmungen von 91 bis 99% aufweisen. Heemfgn werden diese Abweichungen
bei M. darwiniensisvor allem durch Anderungen der Aminosaureabfolge Grterminalen
Ende bzw. beim Amidierungssignal und den endophgiisohen Schnittstellen von AST-1,
5,9,10 und 14.
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Tab. 41: Prozentuale Ubereinstimmung der Aminosaurgequenzen des Allatostatin A (AST-A)-
Prohormonvorlaufers der Schaben Cryptocercus darwini, Blatta orientalis und Periplaneta
americana sowie der TermitenMastotermes darwiniensis und Reticulitermes flavipes.

Vergleich der Sequenzen der potentiellen AST-A ideptder Amidierungssignale und der
endoproteolytischen Schnittstellen. ProzentsatZ\hatichkeit (von links nach rechts) und Gleichheit
der Sequenzen (von oben nach unten).

M. darwiniensis | R. flavipes | C. darwini | B. orientalis | P. americana
M. darwiniensis - 86,3 86,6 86,6 85,8
R. flavipes 82,0 - 93,3 93,3 94,0
C. darwini 83,8 90,5 - 92,1 92,7
B. orientalis 82,7 90,5 91,0 - 99,4
P. americana 82,0 90,7 91,6 99,4 -

Bei der MittelmeerfeldgrilleGryllus bimaculatus(Ordnung Ensifera), die fur folgende
AST-A
Prohormonvorlaufer ebenfalls 14 potentielle AST-8pfde und vier Spacerregionen. Die

Stammbaumberechnungen als  Aul3engruppe  fungierte,thdlen der
Aminosaureabfolge des Prohormonvorlaufers @oimaculatustimmt jedoch nur zu 71 bis
83% mit der der Schaben und Termiten Uberein (sfetteang, Tab. 45, S. 263). Dies weist
auf eine enge Verwandtschaft der Schaben und Temnhin, die im Folgenden durch

Stammbaumanalysen weiter untersucht werden soll.
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B. craniifer = ‘DNSDLEFVKRLYDFG_GKRAYSYVSEYKRLPW
D. punctata FEMSASDNEDL EFVKRLYDFGLGKRAYSYVSEYKRLPVY
B. germanica

S. longipalpa

C. darwini

M. darwiniensi

B. orientali

P.american

R. flavipe

G. bimaculatus

B. craniifer

D. punctat:

B. germanic

S. longipalpa

C. darwini ﬁl\/ﬂKHERLYSFG_GKRARPYSFG_

M. darwiniensi MDKRERL YSFBLEKRIRPYSFQL

B. orientali DLMVDKRDRMYSFQ. GXRARPY SFQL
P.american DLMVDKRDRMYSFQ. GXRARPY SFQAL

R. flavipe

G. bimaculatus

B. craniifer 179 HGAEEEKRIPEHRHAF Q. CKREVAPSELEA
D. punctat: 180 G Y'SF Q. GKRAGRL YAFGL GKRPVNSGRESGSRFNF G GKRSDD DiREL EE{NGAEDEK RYPQEHRFSF Q. GKREVIEPSELEA
B. germanic 185 - - - (A HER eGRLYgFGLGKRPVNSGR(ﬁCBH:l\FGLGKRSD DI REL EeGAFEBKRSPCEHRFSFA. (KREVAPSELEA
S. longipalpa 182 es- LYSFG_G<RGGQLYAFGLGKRPVNSGRQTCBH:I\FG_G<RSE 2D I—— sKRePDHRANF A < P YRI EA
C. darwini 178 GV SF Q. GKRADERLYSFGLGKRP SGFMCBRFI\FGLGKRSDDD EL EEEI €K RIPREHRFSF Q. GKREVAPSELEA
M. darwiniensi 173 B YSFQ KREDGRL YgFGLEKRPIS SGROSGSREN- L IKR YOI L =E5 EBE < RSP(E3RYSF AKX REVAPSEL[8A
B. orientalis 128 CSEIVYY SF Q- GKRADCRL YAFGL GKRPWWS SARQIGSRFNFALGKRSDE! DLKHNEEEFNAEEEKRSPOSHRFSF AL GKREVAPSELEA
P.american 183 CIVY SF Q. GKRADGRL YAFGLGKRPVESARQIGSRFNF A_GKRSDE! DLKHNEEEF AEEEKRSP([@HRFSF G- GKREVAPSELEA
R. flavipe 188 ML YSFA GRAGRL YEFGL GKRPVNSGRQSGSRFENF A GKRSDER DI ENYEEDI AEBIEK ReP (e HRHAF G GKREVAPREL EA
G. bimaculatus 151 NFA. (KRAGgHEY SFJ_ (KRECRMEFGLGKRPE sVACSIR BN HERE (- ABANPAYELSHEE SPINELEA

B RerMD-RAFG KR

7 8 9 10 11
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B. craniifel 278
D. punctat: 277
B. germanic 281
S. longipalpa 272
C. darwini 276
M. darwiniensi. 271
B. orientalis 226
P. american 281
R. flavipe: 285
G. bimaculatus 242

B. craniifel 322
D. punctat:i 321
B. germanic 327
S. longipalpa 310
C. darwini 327
M. darwiniensi. 318
B. orientalis 274
P. american 330
R. flavipe: 332
G. bimaculatus 299

BTSA- - - - - SEECHMAYBEFIAREIRRPENFGLGKRI PMYDFGI GKRSER
DLESSEE DSEEEDELAEEFaRl VRRPYEFGLGKRI PMYDF
DL sSEMRlePEDDEVABEEF TREVRRPERFGL GKRI Pl YDF QK ISER

s e

Abb. 34: Alignment der Aminosauresequenzen des Allastatin A (AST-A)-
Prohormonvorlaufers von sieben Schaben-, zwei Tern@n- und einer Grillenart.

13 14

Die Alignierung erfolgte mit dem Programm Clusta{Xersion 2.0.9), die Darstellung durch das
Programm BOXSHADE (Version 3.21). Die Schwelle weurgei 50% festgelegt. Schwarze Boxen
bedeuten Gleichheit, graue Boxen Ahnlichkeit. EineeAST-A Peptide sind durch graue Balken
gekennzeichnet und entsprechend der Reihenfolges ihkuftretens im Prohormonvorlaufer
durchnummeriert. SchabeBiaberus craniifey Blatta orientalis Blattella germanica Cryptocercus
darwini, Diploptera punctata Periplaneta americanaSupella longipalpa Termiten: Mastotermes
darwiniensis Reticulitermes flavipesGrillen: Gryllus bimaculatus Kennnummern siehe Tab. 33,
S. 84f.

5.3.2 Phylogenetische Sequenzanalyse anhand von Stammbaum

berechnungen

Zur Einordnung der identifizierten AST-A Sequenzem M. darwiniensisundC. darwiniin

die bestehende Systematik der Insekten wurden gégktische Analysen durchgefuhrt. Es
wurden verschiedene Stammbaume berechnet. Zundgfslgte die Einordnung von
M. darwiniensis und C. darwini innerhalb der Uberordnung Dictyoptera anhand der
Nukleotid- und der daraus resultierenden Aminossegqeenz von AST-A. Anschlie3end
wurde eine phylogenetische Analyse bisher bekark&3r-A Sequenzen von 42 Vertretern
acht verschiedener Insektenordnungen durchgeftint.alle Stammbaume — bis auf die
Analyse der AST-A Nukleinsauresequenz der acht cheeslenen Insektenordnungen —
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erfolgten zwei Berechnungen — zum einen mittelseBan Inference (Bl), zum anderen
mittels des Neighbor-Joining-Verfahrens (NJ).

Die Stammbaumberechnung mit NukleotidsequenzenA&IA Gens (Abb. 35) und mit
Aminosauresequenzen des AST-A Prohormonvorlaufdsb.(36) innerhalb der Dictyoptera
fuhrte zu unterschiedlichen Ergebnissen. Bei dekléttidsequenzen gruppierten die jeweils
zwei Vertreter der Familien Blattellidae, Blabeedand Blattidae zusammen (Abb. 35).
AulRerdem bildeten die Blattellidae und Blaberidasaanmen eine Gruppe. Die beiden
TermitenarterM. darwiniensisund Reticulitermes flavipegruppierten ebenfalls zusammen,
die Schwestergruppe bildet@. darwini (Cryptocercidae). Der Komplex aus den Gruppen
Blattellidae/Blaberidae  und  Isoptera/Cryptocercidaevurde  durch  eine  hohe
Wiederfindungsrate (BI) bzw. einen mittleren BoptWert (NJ) abgesichert. Die Blattidae
bildeten die Schwestergruppe dieses Komplexes.esasgt zeigte sich eine sehr zentrale

Stellung der Isoptera innerhalb der Blattaria.

0.97/- Blattella germanica 1
| ) Blattellidae
1.00/88 Supella longipal pa
— Diploptera punctata
Blaberidae
0.91/ 62 100796 Blaberus craniifer
100/ 100 Mastotermes darwiniensis
Isoptera
Reticulitermes flavipes
0.99/69 -
Cryptocercus darwini Cryptocercidae
100/oe— Blattaorientalis .
Blattidae
Periplaneta americana

Gryllus bimaculatus
0.1

Abb. 35: Konsensusbaum basierend auf Bayesian Infence von der Nukleinsduresequenz des
Allatostatin A-Gens von sieben Schaben- und zwei Titenarten.

Gryllus bimaculatus(Ensifera) diente als Auengruppe. Baum erstelit MrBayes v3.1.2 und
dargestellt mit TreeView v1.6.6. Lange des Aligntserii466 bp; Substitutionsmodell: GTR+G;
Anzahl der Generationen: 10.000.000; Sampling Freqyr 1000; Burn-in: 2500. Zahlen an den
Abzweigungen sind prozentuale Haufigkeiten der \Widdungsrate bei Bayesian
Inference/Neighbor-Joining-Bootstrap-Analyse. DiestlAngen spiegeln die Mutationsrate wider.
Neighbor-Joining-Analyse mit Modell TN+G, Bootstrap0.000 Wiederholungen. Verwendete
Parameter fur die Berechnung: siehe Anhang, Tabnd&18, S. 264f.
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Bei der Berechnung mit Aminosduresequenzen zeigie sine andere Anordnung der
einzelnen Arten (Abb. 36). Die jeweils zwei Ver&getler Familien Blaberidae und Blattidae
gruppierten wieder zusammen — beide Familien kBhigeweils eine monophyletische
Gruppe. Die zwei Vertreter der Blattellidd&dttella germanica, Supella longipalphildeten
keine monophyletische Gruppe, aber wie zuvor eidetie Blattellidae und Blaberidae einen
gemeinsamen Komplex. Dieser Komplex bildete in ehesStammbaum allerdings die
Schwestergruppe zu den anderen untersuchten Adensoptera undC. darwiniwiesen hier
eine engere Verwandtschaft zu den Blattidae aufnerlmlb des Komplexes
Blattidae/Isoptera/Cryptocercidae gruppierten diehad®e C. darwini und die Termite
M. darwiniensiszusammen. Die Termite. flavipesdagegen bildete die Schwestergruppe zu
den Blattidae, so dass die Isoptera keine monopsste Gruppe darstellen. Die enge
Verwandtschaft vorC. darwini und M. darwiniensiswurde jedoch nicht durch eine hohe
Wiederfindungsrate abgesichert und die EinordnumgR. flavipesals Schwestergruppe der
Blattidae wurde bei der Berechnung mit dem Neighlmning-Verfahren nicht unterstitzt.

1.00/100'—— Blatta orientalis
| oo . Blattidae
0.52/- Periplaneta americana
1.00/99 Reticulitermes flavipes Isoptera
Cryptocercus darwini Cryptocercidae
045169 Mastotermes darwiniensis | Isoptera
100/100 Blaberus craniifer _
Blaberidae
1.00/99 Diploptera punctata
0.857- Blattella germanica
Blattellidae
Supella longipalpa

Gryllus bimaculatus
0.1

Abb. 36: Konsensusbaum basierend auf Bayesian Infence von der Aminosauresequenz des
Allatostatin A-Prohormonvorlaufers von sieben Schabkn- und zwei Termitenarten.

Gryllus bimaculatus(Ensifera) diente als Auf3engruppe. Baum erstelit MrBayes v3.1.2 und

dargestellt mit TreeView v1.6.6. Lange des Alignmser386 AS; Substitutionsmodell: JTT; Anzahl
der Generationen: 10.000.000; Sampling Frequen®00;1 Burn-in = 2500. Zahlen an den
Abzweigungen sind prozentuale Haufigkeiten der \&fiBddungsrate bei Bayesian
Inference/Neighbor-Joining-Bootstrap-Analyse. DiestlAngen spiegeln die Mutationsrate wider.
Neighbor-Joining-Analyse mit Modell JTT, Bootstrad:0.000 Wiederholungen. Verwendete
Parameter fur die Berechnung: siehe Anhang, Tabnd78, S. 265.
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Die phylogenetische Analyse der Nukleotidsequernden AST-A Gens von 42 Vertretern
verschiedener Insektenordnungen (Abb. 37) fuhrteeimgen Fallen zu einem anderen
Ergebnis als die Analyse der Aminosauresequenzen ARRT-A Prohormonvorlaufers
(Abb. 38). In beiden Stammbaumen gruppierten dieersachten Arten der Ordnungen
Ensifera, Isoptera und Blattaria zusammen. Die dnong innerhalb dieses Komplexes
unterschied sich von der in den Abb. 35 und 36.d&ielen TermitenarterM, darwiniensis,

R. flavipe$ bildeten gemeinsam eine Untergruppe der Blatt&ig Schwestergruppe zu den
Blattodea (Blattaria und Isoptera) wurde die Grilebimaculatusingeordnet (Abb. 37 und
38). Der Blattaria/lsoptera/Ensifera-Komplex wurnte beiden Stammb&umen durch hohe
Wahrscheinlichkeitswerte abgesichert. Bei der Bamang nach NJ zeigte sich eine andere
Anordnung der drei ArteM. darwiniensis R. flavipesund C. darwini zueinander (nicht
dargestellt), die Anordnung der restlichen Blagtannd vonG. bimaculatuswar jedoch
identisch. Die 20 untersuchten Arten der Ordnungtéda bilden in Abb. 38 eine
monophyletische Gruppe mit einer klaren Auftrennumdie Untergruppen der Diptera — die
Mucken (Nematocera) mit den GattungsedesCulexundAnophelesuf der einen Seite, die
Fliegen (Brachycera) midrosophila Calliphora, Lucilia undGlossinaauf der anderen Seite.
In Abb. 37 hingegen bilden die Vertreter der Nernata die Schwestergruppe zum basal
stehenden Blattaria/lsoptera/Ensifera-Komplex uieddptera daher keine monophyletische
Einheit. Die Anordnung der Vertreter der Diptera rdal nur teilweise durch hohe
Wiederfindungsraten (Bl) bzw. Bootstrap-Werte (N@stltzt. Die untersuchten Arten der
Ordnungen Lepidoptera und Hymenoptera wurden irddmeiStammbaumen jeweils in
monophyletische Gruppen eingeordnet. InnerhalbHignenoptera wurdeipis mellifera
Bombus terrestrisund Bombus impatiens- alle zur Familie Apidae gehérend — immer
zusammengruppiert. In Abb. 37 bilden die Hymenapthe Schwestergruppe der Brachycera
und die Lepidoptera die Schwestergruppe zu diesesmpfex. In Abb. 38 hingegen
gruppieren die Vertreter der Lepidoptera und Hynpéaia zusammen und wurden mit einer
hohen Wiederfindungsrate bzw. einem hohen BootdWep als Schwestergruppe des
Blattaria/lsoptera/Ensifera-Komplexes eingeordiie Stellung der RaubwanzZehodnius
prolixus (Hemiptera) ist unklar, in Abb. 37 steht sie asdiar Stelle, in Abb. 38 wird sie zum
Blattaria/lsoptera/Ensifera-Komplex zugeordnet. 8nelere Art der Ordnung Hemiptera — die
Erbsenblattlaugcyrthosiphon pisum steht in beiden Stammbaumen an basaler Stelle.
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0.86r Drosophila sechellia

1.00} Drosophila simulans
Drosophila melanogaster
Drosophila erecta
Drosophila yakuba
Drosophila ananassae

1.00r Drosophila madeirensis
Drosophila subobscura
1.00|; Drosophila persimilis Diptera
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Abb. 37: Konsensusbaum basierend auf Bayesian Infence von der Nukleinsauresequenz des
Allatostatin A-Gens von 42 Vertretern der Ordnungen Diptera, Lepidoptera, Blattaria,
Ensifera, Caelifera, Hymenoptera, Hemiptera und Isptera.

Calanus finmarchicugCrustacea, Calanoida) diente als Aul3engruppemBearstellt mit MrBayes
v3.1.2 und dargestellt mit TreeView v1.6.6. Langss dlignments: 3791 bp; Substitutionsmodell:
GTR+I+G; Anzahl der Generationen: 10.000.000; SargdFrequency: 1000; Burn-in = 2500. Zahlen
an den Abzweigungen sind prozentuale HaufigkeienmWliederfindungsrate bei Bayesian Inference.
Darstellung der prozentualen Haufigkeiten tber Dig. Astlangen spiegeln die Mutationsrate wider.
Verwendete Parameter fur die Berechnung: siehe WghBab. 46 und 48, S. 264f.
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Abb. 38: Konsensusbaum basierend auf Bayesian Infence von der Aminosauresequenz des
Allatostatin A-Prohormonvorlaufers von 42 Vertretern der Ordnungen Diptera, Lepidoptera,
Blattaria, Ensifera, Caelifera, Hymenoptera, Hemipera und Isoptera.

Calanus finmarchicugCrustacea, Calanoida) diente als Aul3engruppemBerstellt mit MrBayes
v.3.1.2 und dargestellt mit TreeView v1.6.6. Lardgs Alignments: 397 AS; Substitutionsmodell:
JTT; Anzahl der Generationen: 10.000.000; Sampfregguency: 1000; Burn-in = 2500. Zahlen an
den Abzweigungen sind prozentuale Haufigkeiten détiederfindungsrate bei Bayesian
Inference/Neighbor-Joining-Bootstrap-Analyse. Delilshg der prozentualen Haufigkeiten tber 0.5.
Die Astlangen spiegeln die Mutationsrate wider. dibbor-Joining-Analyse mit Modell JTT,
Bootstrap: 10.000 Wiederholungen. Verwendete Paemiir die Berechnung: siehe Anhang,
Tab. 47 und 48, S. 265.



Ergebnisse 145

5.4 Expressionsanalyse des Allatostatin A-Gens b&lastotermes
darwiniensis

Die Expression des Allatostatin A-Gens wurde nsttgelantitativer real-time PCR (gPCR)

analysiert. Fur die Gewinnung einer Probe mussten Gewebe mehrerer Individuen

zusammengefasst werden. Es wurden einerseits Vedlscle Gewebe von weiblichen und

mannlichen Arbeitern und andererseits das Obemsdbhnglion von verschiedenen

Entwicklungsstadien untersucht. Die Ergebnisse smBolgenden getrennt dargestellt.

5.4.1 Expression von Allatostatin A in verschiedenen Gewen von

Mastotermes darwiniensis-Arbeitern

Fur die Analyse der AST-A Expression wurden funfsebiedene Gewebe verwendet. Dabei
handelte es sich um Oberschlundganglion (OSG, 6ghWorderdarm (bestehend aus
Osophagus, Kropf und Proventrikulus), Mitteldarnme(fikulus), Hinterdarm (bestehend aus
funf Abschnitten) und Fettkorper. In anderen Stodeeir Expression von AST-A wurden
zusatzlich auch noch verschiedene Teile des Rekgtiodsapparates wie Ovarien oder
akzessorische Drisen untersucht (Garsidal. 2002; Aguilaret al. 2003; Meyering-Vos &
Hoffmann 2003; Abdel-latiekt al. 2004c). Da hier allerdings Termitenarbeiter versetn
wurden, war die Untersuchung der Gewebe des Rektiodsapparates nicht méglich, da
diese in Arbeitern kaum ausgebildet sind (Thorn@6}9

Die Amplifikation des untersuchten AST-A Fragmemissglickte in allen Versuchen bei der
aus Fettkorper isolierten RNA. Auch das Referenzyéktin konnte bei dieser RNA nicht

amplifiziert werden. Deswegen muss davon ausgegawgeden, dass aus dem Fettkorper in
allen Versuchen keine reine, hochkonzentrierte RNsbdliert werden konnte. Die

Reinheitsbestimmung mittels des Verhéltnisses dsoAption bei 260 nm zu 280 nm lieferte
ebenfalls nur geringe Reinheitswerte zwischen (hd 1,0 bei der aus dem Fettkorper
isolierten RNA. Im Folgenden werden daher nur digeBnisse der Gewebe Gehirn, Vorder-,

Mittel- und Hinterdarm dargestellt.

Im Gehirn sowohl der mannlichen als auch der welilgih Arbeiter zeigte sich die héchste
Expression von AST-A mit 11,6 bzw. 12,1 fg AST-A MR pro ng cDNA im Vergleich zu

den anderen Geweben (Abb. 39). Die einzelnen Desamatitte unterschieden sich kaum
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voneinander hinsichtlich ihrer AST-A Expression. Mitteldarm war die Expression minimal
hoher (1,5 fg mMRNA/ng cDNA) als in den anderen Daschnitten (0,9 bis 1,2 fg mRNA/ng
cDNA). Zwischen Mannchen und Weibchen gab es kemierschiede.

|:| Weibchen
- Mannchen

= =
o )
1 1

Menge an AllatostatinA-mRNA
[fg/ng cDNA]

: m EE Em 1

¢ 4 ¢ 4 ¢ 4 ¢ 4

0OSG Vorderdarm Mitteldarm Hinterdarm

Abb. 39: Expression von Allatostatin A (AST-A) in \erschiedenen Geweben weiblicher und
mannlicher Arbeiter von Mastotermes darwiniensis.

Das MaR fur die Expression ist die Menge von anzpdifter AST-A mRNA pro eingesetzter Gesamt-
cDNA. OSG = Oberschlundganglion (Gehirn). n = 12@elndividuen pro Probe; jede Probe wurde 2x
gemessen).

Nach der Normalisierung der AST-A Expression mitr d&pression des Referenzgens
B-Aktin (Abb. 40) zeigte sich ein ahnliches Mustdewei der Expression von AST-A ohne
Normalisierung (Abb. 39). Im Gehirn war die rel&tizxpression von AST-A hoher als in den
einzelnen Darmabschnitten. Im Unterschied zur Asbwar jedoch die relative Expression
von AST-A im Mitteldarm deutlich erhoht im Vergléiczum Vorder- und Hinterdarm

(Abb. 40). AuRerdem konnten geringe geschlechtsspe®e Unterschiede beobachtet

werden.



Ergebnisse 147

|:| Weibchen
- Ménnchen

o

=

SN
1

o

[N

N
1

o

=

o
1

o

o

©
1

0,06

relative Expressior
o

o

D

[Allatostatin A/ B-Aktin]

o

o

N
1

0,00 ,
¢ 4 ¢ & ¢ 4 ¢ 4

0OSG Vorderdarm Mitteldarm Hinterdarm

Abb. 40: Relative Expression von Allatostatin A (AS-A) in verschiedenen Geweben weiblicher
und ménnlicher Arbeiter von Mastotermes darwiniensis.

Die Menge der AST-A mRNA wurde auf die eingesetitenge an Gesamt-cDNA bezogen und
anschlieBend mit der Menge ArAktin mMRNA normalisiert. OSG = Oberschlundgangli@ehirn).
n=1 (je 20 Individuen pro Probe; jede Probe wundg@messen).

5.4.2 Expression von Allatostatin A in verschiedenen Entweklungsstadien

von Mastotermes darwiniensis

Fur die Analyse der Expression des AST-A Gens irsalgedenen Entwicklungsstadien
wurde das Oberschlundganglion verwendet. Dieses mwievorangegangenen Experiment die
hochste AST-A Expression auf (Abb. 39 und 40) ucitien daher am besten geeignet. Die
Untersuchung wurde an Larven, Arbeitern und Soidaier apteren Linie von
M. darwiniensis sowie an Nymphen und Alaten der nymphalen Linierclgefihrt.

AuRRerdem wurden Arbeiter und Neotenics von abstelbe Kolonien untersucht.

Dasp-Aktin Gen wurde erneut als Referenzgen zur Nomsreling verwendet. Ein Vergleich
aller untersuchten Gruppen zeigte, dass die Expresson B-Aktin zwischen den
verschiedenen Gruppen relativ stabil war (0,5 s @) mRNA/ng cDNA; Abb. 41). Eine
Ausnahme bildeten die Soldaten, Neotenics und Alatié sehr niedrigen Expressionswerten.
Die extrem niedrigé-Aktin Expression der Alaten (4 x Tg mRNA/ng cDNA) spiegelte
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das Alter und damit die Abbaurate der RNA widee dum Zeitpunkt der Analyse bereits

mehrere Monate alt war.

- aptere Stadien
|:| nymphale Stadien
~Adultstadien®

N
1

w
1

N
1

Menge anp-Aktin mRNA
[Ppg/ng cDNA]

L

L, L, Ly L, Ly A S N, N, N; Ala A Neo

0_

Abb. 41: Expression des Referenzgeng-Aktin im Oberschlundganglion verschiedener
Entwicklungsstadien vonMastotermes darwiniensis.

Zusammenfassung der Daten von Mannchen und Weibdbas Mal} fur die Expression ist die
Menge an amplifiziertep-Aktin mRNA pro eingesetzter Gesamt-cDNA. Darstegjudes Mittelwerts
(und teilweise der Standardabweichung). Apterei&tadA = Arbeiter, L, = n. Larvenstadium, S =
Soldaten. Nymphale Stadien: Ala = Alaten,, & n. Nymphenstadium. ,Adultstadien* der
absterbenden Kolonien: A Arbeiter, Neo = Neotenics. n =1 — 6 (je 11 bisltdividuen pro Probe;
jede Probe wurde 3x gemessen).

Aufgrund der relativ stabilen Expression des Refegens wurde die Expression des
untersuchten Gens AST-A mit den Werten YeAktin normalisiert und im weiteren Verlauf

nur noch die relative Expression von AST-A betratht

Juvenile Stadien voM. darwiniensis(Abb. 42A) wiesen eine geringere relative AST-A
Expression im Gehirn auf als die ,Adultstadien® @Ab42B). Auch die statistische
Auswertung zeigte einen tendenziellen Unterschiedschen Juvenil- und Adultstadien
(Mann-Whitney U-Test: U = 67; Z = -1,73B;= 0,083). Innerhalb der apteren Linie wiesen
die Larven eine relative AST-A Expression von 9,20¢ bis 1,1 x 1G auf, wahrend die
Expression der Arbeiter im Vergleich dazu mit 009,09 ca. 10x héher war. Soldaten
zeigten eine noch hohere relative AST-A Expresswom 0,19 = 0,12. Innerhalb der
nymphalen Linie lag die Expression der adulten &ieei 14,05 + 14,55 und damit 185.800x

hoher als bei den juvenilen Nymphen. Beim Verglaiehn juvenilen Tiere der apteren und
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nymphalen Linie der gleichen Altersgruppe zeigth diein eindeutiges Muster (Abb. 42A).
Wahrend die Individuen desAStadiums eine hdhere relative AST-A Expressionwaasen
als korrespondierende Individuen desg-¥adiums, war es beizLund N umgekehrt.
Individuen der StadienJund N unterschieden sich dagegen kaum hinsichtlich elativen
AST-A Expression. DasitStadium, mit Individuen der apteren und nymphdliene, zeigte
die hochste relative AST-A Expression innerhalbjdeenilen Stadien.

A B £30,0
'S’ 0,031 20,0
 — .
ox ’
m <I = -
D e
Q_E 0,021 0.3
W
Eg 0.2
8 8 001 7
O = /
— C=t5 / 0,1
= % i_\ J ﬁ_\
0,00 7. | 0,0
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Abb. 42: Relative Expression von Allatostatin A (AS-A) im Oberschlundganglion
verschiedener Entwicklungsstadien der apteren (grau und nymphalen Linie (weil3) von
Mastotermes darwiniensis.

(A) Juvenile Stadien, (B) ,Adultstadien“;lzu beiden Entwicklungslinien zugehorig. Die Me g
AST-A mRNA wurde auf die eingesetzte Menge an GesddNA bezogen und anschliel3end mit der
Menge an B-Aktin  mRNA normalisiert. Darstellung des Mittelvwer (und teilweise der
Standardabweichung). Die y-Achse bei (B) wurdebi@gsere Ubersichtlichkeit geteilt. A = Arbeiter,
Ala = Alaten, L, = n. Larvenstadium, N= n. Nymphenstadium, S = Soldaten. n = 1 — 6 {jbi$ 60
Individuen pro Probe; jede Probe wurde 3x gemessen)

In den Versuchskolonien kam es — wie auch schondbri Messungen des Hormontiters
beschrieben (siehe 5.1) — zu einem massenhaftertrefarf von Neotenics in zwei

absterbenden Kolonien. Bei diesen Neotenics undrddsliebenen Arbeitern wurde ebenfalls
die AST-A Expression im Oberschlundganglion bestimmls Vergleichswert dienten

Arbeiter und Alaten aus gesunden Kolonien (Abb.. £3g Arbeiter beider Kolonietypen

wiesen die niedrigste relative AST-A Expression @ehirn auf (0,016 — 0,076). Die

Neotenics zeigten mittlere Expressionswerte vord ;40,5 und 0,85 + 1,05, wobei die
Expression der Mannchen gegentber den Weibchehtertas. Alaten hatten mit Werten von
3,76 und 24,33 die hochste relative AST-A Exprassweibliche Alaten wiesen dabei eine
hohere relative AST-A Expression auf als mannliche.
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Abb. 43: Relative Expression von Allatostatin A (AS-A) im Oberschlundganglion ,adulter”
Stadien vonMastotermes darwiniensis.

Die Menge der AST-A mRNA wurde auf die eingesetitenge an Gesamt-cDNA bezogen und
anschlieBend mit der Menge dnAktin mMRNA normalisiert. Darstellung des Mittelvier (und
teilweise der Standardabweichung). Die y-Achse wufiir bessere Ubersichtlichkeit geteilt. (A)
Arbeiter und primére Geschlechtstiere (Alaten) gassunden Kolonien, (B) Arbeiter und sekundéare
Geschlechtstiere (Neotenics) von zwei absterbeKadonien. Daten fur (A) aus Abb. 42. n=1-3
(je 12 bis 36 Individuen pro Probe; jede Probe wiBd gemessen).

5.4.3 Expression verschiedener Referenzgene  bei Mastotermes
darwiniensis

Zusatzlich zur Expression des AST-A Gens wurde Higression von potentiellen
Referenzgenen in verschiedenen Geweben MastotermesArbeitern untersucht. Die
Normalisierung der Expression des untersuchten Gahginem Referenzgen sorgt dafur,
maogliche Unterschiede zwischen verschiedenen RNobé€tr hinsichtlich der Reinheit und
der Abbaurate der RNA auszugleichen. Daflr solite @en verwendet werden, welches
maoglichst stabil exprimiert wird, unabhangig vorkteaen wie Alter der Tiere, Gewebetyp
oder Behandlung. Es wurden drei Gene auf ihre Btihgestestet $-Aktin sowie NADH-
Dehydrogenase Untereinheit 3 und 4 (ND3 und ND4gs® konnten in dieser Studie bei

M. darwiniensigdentifiziert werden (siehe 5.2.3).



Ergebnisse 151

Zu Beginn der Experimente wurden Vortests zur Ojetiomg der Reaktion mit einem
linearisierten Plasmidstandard durchgefuhrt. Dasggte sich, dass die Amplifikation des
ND4-Fragments keine reproduzierbaren Ergebnisgertiée (nicht dargestellt). Im weiteren
Verlauf wurde das Gen ND4 daher von den Untersugdmimausgeschlossen und es wurde nur

mit B-Aktin und ND3 weitergearbeitet.

Die Expression der beiden Gene wurde im Gehirn dad drei Darmabschnitten von
unbehandelten mannlichen und weiblichen Arbeit@stilmmt (Abb. 44). Beide Gene zeigten
starke Unterschiede beziiglich der Expression zwisclen einzelnen Geweben. BeAktin
(Abb. 44A) wurden im Gehirn und im Mitteldarm (0,d#s 0,1 pg mRNA/ng cDNA)
geringere Expressionswerte ermittelt als im Vordend Hinterdarm (0,77 bis 0,99 pg
MRNA/ng cDNA). Zwischen Mannchen und Weibchen gabkaum Unterschiede. Die
Expression von ND3 (Abb. 44B) war im Gehirn nied{@26 pg mRNA/ng cDNA). In den
Darmabschnitten lag die Expression von ND3 zwiscg&9 und 1,02 pg mRNA pro ng
cDNA. Die Expression von ND3 war im Vorderdarm beders hoch, aber anders gdé\ktin
wurde ND3 fast ebenso stark im Mitteldarm, dafuniger stark im Hinterdarm exprimiert.
Es gab Unterschiede zwischen den Geschlechtermgntbers im Mitteldarm war der
Unterschied stark ausgepragt.
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Abb. 44: Expression der Referenzgene (A)p-Aktin und (B) NADH-Dehydrogenase
Untereinheit 3 (ND3) in verschiedenen Geweben weibher (weil3) und méannlicher (schwarz)
Arbeiter von Mastotermes darwiniensis.

Das Malf fur die Expression ist die Menge von anzpdifter mRNA pro eingesetzter Gesamt-cDNA.
Analysierte Gewebe: Oberschlundganglion (OSG), ¥amtdrm (VD), Mitteldarm (MD) und
Hinterdarm (HD). NADH = Nicotinamidadenindinukledtin = 1 (je 20 Individuen pro Probe; jede
Probe wurde 2x gemessen).



152 Ergebnisse

Die Normalisierung der AST-A Expression in den ebisdenen Geweben mit jeweils einem
der beiden Referenzgene zeigte leichte Untersch{&le. 45). Die relative Expression von
AST-A war nach Normalisierung mfi-Aktin oder ND3 im Gehirn am starksten und in den
drei Darmabschnitten geringer. Allerdings war dilative AST-A Expression im Mitteldarm
nach Normalisierung mi#-Aktin ca. 20x hoher als im Vorder- und HinterdafAbb. 45A).
Nach Normalisierung mit ND3 war dies nicht der Fall allen Darmabschnitten war die

relative AST-A Expression ungefahr auf gleichemesiv (Abb. 45B).
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Abb. 45: Relative Expression von Allatostatin A (AS-A) in verschiedenen Geweben weiblicher
(weil3) und mannlicher (schwarz) Arbeiter vonMastotermes darwiniensis nach Normalisierung
mit der Expression von (A)p-Aktin oder (B) NADH-Dehydrogenase Untereinheit 3 D3).

Die Menge der AST-A mRNA wurde auf die eingesetitenge an Gesamt-cDNA bezogen und
anschlielBend mit der mMRNA-Menge des jeweiligen Refegens normalisiert. Analysierte Gewebe:
Oberschlundganglion (OSG), Vorderdarm (VD), Mitegich (MD) und Hinterdarm (HD).
NADH = Nicotinamidadenindinukleotid. Daten fur (Aus Abb. 40. n = 1 (je 20 Individuen pro
Probe; jede Probe wurde 2x gemessen).

Die Kombination beider Referenzgene bietet eindeseiMdglichkeit, die Expressionsdaten
von AST-A zu normalisieren. Daflr wurde der Mittel der Expression vop-Aktin und
ND3 gebildet und die Expression des AST-A Gens diesem normalisiert. Die dadurch
ermittelte relative AST-A Expression zeigte ca. 2here Werte im Gehirn im Vergleich zu
den einzelnen Darmabschnitten (Abb. 46). Die nebaiST-A Expression im Mitteldarm war
mit ca. 0,005 nur leicht erhéht im Vergleich zum rerdarm (0,001) und Hinterdarm
(0,002).
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Abb. 46: Relative Expression von Allatostatin A (AS-A) in verschiedenen Geweben weiblicher
und mannlicher Arbeiter von Mastotermes darwiniensis nach Normalisierung mit g-Aktin und
NADH-Dehydrogenase Untereinheit 3 (ND3).

Die Menge der AST-A mRNA wurde auf die eingesetitenge an Gesamt-cDNA bezogen und
anschlieBend mit dem Mittelwert der mMRNA-Menge beid Referenzgene normalisiert.
NADH = Nicotinamidadenindinukleotid, OSG = Obersgidganglion. n = 1 (je 20 Individuen pro
Probe; jede Probe wurde 2x gemessen).

Eine Analyse der Stabilitdt der Expression von ND® p-Aktin mit den Programmen
BestKeeper© v1.0 (Pfaffet al. 2004), geNorm v3.5 (Vandesompe#t al. 2002) und
NormFinder v20.0 (Anderseat al. 2004) zeigte eine geringfiigig stabilere Expression
ND3 (Tab. 49, Anhang S. 266). Generell wiesen bdRiderenzgene nur eine geringe
Stabilitat auf. Bei der Analyse mit BestKeeperCgteisich eine Standardabweichung der C
Werte von > 1, was laut Pfaféit al. (2004) auf eine nicht-konstante Expression hineteut
Auch bei der Analyse mit geNorm wurden Stabilitésés von M > 2 fir beide Gene
berechnet, wahrend Gene mit stabiler ExpressioeneBtabilitatswert von M < 1,5 aufweisen

(Vandesompelet al.2002; Van Hielkt al.2009).
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5.5 Funktionsanalyse des Allatostatin A-Gens beMastotermes
darwiniensis

Die namensgebende Funktion der AST-A Peptide stHBmmung der JH-Biosynthese der
Corpora allatan vitro (Review in Tobe & Stay 1985). Fur die Funktiondgsa des AST-A
Gens beiM. darwiniensiswurde daher der Zusammenhang zwischen AST-A undIlJH
untersucht. Dafir wurden zwei verschiedener Ans&@evendet. Zum einen wurde die
Expression des AST-A Gens analysiert und auf efiesammenhang mit dem JH 1lI-Gehalt
getestet. Zum anderen wurde die Expression des ASEens in Arbeitern von

M. darwiniensis mittels RNA-Interferenz unterdriickt und die Wirkurauf den JH llI-

Hamolymphtiter untersucht.

5.5.1 Vergleich der Expression von Allatostatin A mit dem

Hamolymphtiter von Juvenilhormon Il

Die Analyse der AST-A Expression im Gehirn versdeieer Entwicklungsstadien von
M. darwiniensis (5.4.2) erfolgte an denselben Individuen wie diesBung des JH llI-
Hamolymphtiters (5.1.1.1). Daher konnten beide Masablen auf einen moéglichen direkten
Zusammenhang getestet werden. Zwischen der ASTpkdsgion im Gehirn und dem JH IlI-
Hamolymphtiter bestand eine signifikant negativariation (nicht dargestellt; Spearman-
Rangkorrelation: n = 26;sr= -0,483;P = 0,012). Fur den JH llI-Titer konnten Werte
zwischen 33,7 und 853,6 pg pro pul Hamolymphe eethittverden. Der hdchste Wert
(853,6 pg/ul) wich dabei extrem von den anderent&vefzwischen 33,7 und 448,1 pg/ul) ab.
Zudem war er mit einer niedrigen AST-A Expressi@mbunden (8,7 fg mRNA/ng cDNA).
Diese Probe wurde daher ausgeschlossen, um estarke Beeinflussung des Ergebnisses zu
verhindern. Die verbliebenen Werte zeigten denneide signifikant negative Korrelation
zwischen der AST-A Expression im Gehirn und dem I0Hiter (Abb. 47; Spearman-
Rangkorrelation: n = 255 -0,539;P = 0,005).
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Abb. 47: Korrelation der Expression von Allatostatn A (AST-A) im Gehirn und dem
Juvenilhormon Il (JH ll)-H&molymphtiter in versch iedenen Entwicklungsstadien der apteren
und nymphalen Linie von Mastotermes darwiniensis.

Das Mal fur die Expression ist die Menge an anzpdifter AST-A mRNA pro eingesetzter Menge an
Gesamt-cDNA. Es besteht ein signifikant negativeasammenhang zwischen der Expression von
AST-A und dem JH llI-Titer (Spearman-Rangkorrelatig = -0,539;P = 0,005). n = 25.

Die relative AST-A Expression nach Normalisierung dem Referenzgef-Aktin wurde
ebenfalls auf eine potentielle Korrelation mit dékh Ill-H&molymphtiter untersucht. Da die
Datensatze nicht normalverteilt waren, wurde eir@n3formation der Daten durch Bildung
des dekadischen Logarithmus durchgefuihrt. Anschtid@wurde die Korrelation nach
Pearson mit den transformierten Datensatzen beeéchbabei konnte ein signifikant
negativer Zusammenhang zwischen beiden Messvamiabéechgewiesen werden (nicht
dargestellt; Pearson: n = 26; % 0,37;P = 0,001). Um eine Verfalschung der Ergebnisse
durch zu hohe Werte zu verhindern, wurden erneai Broben ausgeschlossen. Zum einen
wurde die Probe mit dem hochsten JH llI-Titer (853g/pul) aus dem Datensatz entfernt, zum
anderen die mit der hdchsten relativen AST-A Exgmes Diese wies einen Wert von 24,33
auf und zeigte damit eine starke Abweichung zu aeaeren Proben (zwischen 0,0001 und
3,76). Zudem war sie verbunden mit dem niedrigsiéh IlI-Titer (33,7 pg/pl). Die
verbliebenen Werte zeigten dennoch eine signifikeegative Korrelation zwischen dem
JH llI-H&molymphtiter und der relativen AST-A Expston im Gehirn (Abb. 48; Daten fur
Berechnung transformiert mit Ig(x); Pearson: n =24 0,354:;P = 0,002).
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Abb. 48: Korrelation zwischen der relativen Expres®n von Allatostatin A (AST-A) im Gehirn
und dem Juvenilhormon 111 (JH lll)-Hamolymphtiter i n verschiedenen Entwicklungsstadien
der apteren und nymphalen Linie vonMastotermes darwiniensis.

Fur die relative Expression wurde die Menge der A4SMRNA auf die eingesetzte Menge an
Gesamt-cDNA bezogen und anschlieBend mit der MandgkAktin mMRNA normalisiert. Zwischen
dem JH IllI-Titer und der relativen Expression vorS8TRA besteht ein signifikant negativer
Zusammenhang (Daten fiir Berechnung transformiettlg(k); Pearson: %= 0,354;P = 0,002).
n=24.

5.5.2 Funktionsanalyse des Allatostatin A-Gens mittels RN-Interferenz

Fur die weitere Funktionsanalyse von AST-A wurdesueht, die Expression des AST-A
Gens mittels der Methode der RNA-Interferenz (RNa&uych Injektion von doppelstrangiger
RNA (dsRNA) zu unterdrticken. AnschlieRend wurdeWiekung auf den JH llI-Titer in der

Hamolymphe analysiert.

5.5.2.1 Voruntersuchungen zur RNA-Interferenz

Da es bisher noch keine Versuche mit der RNAI-MdébeiM. darwiniensisgab, mussten
einige Voruntersuchungen durchgefihrt werden. Aistes wurde die Verteilung der
Injektionsflissigkeit im Korper der Termiten untecht. AnschlieRend wurde Uberprift, ob
die Injektion von Ringerldsung oder doppelstrangig&lA einen Einfluss auf die Mortalitat
der Termiten und die Expression des AST-A Genshan Abschluss wurde getestet, ob die



Ergebnisse 157

injizierte dsRNA mittels gPCR direkt nachweisbdr Bie Ergebnisse der Voruntersuchungen

sind im Folgenden zusammengefasst.

Verteilung der Injektionslosung im Koérper der Teeni

Die Injektion der Losungen zur Auslosung der RNAllte in den Hamolymphraum des
Abdomens erfolgen. Von der Injektionsstelle ausgdhenuss die injizierte Losung im
gesamten Korper verteilt werden, um eine Wirkunghain weiter entfernten Geweben
auszuldsen. Durch Injektion eines Farbstoffes wudige Ausbreitung der Injektionslésung
verfolgt. Arbeiter vonM. darwiniensishaben eine dinne und an manchen Stellen fast
durchsichtige Kutikula, so dass der Farbstoff aokhe Praparation gut sichtbar war. Nach
der Injektion breitete sich der Farbstoff von dejektionsstelle in alle Richtungen aus und
war bereits nach 5 min in allen Bereichen des Ki&rpa sehen (Abb. 49).

Abb. 49: Verteilung von griiner Lebensmittelfarbe gést in 2 ul sterilem Wasser nach Injektion
in einen Arbeiter von Mastotermes darwiniensis.

(A) Injektion lateral ins Abdomen, (B) Arbeiter uittelbar nach der Injektion, (C) Arbeiter nach
5 min. Der Balken auf allen Grafiken entspricht én2.

Auswirkung der Injektion von Termitenringer auf dixpression von Allatostatin A in

verschiedenen Geweben

Fur die Auslosung der RNAI sollten Arbeiter van. darwiniensismit dsRNA injiziert
werden. Aufgrund des relativ grof3en Injektionsvadm® (2 pl) im Vergleich zur
Gesamtmenge an Hamolymphe im Individuum (2 — Ssqllfe diese in steriler Ringerldsung
gelost werden. Daher wurde zunachst der Einflusdrgektion von Termitenringer auf die
Expression des AST-A Gens untersucht. Die Ringeziemten Tiere wurden dafur mit
unbehandelten Arbeitern verglichen (Abb. 50). Wiear (siehe 5.4.1) zeigte sich innerhalb
einer Behandlung die hochste relative AST-A Expagssn Gehirn, gefolgt vom Mitteldarm.
Im Vorder- und Hinterdarm wurden nur geringe Exprasswerte ermittelt (Abb. 50). Beim
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Vergleich zwischen den verschiedenen Behandlungggtez sich, dass die relative AST-A
Expression bei Ringer-injizierten Arbeitern sigként erhoht war im Vergleich zu
unbehandelten Arbeitern (Mann-Whitney U-Test: U3 Z = -2,935;P = 0,003). Im Gehirn
war die Expression bei Ringer-injizierten Arbeitera. 20x hoher als bei unbehandelten
Arbeitern (2,342 £ 2,404 vs. 0,117 = 0,008), bai gterschiedenen Darmabschnitten sogar bis
Zu 44x hoher. Innerhalb der Gewebe wurde aufgrusrdgeringen Stichprobenzahl jedoch

keine statistische Analyse durchgefihrt.
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Abb. 50: Relative Expression von Allatostatin A (AS-A) in verschiedenen Geweben von
Mastotermes darwiniensis-Arbeitern zwei Tage nach Injektion von 2 pl Termitenringer im
Vergleich zu unbehandelten Arbeitern.

Darstellung des Mittelwerts und der Standardabweigh Die y-Achse wurde fir bessere
Ubersichtlichkeit geteilt. Die Menge der AST-A mRN#urde auf die eingesetzte Menge an Gesamt-
cDNA bezogen und anschlieBend mit der Meng@-aktin mRNA normalisiert. Zusammenfassung
der Daten von Mannchen und Weibchen. R = Ringer ubbehandelt. OSG = Oberschlundganglion.
Daten fur ub aus Abb. 40. n = 2 (bei OSG-R: n £j8)17 bis 22 Individuen pro Probe; jede Probe
wurde 2 — 3x gemessen).

Einfluss der Injektion von Termitenringer und ASTd8RNA auf die Mortalitdt und die

Expression des AST-A Gens im Oberschlundganglion

In einem weiteren Experiment wurde Arbeitern \Mndarwiniensisentweder Ringerlésung
oder AST-A dsRNA in unterschiedlicher Menge (0,2 g) injiziert. Dadurch sollte der

Einfluss der verschiedenen Injektionslésungen afMbrtalitdt und die AST-A Expression
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analysiert werden. Zudem sollte die optimale MeageAST-A dsRNA fur nachfolgende
RNAIi-Experimente bestimmt werden. Die Mortalitatdutie Expression des AST-A Gens im
Gehirn wurde drei Tage nach der Injektion untersukls Vergleichsgruppe dienten Arbeiter,
die ebenfalls fur drei Tage von der Kolonie isdligehalten wurden, ansonsten aber

unbehandelt waren.

Bei den unbehandelten Tieren Uberlebten alle diesteilnng der Haltung. Die injizierten
Tiere dagegen wiesen mit einer Mortalitatsrate 1@ bis 30% eine signifikant hohere
Mortalitdt auf als die unbehandelten Arbeiter (AlHd; Mann-Whitney U-Test: U = O;
Z=-3,05; P < 0,001). Es konnten keine Unterschiede zwischen [hjektion von
Ringerlosung und AST-A dsRNA bezlglich der Mort#lit beobachtet werden
(Mann-Whitney U-Test: U = 15,5; Z =-1,588;=0,112).
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Abb. 51: Mortalitdit von Mastotermes darwiniensis-Arbeitern drei Tage nach Injektion von
Ringerldsung oder verschiedenen Mengen doppelstraiggr RNA abgeleitet vom Allatostatin A-
Gen (AST-A dsRNA).

Darstellung von Mittelwert und StandardabweichuAgsammenfassung der Daten von Weibchen
und Méannchen. Die Haltung erfolgte fir 3 Tage geitevon der Kolonie in Gruppen von 20 — 22

Individuen. Injektion: 2 pl Termitenringer (Ringaxjler AST-A dsRNA (0,5 ug; 1 ug; 2 ug) geldst in

2 ul Termitenringer. n = 4 (unbehandelt), 10 (Rimg2 (dsRNA).

Die Bestimmung der AST-A Expression im Gehirn egfel mittels qPCR. Bei den Ringer-

injizierten Arbeitern war die relative AST-A Expsisn drei Tage nach der Injektion im
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Vergleich zu den unbehandelten Arbeitern erh6hé (&. 0,6; Abb. 52). Die mit AST-A
dsRNA injizierten Arbeiter zeigten — im Gegensaizien Erwartungen — die hochste relative
AST-A Expression im Gehirn (3,4 — 33,9). Die Arlegjtdenen mit 2 g die grol3te Menge an
dsRNA injiziert worden war, wiesen die hochste treta AST-A Expression auf. Eine
Auswertung nach derAACr-Methode fiihrte zu einem identischen Ergebnis ¢nich

dargestellt).
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Abb. 52: Relative Expression von Allatostatin A (A3-A) im Oberschlundganglion von
Mastotermes darwiniensis-Arbeitern drei Tage nach Injektion von Ringerlésurg oder
verschiedenen Mengen doppelstrangiger RNA (dsRNA)geleitet vom AST-A Gen.

Die Menge der AST-A mRNA wurde auf die eingesetitenge an Gesamt-cDNA bezogen und
anschlie3end mit der Menge piAktin mRNA normalisiert. Die Haltung erfolgte f& Tage getrennt
von der Kolonie in Gruppen von 20 — 22 Tieren. ktipn: 2 pl Termitenringer (Ringer) oder AST-A
dsRNA (0,5 ug; 1 pug; 2 ug) gelost in 2 pl Termiteger. n = 1 (je 16 bis 29 Individuen pro Probe;
jede Probe wurde 3x gemessen).

Direkter Nachweis von doppelstrangiger RNA mittf€R

Das vorangegangene Experiment zeigte eine erhd@hddive Expression von AST-A im

Gehirn von dsRNA-injizierten Arbeitern im Vergleichu unbehandelten und Ringer-
injizierten Arbeitern. Zudem konnte der grof3te Eegsionswert in den Arbeitern, denen die
grofite Menge an AST-A dsRNA injiziert worden wagchgewiesen werden (Abb. 52).

Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu der erwarfRezluktion der AST-A Expression
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durch RNAIi. Daher wurde Uberprift, ob die injizeerund eventuell nicht prozessierte)
dsRNA direkt mittels gPCR amplifiziert — und damé&chgewiesen — wurde.

Bei einer Injektion von 2 pg dsRNA pro Tier konn@n500 ng Gesamt-RNA, die fur die
Reverse Transkription eingesetzt wurden, maximag)&sSRNA enthalten sein (Berechnung
siehe Anhang, S. 267). Diese Menge an AST-A dsRN#&de direkt fur eine Reverse
Transkription eingesetzt und mittels gPCR ampkfizi Die Fragmente zur Ableitung der
dsRNA (Fragment Mda_AS8F bis Mda_AS13R; nt 580 591AST-A dsRNA1) und zur
Amplifikation mittels qPCR (Fragment AstA RTF bisstA RTR; nt 823 - 982)
Uberschneiden sich. Daher wurde zusatzlich einéeveedsRNA getestet, die sich von einem
anderen Fragment des AST-A Gens ableitete (Fragieiat AS140F bis Mda_AS9R; nt
362 — 645; AST-A dsRNAZ2). Die flur die Voruntersuogen verwendete AST-A dsRNA1
liel3 sich — wie bereits vermutet wurde — auch dineittels g°PCR nachweisen (Abb. 53A). Im
Gegensatz dazu konnte die AST-A dsRNA2 mit den gadeten Oligonukleotiden und
Parametern der Reaktion nicht mittels gqPCR ampifiaverden. Bei der AST-A dsRNA1l
konnte jedoch auch nur die geringe Menge von (QOAST-A RNA pro ng cDNA (bezogen
auf die theoretisch eingesetzte Menge an cDNA ejnermalen* gPCR) nachgewiesen
werden. Der Vergleich mit der Expression bei imgizen Arbeitern (Abb. 53B) zeigt jedoch,
dass bei den mit 2 pg dsRNA injizierten Tierengbenessene Menge an AST-A mMRNA etwa
10.000x hoher war (1112 fg/ng cDNA). Daher lieRhsidie erhohte relative AST-A
Expression der mit dsRNA injizierten Tiere nichtt @iner direkten Amplifikation der dsRNA
wahrend der qPCR erklaren. Um diesen Effekt abendgatzlich auszuschliel3en, wurde fur
die nachfolgenden Experimente zur RNAI die AST-RN#&2 verwendet.
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Abb. 53: Nachweis der Amplifikation von Allatostatin A (AST-A)-RNA nach Umschreibung in
cDNA mittels quantitativer real-time PCR.

Die Menge der AST-A RNA wurde auf die theoretisatgesetzte Menge an Gesamt-cDNA bezogen.
(A) Direkte Amplifikation von doppelstrangiger RNAISRNA) abgeleitet vom AST-A Gen von
Mastotermes darwiniensiaST-A dsRNA1 = abgeleitet vom Fragment Mda_AS&-Mda_AS13R;
AST-A dsRNA2 = abgeleitet vom Fragment Mda_AS140& Mda AS9R. n = 1. (B) Menge an
AST-A mRNA im Gehirn vorM. darwiniensisArbeitern drei Tage nach der Injektion verschiexen
Losungen, Daten aus Abb. 52. Injektion: 2 pl Teemiinger (Ringer) oder AST-A dsRNA (0,5 ug;
1 ug; 2 ug) geldst in 2 pl Termitenringer. ub = eiméndelt. n = 1 (je 16 bis 29 Individuen pro Probe;
jede Probe wurde 3x gemessen).

5.5.2.2 Experimente zur Suppression der Allatostatin A-Expession durch RNA-

Interferenz

Aufgrund der Ergebnisse der Voruntersuchung wuidalie nachfolgenden RNAI-Versuche
die AST-A dsRNAZ2 verwendet (s. 5.5.2.1). Arbeitenw. darwiniensisvurden mit jeweils

1 pg AST-A dsRNAZ2 geldst in 2 pl Termitenringerizigrt. Als Kontrolle dienten Ringer-
injizierte Arbeiter. Bei 1 ug dsRNA zeigte sichden Voruntersuchungen nur eine geringe
Abweichung bezlglich der AST-A Expression im Veighte zu den Kontrolltieren. Die
anderen getesteten Konzentrationen (0,5 und 2 ijitgjein dagegen zu einer stark erhdhten
AST-A Expression bei dsRNA-injizierten Tiere gegbkatiden Kontrolltieren (siehe Abb. 52,
S. 160), was den Erwartungen einer Reduktion del-ASExpression durch RNAI
widersprach. Zudem hat sich eine Menge von 1 pdNdsRereits in Versuchen mit anderen
Insektenarten als wirkungsvoll erwiesen, z.B. loe@n SchmetterlingerBombyx mori
(Tomita & Kikuchi 2009) undSpodoptera frugiperddGriebler et al. 2008) sowie bei der
SchabeBlattella germanicgCruzet al.2007).

Es wurden insgesamt vier Experimente durchgefiiBei. den ersten beiden wurde die

Expression des AST-A Gens in verschiedenen Geweberbehandelten und Kontrolltieren
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analysiert. In den Experimenten 2 bis 4 wurde dieswirkung der Injektion von AST-A
dsRNA auf den Hormongehalt der Hamolymphe untertsule Analyse der Expression und

des Hormongehaltes erfolgte jeweils drei Tage mchnjektion.

Einfluss der Injektion von Termitenringer und AS@sRNA auf die Mortalitat

Zunachst wurde der Einfluss der verschiedenen tiojeglosungen auf die Mortalitat
Uberprift. Die Mortalitdt lag sowohl bei den Korilieren als auch bei den mit dsRNA
injizierten Tieren durchschnittlich bei ca. 40% (Ab4) und war damit hoher als bei den
Voruntersuchungen (vergl. Abb. 51, S. 159). Zwiscten verschiedenen Behandlungen gab
es keine Unterschiede bezlglich der Mortalitat (ABbA: Kruskall-Wallis H-TestH = 0,58;

df = 3; P = 0,901; Abb.54B: Mann-Whitney U-Test: U = 29,5; Z = -0,263;= 0,793). Die
Weibchen wiesen bei beiden Behandlungen eine ejersgere Mortalitdt im Vergleich zu
den Mannchen auf (Abb. 54A und @: 36 * 22%;J3: 44 + 25%). In der Zusammenfassung
aller Weibchen und Mannchen unabhangig von der B#lbhag zeigte sich jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen den Geschleoh{@&bb. 54C; Mann-Whitney U-Test:
U =25,5; Z=-0,683P = 0,495).
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Abb. 54: Mortalitat weiblicher und ménnlicher Arbei ter von Mastotermes darwiniensis drei Tage
nach Injektion von Termitenringer oder doppelstrangger RNA abgeleitetet vom Allatostatin A-
Gen (AST-A dsRNA).

Darstellung von Mittelwert und StandardabweichuBghandlung: Injektion von 2 pl Ringer (weil)
oder 1 pg AST-A dsRNA gel6st in 2 pl Ringer (scheyaHaltung fur drei Tage separat von der
Kolonie. n. s. = kein signifikanter Unterschied gelien den Datensatzen. (A) Mortalitat in
Abhangigkeit von der Behandlung und dem Geschldthiskall-Wallis H-Test: H = 0,58; df = 3;
P=0,901. n = 4. (B) Zusammenfassung der Mortatisr Ringer- und dsRNA-injizierten Arbeiter
unabhangig vom Geschlecht. Mann-Whitney U-Test: \295; Z = -0,263;P = 0,793. n = 8.
(C) Zusammenfassung der Mortalitéat aller Weibched Mannchen unabhéngig von der Behandlung.
Mann-Whitney U-Test: U = 25,5; Z = -0,683= 0,495. n = 8.
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Auffallig war, dass die Mortalitat zwischen dennigeperimenten stark schwankte. Wéahrend
die Mortalitat in den ersten beiden Experimenterchischnittlich bei 24 + 19% lag, war die
Mortalitat im Experiment 3 und 4 mit 55 + 15% sigkant hoher (nicht dargestellt; Mann-
Whitney U-Test: U = 6; Z =-2,73%, = 0,006).

Expression von Allatostatin A in verschiedenen G@&wenach Injektion von Termitenringer
und AST-A dsRNA

Der Einfluss der Injektion von AST-A dsRNA auf dixpression des AST-A Gens wurde in
zwei unabhangigen Experimenten bestimmt. Die Engskn beider Experimente
unterschieden sich teilweise deutlich, daher wursienzunachst getrennt ausgewertet und

anschlieBend zusammengefasst.

Im ersten Experiment mussten die Gewebe der whisicind mannlichen Arbeiter aufgrund
der geringen Anzahl der Tiere vereinigt und gensmsanalysiert werden. Im Vergleich zu
den Kontrolltieren zeigte sich eine veranderte tneda AST-A Expression der dsRNA-
injizierten Tiere. Dabei konnten Unterschiede zWet den verschiedenen Geweben
beobachtet werden. Im Oberschlundganglion war digrdssion bei den dsRNA-injizierten
Tieren um 73% hoher als bei den Kontrolltieren (A58). Die relative AST-A Expression in
den untersuchten Darmabschnitten war in den dsRiJ&ierten Tieren im Vergleich zu den
Kontrolltieren erwartungsgemafd reduziert. Dabeiggdie Expression im Mitteldarm am
starksten zurtck (Reduktion um 89%), beim Vordard iHinterdarm war die Reduktion
geringer (-71% bzw. -56%; Abb. 55).
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Abb. 55: Relative Expression von Allatostatin A (AS-A) in verschiedenen Geweben von
Mastotermes darwiniensis-Arbeitern drei Tage nach Injektion von 2 pl Termitenringer oder 1 pg
AST-A dsRNA geldst in 2 pl Termitenringer (1. RNAiExperiment).

Nach der Injektion wurden die Arbeiter separat der Kolonie gehalten und nach drei Tagen
analysiert. FUr die Analyse wurden die Gewebe vaibdhen und Mannchen vereinigt. Die Menge
der AST-A mRNA wurde auf die eingesetzte Menge asat-cDNA bezogen und danach mit der
Menge an3-Aktin mRNA normalisiert. Anschliel3end wurde didateve Expression der Gewebe der
Ringer-injizierten Tiere auf 100% gesetzt und diative Expression der Gewebe der dsRNA-
injizierten Tiere prozentual dazu ausgedriickt. GSGberschlundganglion n = 1 (je 16 (Ringer) bzw.
14 (AST-A dsRNA) Individuen pro Probe; jede Probaraele 3x gemessen).

Beim zweiten Experiment konnten die Gewebe der mdren und weiblichen Arbeiter

getrennt analysiert werden. Drei Tage nach derkfige zeigte sich sowohl bei den
Méannchen als auch bei den Weibchen in allen unteten Geweben eine Reduktion der
relativen AST-A Expression bei den dsRNA-injiziertelieren im Vergleich zu den

Kontrolltieren (Abb. 56). Wie auch schon im erstérperiment gezeigt wurde, war die
Auspragung der Reduktion abhangig vom Gewebe. DRitg Reduktion zeigte sich im
Mitteldarm (-92% bzw. -80%) und im Gehirn (-56% bz81%). Im Vorder- (-16% bzw.

-54%) und Hinterdarm (-11% bzw. -45%) dagegen warAST-A Expression nicht so stark
reduziert. Die Mannchen zeigten in allen Gewebenit-Ausnahme des Mitteldarms — eine
starkere Reduktion der relativen AST-A Expressiaominjektion von AST-A dsRNA als die

Weibchen. Im Vergleich zum ersten Experiment wag &eduktion der Expression im
Vorder- und Hinterdarm im zweiten Experiment nisbot stark ausgepragt (vergl. Abb. 55;
VD: -71% vs. -35%; HD: -56% vs. -28%).
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Abb. 56: Relative Expression von Allatostatin A (AS-A) in verschiedenen Geweben weiblicher
und mannlicher Arbeiter von Mastotermes darwiniensis drei Tage nach Injektion von 2 pl
Termitenringer oder 1 pg AST-A dsRNA gel6st in 2 plTermitenringer (2. RNAi-Experiment).

Nach der Injektion wurden die Arbeiter separat der Kolonie gehalten und nach drei Tagen
analysiert. Die Menge der AST-A mRNA wurde auf eirgesetzte Menge an Gesamt-cDNA bezogen
und danach mit der Menge ArAktin mMRNA normalisiert. Anschlieend wurde diedggssion in den
Geweben der Ringer-injizierten Tiere auf 100% gesehd die Expression in den Geweben der
dsRNA-injizierten Tiere prozentual dazu ausgedri€$G = Oberschlundganglion. n = 1 (je 12 bis
14 Individuen pro Probe; jede Probe wurde 3x geargss

Die Zusammenfassung der Ergebnisse des ersten wedez Experiments zeigt eine
Reduktion der relativen Expression von AST-A irealiGeweben nach Injektion von AST-A
dsRNA im Vergleich zu Ringer-injizierten Kontro#tien (Abb. 57). Im Gehirn war die
Expression im Vergleich zu den Kontrolltieren unf/2teduziert (nicht signifikant; Mann-
Whitney U-Test: U = 3; Z = -0,696P = 0,487). Die Expression in den einzelnen
Darmabschnitten war im Vergleich zu den Kontrotiie bei den dsRNA-injizierten Tieren
signifikant reduziert (jeweils Mann-Whitney U-Tedtl = 0; Z = -2,087;P = 0,037).
Insgesamt war die Reduktion der Expression im Mitgen mit einem Wert von 87% am
starksten ausgepragt. Die Auswertung beider Exmarienmit delAACr-Methode fuhrte zu

nahezu identischen Ergebnissen (nicht dargestellt).
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Abb. 57: Relative Expression von Allatostatin A (AS-A) in verschiedenen Geweben von
Mastotermes darwiniensis-Arbeitern drei Tage nach Injektion von 2 pl Termitenringer oder 1 pg
AST-A dsRNA geldst in 2 pl Termitenringer (Zusammefiassung 1. und 2. RNAi-Experiment).

Darstellung des Mittelwerts und der Standardabweigh Zusammenfassung der Daten von
Weibchen und Mannchen Nach der Injektion wurdenAtigeiter separat von der Kolonie gehalten
und nach drei Tagen analysiert. Die Menge der ASTHRANA wurde auf die eingesetzte Menge an
Gesamt-cDNA bezogen und danach mit der Meng@-aktin mRNA normalisiert. Anschlielend
wurde die Expression in den Geweben der Ringerigrjen Tiere auf 100% gesetzt und die
Expression in den Geweben der dsRNA-injizierten rélieprozentual dazu ausgedrickt.
OSG = Oberschlundganglion. n. s. = kein signifieardnterschied zwischen der Expression im OSG
bei dsRNA-injizierten und Kontrolltieren (Mann-Whéay U-Test: U = 3; Z = -0,696? = 0,487).

* = gignifikanter Unterschied der Expression in danzelnen Darmabschnitten zwischen dsRNA-
injizierten und Kontrolltieren (jeweils Mann-WhitpdJ-Test: U = 0; Z = -2,087P = 0,037). Daten
aus Abb. 55 und 56. n = 3 (je 12 bis 16 Individpem Probe; jede Probe wurde 3x gemessen).

Einfluss der Injektion von AST-A dsRNA auf den Hottiter in der Hamolymphe

Um die Funktion von AST-A beM. darwiniensiszu untersuchen, sollte die AST-A
Genexpression durch Injektion von AST-A dsRNA udtéckt werden. AnschlieRend wurde
die Auswirkung der Injektion auf den Hormontiter d¢dmolymphe untersucht. Der JH IlI-
Titer war dabei von besonderem Interesse. Diesedevim drei unabhangigen Experimenten
Uberprift und mit dem JH IlI-Titer der Kontrollteewerglichen (Abb. 58). Bei den weiblichen
mit dsRNA-injizierten Arbeitern war der JH IlI-Titém Vergleich zu den Kontrolltieren um
12% reduziert. Zwischen den mit dsRNA injiziertendmmlichen Arbeitern und den

Kontrolltieren konnten keine Unterschiede beziigtiels JH llI-Titers beobachtet werden. Die
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statistische Auswertung zeigte ebenfalls keine ikgmten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Gruppen (Kruskall-Wallis H-Test: B,423; df = 2P = 0,809).
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Abb. 58: Relativer Juvenilhormon Il (JH Ill)-H&amol ymphtiter in weiblichen und ménnlichen
Arbeitern von Mastotermes darwiniensis drei Tage nach Injektion von 2 ul Termitenringer aer
1 pg AST-A dsRNA geldst in 2 pl Termitenringer.

Darstellung des Mittelwerts und der Standardabweigh Der JH IlI-Titer wurde in pg pro pl
Hamolymphe bestimmt. AnschlieRend wurde der JHliér der Ringer-injizierten Tiere auf 100%
gesetzt und der JH llI-Titer der dsRNA-injiziert@irere darauf bezogen. Kruskall-Wallis H-Test:
H =0,423; df = 2P = 0,809 (n. s. = nicht signifikant). n = 14 (Ringes (Weibchen AST-A dsRNA),
7 (Mannchen AST-A dsRNA) (je 2 bis 7 Individuen ftmobe).

Beim Vergleich des JH llI-Titers zwischen den veisdenen RNAI-Experimenten fiel auf,

dass der JH llI-Titer der Arbeiter insgesamt im &xment 2 hdher war als in den
Experimenten 3 und 4 (Abb. 59). Der JH Ill-Titer sdeweiten Experiments lag bei
durchschnittlich 219 + 50 pg pro ul Hamolymphe @méngig von der Behandlung und dem
Geschlecht der Tiere), bei den Experimenten 3 unde$ er lediglich Werte von 33 + 14
bzw. 25 + 10 pg pro pl Hamolymphe auf. Auch dietistische Auswertung zeigte

signifikante Unterschiede zwischen den einzelnepeErmenten (Kruskall-Wallis H-Test:

H = 16,96; df = 2P < 0,001).
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Abb. 59: Juvenilhormon IlI-H&molymphtiter von Mastotermes darwiniensis-Arbeitern drei Tage
nach Injektion von 2 pl Termitenringer oder 1 pg AST-A dsRNA geldst in 2 pl Termitenringer
in Abhangigkeit vom Zeitpunkt des Experiments.

Zusammenfassung aller Werte eines Experiments @mgdn von der Behandlung und dem
Geschlecht der Tiere. Darstellung von Mittelwert Btandardabweichung. Kruskall-Wallis H-Test:
H = 16,96; df = 2;P < 0,001.Post hoeTest: Mann-Whitney U-Test mit sequenzieller Bordei-
Korrektur, unterschiedliche Buchstaben bedeuteniffignte Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen. Daten aus Abb. 58. n = 8 (Experiment 2YEkperiment 3), 7 (Experiment 4).

Zusatzlich zum JH IlI-Titer wurde in allen Probear dEcdysteroidgehalt der Hamolymphe
bestimmt. In keiner der Proben war Ecdyson nachweis20-Hydroxyecdyson konnte
dagegen in mehreren Proben gemessen werden. DabePG-HE nur in Proben der
Experimente 3 und 4 auf, im Experiment 2 konntenK&0-HE nachgewiesen werden. In
Abb. 60 sind daher nur die Ergebnisse der Experien8rund 4 dargestellt. Die Kontrolltiere
wiesen einen signifikant niedrigeren 20-HE-Titef als die mit AST-A dsRNA injizierten
Tiere (Abb. 60B; Mann-Whitney U-Test: U = 14; Z 2,536;P = 0,011). Innerhalb einer
Behandlung zeigten die Mannchen einen geringererHER2Jiter als die Weibchen
(Abb. 60A). Bei mannlichen Kontrolltieren war ke2@-HE nachweisbar. Der hochste 20-HE-
Titer konnte mit einem Wert von 8,7 £ 1,8 pg pro hdi dsRNA-injizierten Weibchen
ermittelt werden. Es gab einen signifikanten Urdieiesd zwischen den einzelnen Gruppen
(Kruskall-Wallis H-Test: H = 8,616; df = 3 = 0,035), durch die angewendete sequenzielle
Bonferroni-Korrektur konnten jedoch inpost hoeVergleichen keine signifikanten
Unterschiede nachgewiesen werden (Abb. 60A).
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Abb. 60: 20-Hydroxyecdyson (20-HE)-Hamolymphtiter veiblicher und mannlicher Arbeiter von
Mastotermes darwiniensis drei Tage nach Injektion von Termitenringer oder AST-A dsRNA
(RNAIi-Experimente 3 und 4).

Darstellung von Mittelwert und Standardabweichungektion: 2 pl Termitenringer (weifl3) oder 1 pg
AST-A dsRNA in 2 pl Termitenringer (schwarz). (AQ-BIE-Titer in Abhangigkeit von Behandlung
und Geschlecht. Kruskall-Wallis H-Test: H = 8,616= 3; P = 0,035.Post hoeTest: Mann-Whitney
U-Test mit sequenzieller Bonferroni-Korrektur; esnhten keine signifikante Unterschiede
nachgewiesen werden. n =5 (Weibchen AST-A dsRNA:3). (B) 20-HE-Titer in Abh&ngigkeit von
der Behandlung. * = signifikanter Unterschied zwise den Gruppen (Mann-Whitney U-Test:
U=14;Z=-2,536P=0,011). n = 10 (Ringer) bzw. 8 (AST-A dsRNA).
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6 Diskussion

6.1 Angewendete Methoden

In der vorliegenden Studie wurden verschiedene btkth erstmals bei der Termite
Mastotermes darwiniensengewendet. Dazu gehorten ExpressionsstudienlsniRCR, die

Validierung geeigneter Referenzgene sowie die Mighaler RNA-Interferenz. Die
Ergebnisse der Voruntersuchungen und Methodenddtwig sollen im Folgenden diskutiert

werden.

6.1.1 Identifikation eines geeigneten Referenzgens

Um eine Vergleichbarkeit zwischen verschiedenerb@&rozu gewdahrleisten, muss bei der
Untersuchung der Expression eines Gens eine Naigraing der Messwerte stattfinden.
H&aufig wird dafur eine interne Referenz verwendet,sogenanntes Referenzgen, das in allen
Proben und unter verschiedenen Versuchsbedinguegen stabile Expression aufweist
(Thellin et al. 1999). Bei alteren semiquantitativen Methoden Expressionsbestimmung
wurden haufig sogenannte ,Housekeeping“-Gene vedeterdie eine hohe Expression in
allen Zellen aufwiesen und somit gleichzeitig eimpate Positivkontrolle bildeten. Diese
.Klassischen“ Referenzgene weisen bei modernen ddeth der Expressionsbestimmung
jedoch haufig eine zu hohe Variabilitat auf. Einalifierung des verwendeten Referenzgens
ist daher notwendig (Huggedt al.2005).

Fur Expressionsstudien bei Termiten wurden bisleeschiedene Referenzgene verwendet.
Haufig genutzte Referenzgene sipidktin (z. B. Scharfet al. 2003, 2005a; Liénarét al.
2006; Korbet al. 2009b; Maekawaet al. 2010), NADH-Dehydrogenase (z. B. Zhet al.
2006b, c; Schwinghammesat al. 2011), HSP-70 (,heat shock protein“; z. B. Zheu al.
2006c¢, 2008) und 18S-rRNA (z. B. Koshikawhal. 2005; Cornetteet al. 2006; Weilet al.
2007, 2009). Untersuchungen zur Stabilitat der Esgion der verwendeten Referenzgene
fuhren haufig zu unterschiedlichen Ergebnissen.kBsnte gezeigt werden, dass dabei
verschiedene Faktoren beeinflussend wirken — wee Efawicklungsstadium der Tiere, die
Behandlung oder der verwendete Algorithmus zur &erang (Scharlakeat al. 2008; Hojo

et al.2009, 2011; Van Hiett al.2009; Pontoret al.2011). Aus diesem Grund sollte fir jedes

Experiment das optimale Referenzgen bestimmt werbllech besser ist die Verwendung
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mehrerer Referenzgene (Vandesompeteal. 2002). Generell wurdeif-Aktin, GAPDH,
NADH-Dehydrogenase und E&In den verschiedenen Studien als relativ stalpriexerte

Referenzgene identifiziert.

Fur die Identifikation eines geeigneten Referenggéei M. darwiniensis sollten die
genannten vier Gene untersucht werden. Die Idkatibn der Gene GAPDH und Eérl
schlug fehl, so dass niirAktin und NADH-Dehydrogenase Untereinheit 3 (NDR)f ihre
Eignung als Referenzgen getestet werden konnteneidschiedenen Geweben mannlicher
und weiblicher Arbeiter voM. darwiniensiswurde die Stabilitat der Expression viei\ktin

und ND3 untersucht. Beide zeigten eine eher gerBigdilitat, die aber noch lber der des
ebenfalls getesteten AST-A Gens lag. Das ND3-Gagiezeine minimal gréRere Stabilitat als
B-Aktin und scheint daher als Referenzgen etwasebeg=eignet zu sein. Eine schwankende
Expression beider Gene konnte auch bei Arbeitem Reticulitermes flavipesls Antwort
auf hormonelle und chemische Behandlung oder Veréimdy des sozialen Umfelds
beobachtet werden (Tarvet al. 2010). Enzyme der Atmungskette, zu denen die NADH-
Dehydrogenase gehoért, wurden auch wahrend der mdifferenzierung unterschiedlich
exprimiert (Scharfet al. 2003; Liénardet al. 2006). Eine Regulation der Expression von
Proteinen des Zytoskeletts, zu denen auch flasktin gehdrt, wurde wéhrend der
Kastendifferenzierung ebenfalls beobachtet (Ish&keiral. 2010).

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Validierung kenffitAktin und ND3 — eventuell auch
aufgrund der geringen Stichprobengrof3e — nicht sabbil exprimierte Referenzgene
bestatigen. Vor zukinftigen Experimenten rt darwiniensissollte daher erneut eine
Validierung stattfinden. Unter Einbeziehung eingb@eren Stichprobengréf3e und einer
gréReren Anzahl von potentiellen Referenzgenen teinrso die am besten passenden

Referenzgene gefunden werden.

6.1.2 RNA-Interferenz

Die RNA-Interferenz hat sich in den letzten Jahman einer beliebten Methode zur
Identifikation oder Verifizierung der Funktionen Kamnter Gene entwickelt. Der
Mechanismus der posttranskriptionalen Genstilleguhgch doppelstrangige RNA st
besonders nutzlich bei der Untersuchung von Nichtd#&llorganismen oder Organismen, die
nicht genetisch transformiert werden kdonnen. Ddek&fist meist systemisch, d. h. eine an
bestimmter Stelle injizierte dsRNA kann sich im Eér ausbreiten und an anderen Stellen
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wirken (Review in Bellés 2010). RNAi konnte auchi Beermiten bereits erfolgreich
angewendet werden. Untersuchungen erfolgteReticulitermes flavipeand Cryptotermes
secundusdie dsRNA wurde mittels Injektion oder Verfutteguverabreicht (z. B. Zhoet al.
2006¢, 2008; Korlet al.2009b; Schwinghammet al.2011).

Bei M. darwiniensissollte die RNAiI mittels dsRNA abgeleitet vom AST®@en ausgeldst
werden. Es waren zunachst einige Voruntersuchungawendig. Dadurch sollten die
genauen Parameter fur die RNAi-Versuche bestimmdeve

Es konnte eine erhdohte Mortalitat durch die In@ktibeobachtet werden. Diese war
unabhangig von der Zusammensetzung der Injektisnslp und wurde wahrscheinlich durch
Stress, die Verletzung und das damit verbundeng&heghnfektionsrisiko hervorgerufen. Die
AST-A dsRNA verursachte — unabhangig von der vede&mn Konzentration — keine weitere
Erh6hung der Mortalitat. Eine dosisabhangige Maéiakonnte dagegen in anderen Insekten
nachgewiesen werden, z. B. Isgodoptera frugiperdéGriebleret al.2008; Griebler 2009).
Die Injektion von Ringerlésung fuhrte b&l. darwiniensiszu einer bis zu 44x hdheren
AST-A Expression im Vergleich zu unbehandelten 8imerln anderen Studien konnten durch
Injektion von Ringerldsung reduzierte JH-Titer ngelWwiesen werden (Lorenzt al. 1998;
Griebler et al. 2008). Diese Reduktion des JH-Titers konnte eltisntlurch eine erhéhte
AST-A Expression verursacht worden sein. Da dieshiaindelten Tiere in diesem Experiment
direkt aus der Kolonie entnommen wurden, konntekEdtedhung der AST-A Expression in
Ringer-injizierten Tieren aber auch durch die I8ofader Tiere von der Kolonie ausgeldst
worden sein. Die Isolation fuhrt zu einer signifikavzerdnderten Expression einiger Gene
(Zhou et al. 2007). Trotz Auswirkungen auf die Genexpressiomdewlennoch Ringerldsung
gegenuber sterilem Wasser als Injektionslosung taegd, da ein relativ grof3es
Injektionsvolumen verwendet wurde. Kontrolltiere rdiein daher ebenfalls mit Ringerlésung
injiziert und von der Kolonie isoliert gehalten, uwergleichbare Bedingungen zu den
behandelten Tieren zu schaffen.

Injektionen von verschiedenen Mengen an dsRNA zwstiBimung der optimalen
Injektionsmenge flhrten zu einem unerwarteten HrigebEs wurde eine Erhdéhung der
AST-A Expression statt der erwarteten Reduktionhgawiesen. Diese war am starksten
ausgepragt bei der Injektion der gro3ten Menges&iNé\. Da sich die AST-A Fragmente flr
die Herstellung der dsRNA und fur die Quantifizieguder Expression tberschneiden, wurde
vermutet, dass das injizierte (und nicht abgebadsf)NA-Fragment wahrend der qPCR

ebenfalls detektiert wurde. In einem Versuch zumekiden Nachweis der AST-A dsRNA
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mittels gPCR konnte das dsRNA-Fragment spater — beeits vermutet — tatsachlich
nachgewiesen werden. Auch bei Injektion von Vigdioin-dsRNA in Honigbienen wurde
die injizierte RNA nach 15 Tagen noch detektienn@amet al.2003). Abgebaute Fragmente
der dsRNA (,small interfering RNA"; siRNA) solltedagegen in der gPCR aufgrund der
geringen GroR3e (21 — 23 bp) nicht nachweisbar d8as Vorkommen nicht abgebauter
dsRNA deutet auf eine zu hohe eingesetzte Menge dsRRNA hin. Diese Uberstieg
wahrscheinlich die Kapazitat des Enzyms Dicer (Amdst al. 2003), das die dsRNA zu
SsiRNA abbaut (Review in Bellés 2010; Terenetsal. 2011). Die Aufnahme der dsRNA in
die Zellen erfolgt vermutlich Uber einen passiveozss durch das Protein SID-1 (,systemic
RNAI defective®), das einen Kanal fur die dsSRNAdait. Dieser Prozess ist diffusionslimitiert
und konzentrationsabhangig, d. h. die Aufnahmelgirikchneller bei hdherer extrazellulérer
Konzentration (Shiket al. 2009; Shih & Hunter 2011). AST-A dsRNA mit der h&ten
Konzentration (2 pg/2 pl) wirde demnach am schiegllsy die Zellen aufgenommen werden
und sich dort ansammeln, ohne zu siRNAs abgebauwverden. Die beim Direktnachweis
mittels gPCR bestimmte Konzentration der dsRNA yemloch sehr viel geringer als die
Konzentration beim Experiment zur Bestimmung deinoglen Injektionsmenge. Dies lasst
auf die Beteiligung weiterer Prozesse an der Erhglder AST-A Expression nach Injektion
von AST-A dsRNA schlieRen. Um den Nachweis derziajten dsRNA in der gPCR generell
auszuschlieBen, wurde in nachfolgenden Experimedganoch ein anderes Fragment fir die
Herstellung der dsRNA verwendet, welches sich nichit dem Fragment fir die

Quantifizierung der AST-A Expression uberlappte.

6.2 Identifikation des Allatostatin A-Gens

Die AST-A Gene der beiden untersuchten AttérdarwiniensisundC. darwinikonnten zum
grofdten Teil identifiziert werden. Dabei zeigterchsian einzelnen Positionen gravierende
Unterschiede zwischen den beiden Sequenzen. Aseédgseikonnten aber auch zahlreiche
identische oder &hnliche Sequenzabschnitte beaddiacherden, was auf eine enge
Verwandtschaft der beiden Arten hindeutet.
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6.2.1 Sequenz des Allatostatin A-Gens voNlastotermes darwiniensis

Das identifizierte AST-A Gen voM. darwiniensishat eine Lange von 1238 bp. Der ORF
erstreckt sich Uber 1098 bp und kodiert ein Trdimsiaprodukt von 365 Aminosauren. Es
wurden keine Introns innerhalb des ORF identifizi®er Aufbau des AST-A Gens von
M. darwiniensisdhnelt demnach dem der bereits bekannten AST-A @enBlattaria (Donly
et al. 1993; Dinget al. 1995; Belleset al. 1999), Orthoptera (Vanden Broeek al. 1996;
Meyering-Voset al.2001) und der TermitReticulitermes flavipeéElliott et al. 2009b). Bei
Diptera und Lepidoptera dagegen sind Introns irsbrdes ORF vorhanden (E&stal. 1996;
Davey et al. 1999; Lenzet al. 2000b). Das Translationsprodukt des AST-A Genseist
Praproallatostatin-Polypeptid, welches aminoterinmé einem Signalpeptid beginnt. Die
Identifikation eines Signalpeptids deutet darauf, kiass es sich bei dem Prohormonvorlaufer
um ein sekretorisches Polypeptid handelt. Das $gpéad wird wahrend des Transports des
Polypeptids durch die Membran des endoplasmatisBattkulums abgespalten (von Heijne
1990). Mit nur neun Aminosauren ist das identifitgeSignalpeptid relativ kurz. Zudem
konnten die drei charakteristischen Regionen eiSégnalpeptids — positiv geladen,
hydrophob und polar (von Heijne 1990) — nicht eirtdge identifiziert werden. Dies deutet
darauf hin, dass das als Translationsstartpunkitifdgerte Methionin an Position 28-30
eventuell nicht den Startpunkt der Translation tdits Es konnte noch ein weiteres
Methionin in der unbekannten Sequenz in 5’-Richtuadhanden sein.

Das Translationsprodukt weist dibasische endoplgitsche Schnittstellen auf, die die
Freisetzung mehrerer Peptide aus dem Prohormomverlérmdglichen. Diese werden fast
immer gebildet von den Aminosauren Lysin und AngiiLoh & Gainer 1983; Veenstra
2000). BeiM. darwiniensisfinden sich zusatzlich zwei Schnittstellen aus-Arg und eine
aus Lys-Lys. Weiterhin gibt es am Ende der ideniften Sequenz eine monobasische
Schnittstelle aus einem Lys. Ob an den dibasis8utmittstellen tatsachlich eine Abspaltung
vorkommt, ist unklar. Laut Veenstra (2000) werdemam®ngen aus Lys—Arg immer
geschnitten, wenn an Position +1 keine aliphatisshmnosaure (Met, Leu, lle, Val) folgt.
Die Prozessierung an Schnittstellen aus Arg—Arg aasl Lys—Arg mit einer aliphatischen
Aminosaure an Position +1 ist unterschiedlich. Baarungen von Lys—Lys sind Spaltungen
bei Insekten sehr selten. An monobasischen Sctatigts aus Arg kommt es zur Spaltung,
wenn an Position -8, -6 oder -4 eine weitere basiskminosaure (Arg, Lys oder His) zu
finden ist. Bei monobasischen Schnittstellen aus kgnnte dies bisher nicht gezeigt werden
(Veenstra 2000). Neben den dibasischen Schnitistelllie die potentiellen Peptide
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flankieren, finden sich zwei zuséatzliche innerhaér potentiellen AST-A Peptide. Die
Schnittstelle innerhalb von Masda-AST-2 wurde ileralbisher untersuchten Vertretern der
Blattaria, Isoptera, Diptera, Lepidoptera, Hymeroptund Orthoptera gefunden. Durch die
Schnittstelle wird die Prozessierung in zwei pdtdie Peptide mit allatostater Funktion
ermdoglicht — das lange AST-2 und das kurze ASTB&ide Peptide konnten bisher bei
Schistocerca gregari@Veelaertet al. 1996a, b)Periplaneta americandPredelet al. 1999);
Cydia pomonellaund Helicoverpa armigergDuve et al. 1997c) nachgewiesen werden. Bei
Calliphora vomitoriakommt hingegen ausschlief3lich die kurze Form Barve et al. 1996).
AST-2b zeigt im Vergleich zu AST-2 eine reduzieff@kung auf die JH-Biosynthese vitro
(Pratt et al. 1991; Veelaertet al. 1996b), ist aber als Myoinhibitor des Vorderdamaos

C. pomonellaaktiv (Duveet al. 1997a). Die Schnittstelle innerhalb von Masda-AlTwird
durch Arg-Arg gebildet. Ob an dieser Stelle einespditung stattfindet, ist nicht bekannt. Die
Prozessierung an Schnittstellen aus Arg-Arg istenschiedlich und nicht eindeutig
vorhersehbar. Auch partielle Abspaltungen wurdesbbehtet (Veenstra 2000).

Wenn die Nutzung der genannten Schnittstellen girf&@bnnen aus dem Prohormonvorlaufer
14 (15 bis 16 bei Nutzung der internen Schnittsteih Masda-AST-2 und 11) potentielle
Peptide abgespalten werden. Davon weisen neunudid$T-A Peptide charakteristische
C-terminale Sequenz Y/FXFGL auf. Im Peptid MasdaFASerfolgte ein Austausch des
terminalen Leu mit Val. Dies konnte auch bei jeeemnPeptid vonGryllus bimaculatus
(Meyering-Voset al. 2001) undSchistocerca gregari@dvVanden Broeclet al. 1996) gezeigt
werden. Im Peptid Masda-AST-11 war Met statt Lea @Gi-terminale Aminosaure. Met-
Allatostatine wurden auch b€&l. vomitorianachgewiesen. Die biologische Aktivitat der Met-
Allatostatine als allatoregulierende Peptide korshiech die inhibitorische Wirkung auf die
CA von Diploptera punctataund Periplaneta americanamachgewiesen werden (Due¢ al.
1993, 1994). Weiterhin wurde eine inhibierende Winl auf die Hinterdarmkontraktion bei
C. vomitoria gezeigt (Duveet al. 1994, 1995). Durch Identifikation des AST-A Germnv
C. vomitoriawurde jedoch nachgewiesen, dass die Met-Allatostaticht auf dem AST-A
Gen kodiert werden. Es wurde daher vermutet, €asgomitoria— im Gegensatz zu allen
anderen Insekten mit identifiziertem AST-A Gen —ezWST-A Gene aufweist (East al.
1996). Drei weitere potentielle Peptide des AST+A®rmonvorlaufers voM. darwiniensis
(Masda-AST-1, 5 und 14) zeigten ebenfalls eine Ablmeng von der Y/FXFGL-Struktur der
AST-A Peptide. Bei allen drei Peptiden kam es weaemlich durch jeweils eine
Punktmutation zum Austausch einer Aminoséaure (jswvewei bei Masda-AST-1). Die

Bedeutung dieses C-terminalen Endes fur die Bivigdti wurde beim Peptid AST-4 von
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D. punctata(Dippu-AST-4) bestimmt. Ein Austausch der AminagiuPhe, Gly und Leu des
C-terminalen Endes jeweils durch Ala fuhrte zu sinéerlust der inhibitorischen Wirkung
auf die CA. Der Austausch von Tyr durch Ala fuhde einer starken Reduktion der
inhibitorischen Wirkung auf die CA (Hayext al. 1994). Besonders das Phe scheint wichtig
fur die Rezeptorbindung zu sein (Haygsal. 1994; Nachmaset al. 1998). Der Austausch von
Leu gegen lle, welches ebenfalls haufig in AST-AtiReen zu finden ist, fuhrt dagegen nicht
zu einer Verringerung der Bioaktivitat (Pratt al. 1991). Bei AST-A Peptiden mit Val statt
Leu am C-Terminus kann aufgrund der ebenfalls atisbhen Natur von Val auf eine
vorhandene Bioaktivitdt geschlossen werden. Kaial. (2011) konnten dagegen eine
deutliche Verringerung der Bioaktivitat durch Austeh von Leu gegen Val, lle oder Met
beobachten. Die Auswirkung des Austauschs von Asdinen auf andere Funktionen der
AST-A Peptide (z. B. Inhibition der Kontraktion zeraler Muskulatur) wurde bisher nicht
untersucht. Die veranderte Struktur der potentieleptide Masda-AST-1, 5 und 14 lasst
darauf schliel3en, dass sie keine wirksamen Inmdéntaler JH-Biosynthese darstellen. Auch
die Benennung als potentielle AST-A Peptide sallberdacht werden, da die drei Peptide
nicht die charakteristische C-terminale StruktuFXFGL bzw. Y/FXFGL/I/V aufweisen.
Zudem wird Masda-AST-14 von einer monobasischemiBstelle flankiert, an der eventuell
keine Abspaltung stattfindet (Veenstra 2000).

Nach dem C-Terminus der potentiellen AST-A Pepfalgt normalerweise ein Glycin. Die
Aminosaure Glycin ermoglicht die Amidierung der Bae durch die Peptidylglycin-
Amidierung-Monooxygenase (Bradbuey al. 1982; Murthyet al. 1986; Eippetret al. 1992).
Laut Prattet al. (1989) und Kaiet al. (2011) ist die Amidierung der AST-A Peptide
notwendig fur die allatostate Aktivitat. Kein Glynflet sich dagegen bei den potentiellen
Peptiden Masda-AST-5, 9, 10 und 14. Eine Prozassielan diesen Stellen des AST-A
Prohormonvorlaufers wirde demnach zu nicht-amielreReptiden fihren, die keine Wirkung
auf die JH-Biosynthese der CA héatten. Die Peptidsda-AST-5 und 14 weisen zudem nicht
die charakteristische C-terminale Sequenz der ASP&ptide auf. Eine Wirkung der
Amidierung auf andere Funktionen der AST-A Peptidede nicht untersucht. Bei anderen
Peptiden wurde die Notwendigkeit der Amidierung flie Bioaktivitdt jedoch ebenfalls
gezeigt (Mainset al. 1983; Manninget al. 1984). Es kann daher davon ausgegangen werden,
dass durch verschiedene Punktmutationen Nbeidarwiniensisdie Funktionalitat einiger
Peptide des Prohormonvorlaufers verlorengegangenDie Bioaktivitdt der potentiellen
Peptide wurde bisher nicht Gberprift. AST-A Peptida M. darwiniensisvurden noch nicht

direkt isoliert.
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6.2.2 Sequenz des Allatostatin A-Gens vo@ryptocercus darwini

Die bisher identifizierte Teilsequenz des AST-A &enC. darwiniist 1137 bp lang. Sie
enthalt den Translationsstartpunkt und den gréfehdes ORF. Das 3’-Ende und ein Teil
des ORF mit einer Lange von ca. 30 Nukleotiden kemrbisher noch nicht sequenziert
werden. Ebenso wie beim AST-A Gen vavl. darwiniensis wurden keine Introns
identifiziert. Bei Diploptera punctataund Periplaneta americana ebenfalls Blattaria,
dagegen konnten Introns aul3erhalb des ORF am %-Hed Gens nachgewiesen werden
(Ding et al. 1995). Das Translationsprodukt besteht aus 366nAsduren und beginnt
aminoterminal mit einem 27 AS langen Signalpefddi@gses wird wahrend des Transports des
Polypeptids durch die Membran des endoplasmatisBietikulums abgespalten (von Heijne
1990). Im Gegensatz zur Sequenz vibh darwiniensis scheint das Signalpeptid bei
C. darwinivollstandig identifiziert worden zu sein.

Das Translationsprodukt des AST-A Gens Wndarwini enthélt wie beiM. darwiniensis
zahlreiche dibasische endoproteolytische SchrlgateFast immer bestehen diese aus den
Aminosauren Lys-Arg. Lediglich eine Schnittstellerdvgebildet von Arg-Arg und eine
weitere von Arg-Lys. Letztere befindet sich inndpbhaes dritten sauren Spacers. Laut
Veenstra (2000) ist die Spaltung bei einer Paamorg Arg-Lys bei Insekten jedoch noch
nicht beobachtet wurden. Innerhalb des potentigfleptids Cryda-AST-2 befindet sich eine
weitere dibasische Schnittstelle. Dies entsprign Hisher untersuchten AST-A Sequenzen
der Blattaria, Isoptera, Diptera, Lepidoptera, Hypomera und Orthoptera. Ob eine Spaltung
an dieser Stelle b&. darwinistattfindet, ist bisher ungeklart.

Unter Bericksichtigung aller Schnittstellen  kdonnemus dem identifizierten
Prohormonvorlaufer vor€. darwini 13 (14 mit Cryda-AST-2b) potentielle AST-A Peptide
abgespalten werden. Alle Peptide weisen die fur ASTharakteristische C-terminale
Sequenz Y/FXFGL auf. Ein potentielles 14. (bzw.)1AST-A Peptid befindet sich am
C-terminalen Ende des bisher identifizierten Protanvorlaufers. Die Sequenz des Peptids
ist nicht vollstandig, endet aber mit YDF, was dBaginn des C-terminalen Endes YDFGI/L
darstellen kdnnte. Eine Kombination bekannter Sezgie von anderen Blattaria und Isoptera
zeigt ein C-terminales Peptid mit der Konsensusseru/L/V-P-1/M-Y-D-F-G-I/L, welche
der vermuteten Sequenz IPMYDFGI/L von Cryda-AST-14ntspricht. Der
Prohormonvorlaufer voi€. darwini enthélt demnach wahrscheinlich 14 (bis 15) potdeti
AST-A Peptide.
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Nach allen potentiellen AST-A Peptidsequenzen @odarwinifolgt ein Glycin. Dieses wird
wahrend der Amidierung der Peptide durch die Peglgigcin-a-Amidierung-
Monooxygenase abgespalten (Bradbatyal. 1982; Murthyet al. 1986; Eipperet al. 1992).
Alle potentiellen AST-A Peptide vorC. darwini kbnnten demnach amidiert sein und
biologische Aktivitat als allatoregulierende Neugppde aufweisen (Pragt al. 1989; Kaiet

al. 2011). Trotz vorhandener Amidierung (Pratt al. 1989) und C-terminaler AST-A
Sequenz (Hayest al. 1994) weisen dennoch nicht alle bisher isolieAST-A Peptide die
gleiche biologische Aktivitdt auf. So konnte geteigerden, dass einige Peptide besonders
gute Inhibitoren der JH-Biosynthese darstellen, eemddagegen die Kontraktion der
Darmmuskulatur besonders effektiv hemmen (Bendenal. 1997). Die Bioaktivitat der

potentiellen AST-A Peptide va@. darwiniwurde bisher nicht Gberprift.

6.3 Phylogenetische Sequenzanalyse des Allatostatin Aefss

Der Vergleich der Sequenzen des AST-A Prohormodufels von C. darwini und

M. darwiniensis mit bekannten AST-A Sequenzen anderer Dictyopteeagt grolie
Ahnlichkeiten hinsichtlich der Lange und Organisatiles Prohormonvorlaufers. Die Anzahl
und Anordnung der Peptide und Spacer ist fastisledntDabei weist der Prohormonvorlaufer
hoch konservierte und variable Regionen auf. Zu klemservierten Regionen z&hlen die
einzelnen AST-A Peptidsequenzen, die Spacerregisimehdagegen eher variabel. Innerhalb
der AST-A Peptidsequenzen kommt es zwischen allety@ptera zu einer Ubereinstimmung
von 78 bis 99%. Die groRte Ahnlichkeit zeigen diBTAA Sequenzen vo@. darwini und

M. darwiniensiszu den Sequenzen der TermReticulitermes flavipesind der Schaben
Blatta orientalisundPeriplaneta american&beide Familie Blattidae). Dies spiegelt sich auch
in den Stammbaumen wider, in denen diese finf Afgst immer zusammengruppiert

wurden.

In beiden Stammbaumen zur Phylogenie der Dictyapbgideten die Familien Blaberidae
und Blattidae jeweils eine monophyletische Grufpes entspricht der gangigen Phylogenie
der Blattaria (Kambhampati 1995; Inwaed al. 2007a; Loet al. 2007a; Wareet al. 2008;
Roth et al. 2009). Die Familien Blaberidae und Blattellidacb@ifamilie Blaberoidea)
gruppierten zusammen. Die Blattellidae waren dabeie bereits in anderen Studien gezeigt
wurde — entweder monophyletisch (Abb. 35, S. 148mkhampati 1995; Let al. 2007a)
oder paraphyletisch (Abb. 36, S. 141; Inwatdl. 2007a; Warest al.2008; Rothet al. 2009)
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in Bezug auf die Blaberida®l. darwiniensisgruppierte entweder mit der TermRe flavipes
und beide Termiten bildeten die Schwestergruppe @ordarwini oder M. darwiniensis
gruppierte mit der Schali darwini Dies ist ein weiterer Beleg fur die enge Verwanbaft
der Termiten mit der Familie Cryptocercidae, dieelis im Jahr 1934 von Clevelamd al.
aufgrund ahnlicher endosymbiontischer Darmflagefiatermutet wurde. Trotz gegenteiliger
Meinungen (z. B. Thorne & Carpenter 1992; Baatlal. 1995; Gadeet al. 1997a) gilt die
enge Verwandtschaft zwischen Termiten und Cryptidae heutzutage als gesichert (z. B.
Klass & Meier 2006; Inwarcet al. 2007a; Legendret al. 2008; Daviset al. 2009). Die
zentrale Stellung beider Termitenarten innerhally Béattaria bestéatigt zusatzlich die
Paraphylie der Blattaria und die Monophylie dertt®idea (Hennig 1981).

Der Vergleich der AST-A Gene und Prohormonvorlaud®n Vertretern verschiedener
Insektenordnungen offenbarte eine Veranderung dgar@sation im Lauf der Evolution. Bei
hoher entwickelten Insektenordnungen — wie Diptehanenoptera und Lepidoptera — kam
es zur Reduktion der Anzahl der AST-A Peptide. ieeitig wurde die Anzahl der Exons
und Introns im AST-A Gen erhéht (Martinez-Péetal. 2009).

Die phylogenetische Analyse des AST-A Gens dieserAdten zeigte erneut die enge
Verwandtschaft der Blattaria und Isoptera und liggéadie Position der Isoptera innerhalb
der Blattaria. Gryllus bimaculatus (Ensifera) bildete in beiden Stammbaumen die
Schwestergruppe der Blattodea. Dies deutet auf Edgnung von G. bimaculatusals
AulBengruppe fir die Untersuchung der Phylogenidileoptera hin (Maekawat al. 1999;
Wareet al. 2008). Eine enge Verwandtschaft zwisclsahistocerca gregariéCaelifera) und
G. bimaculatuskonnte dagegen nicht bestatigt werden. Die Ordenrignsifera und Caelifera
— oft als ,Orthoptera“® zusammengefasst — wurden aimderen Studien meist als
Schwestergruppen identifiziert (z. B. Maekawh al. 1999; Kjer 2004; Zandawaleat al.
2012). Aufgrund der unterschiedlichen Anzahl defTAS Peptide beiS. gregaria(10) und
G. bimaculatug14) ist die fehlende Gruppierung jedoch nichtridgchend.

Die Vertreter der Diptera wurden in den beiden Wyrgppen Brachycera (Fliegen) und
Nematocera (Micken) zusammengefasst. InnerhalBrd@hycera gruppierten alle Arten der
GattungDrosophila zusammen und bildeten die Schwestergruppe zu efgfichen Arten.
Eine klare Trennung der Diptera in Nematocera undcBycera ist auch in anderen
Stammbaumen zu finden (z. B. Martinez-Pérdz al. 2009; Meusemanret al. 2010;
Zandawaleet al.2012). Die Anordnung der beiden Untergruppen zaraier unterschied sich
jedoch zwischen den Stammb&aumen. Im Stammbaunantend von Aminosauresequenzen
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berechnet wurde, gruppierten beide zusammen. Béamm8baum der Nukleotidsequenzen
dagegen bildeten die Nematocera die SchwestergrdppeBlattodea/Ensifera-Komplexes.
Die Lepidoptera und Hymenoptera wurden — im Gedenga den Diptera — in beiden
Stammbaumen jeweils als monophyletische Gruppentiftgert. Sie zeigten eine enge
Verwandtschaft zueinander und zu den Diptera. Atks Ordnungen — Diptera, Lepidoptera
und Hymenoptera — zahlen zu den Holometabola undtdar den am weitesten evolvierten
Insekten (z. B. Kjer 2004; Davist al. 2010; Ishiwataet al. 2011). Die beiden Hemiptera-
Arten Rhodnius prolixusind Acyrthosiphon pisurhatten keine feste Position im Stammbaum
und zeigten keine Verwandtschaft zueinander. Eirgech der AST-A Prohormonvorlaufer
zeigte zwar eine &hnliche Peptidanzahl bei beidebz{v. 8), ansonsten aber eher geringe
Ahnlichkeit. Die eher basale Position der Hemiptenarde dennoch bestatigt (z. B. Kjer
2004; von Reumoret al.2009; Meusemanet al.2010).

Alle Stammbaume unterschieden sich teilweise d#uth ihrer Topologie. Dies wurde auch
von Bellés et al. (1999) beobachtet, die ebenfalls AST-A Aminoséaurend
Nukleotidsequenzen fiir die Berechnung der Phyl@gdar Blattaria verwendeten. Neben der
Studie von Belléset al. (1999) gab es bisher zwei weitere, die AST-A Seqae fir
phylogenetische Stammbaumberechnungen nutztenifidasPérezt al.2009; Zandawalat

al. 2012). Der Vergleich der beiden mit den hier \egénden Stammb&umen zeigte ahnliche,
aber nicht identische Ergebnisse. Dies liegt zunerai an der unterschiedlichen GroRRe der
Datensatze (hier: 42 Arten; Martinez-Pémdzal. 2009: 28 Arten; Zandawalat al. 2012:

21 Arten), zum anderen an den unterschiedlichenhdEn der Stammbaumberechnung.
Zudem wurden unterschiedliche AuRengruppen zum @hider Stammbaume gewahlt. Der
grof3e Einfluss der gewahlten AulRengruppe und aechgdwahlten Innengruppen auf die
Topologie von Stammbaumen konnte bereits bei Umtbtengen der Phylogenie der
Dictyoptera gezeigt werden (Grandcolas & D'Haed&120Vareet al. 2008). Hier wurde der
RuderfuRkrebsCalanus finmarchicusls Aul3engruppe gewéhlt, da dieser als Vertreger d
Crustacea eine nahe Verwandtschaft zu den untéesutisekten aufweist (von Reumagit

al. 2009; Meusemanret al. 2010). Zudem ist der Prohormonvorlaufer mit nuebsn
potentiellen AST-A Peptiden den Prohormonvorlaufesn Insekten ahnlicher als die anderer
Crustacea mit mehr als 30 potentiellen AST-A Paptiflrin et al.2006; Christieet al.2008).
Neben der Auswahl der untersuchten Taxa, der Au@ppg und der Methodik hat auch die
Lange der Sequenzen einen Einfluss auf die Topelegh Stammbaumen (Grandcolas &
D'Haese 2001).
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Einer der wichtigsten Punkte bei phylogenetischeralysen ist jedoch die Auswahl eines
geeigneten Gens. Fur Stammbaumberechnungen harigerndete Gene gehéren entweder
zu den mitochondrialen Genen (MtDNA) oder zu deklear lokalisierten Genen der
ribosomalen RNA (rDNA). Beispiele fur haufig verwkaie Gene sind Cytochromoxidase |
und Il, NADH-Dehydrogenase 5, 16S-rDNA, 12S-rDNAtDNA) oder 28S-rDNA (Review

in Caterinoet al. 2000; Carapellet al. 2006). Mitochondriale Gene evolvieren schnell und
sind daher eher geeignet, nah verwandte Arten mierehen (Lin & Danforth 2004; Waret

al. 2008). Protein-kodierende nukleare Gene sind dagefper konserviert und eignen sich
fur phylogenetische Untersuchungen entfernt verteandrten (Lin & Danforth 2004;
Carapelli et al. 2006; Wareet al. 2008). Das Alignment — als kritischer Faktor bei
phylogenetischen Untersuchungen (Swoffetdl. 1996; Inwardet al.2007a) — ist zudem bei
protein-kodierenden Genen einfacher, da die Nukleotn Tripletts angeordnet sind
(Carapelli et al. 2006). Beispiele flur protein-kodierende nukleakalsierte Gene in
Stammbaumanalysen sind k- RNA Polymerase Il oder Histon H3 (Review in Cateret

al. 2000; Lin & Danforth 2004; Carapellet al. 2006). Uber die Eignung von
Neuropeptidgenen in phylogenetischen Analysen wuwelenfalls bereits spekuliert. Da
Neuropeptide als Liganden in ihre Rezeptoren passémsen, weisen Neuropeptidgene
konservierte Bereiche auf. Gleichzeitig gibt esialdle Abschnitte, so dass phylogenetische
Analysen zwischen naher und weiter entfernt ventemdirten moglich sind (Rotlet al.
2009). AST-A Gene weisen diese Merkmale ebenfall§ and scheinen daher fir
phylogenetische Untersuchungen gut geeignet zu(Beilteset al. 1999; Rothet al. 2009).
Das Alignment von AST-A Genen unterschiedlicheekisnordnungen war jedoch schwierig
durch die unterschiedliche Lange und die untersiticiee Anzahl der Peptide. Die teilweise
unterschiedlichen Ergebnisse der verwendeten Metho@NJ und BIl) und die geringe
statistische Absicherung einiger Abzweigungen I&ssh dadurch erklaren. Fur gesicherte
Aussagen zur Phylogenie scheint das AST-A Gen nalledaher nicht geeignet. Eine
Kombination verschiedener Gene mit dem AST-A Gemdethingegen die Qualitat des

phylogenetischen Vergleichs erhéhen (Review in @lhieet al. 2006).
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6.4 Hormongehalt und Expression des Allatostatin A-Gens
wahrend der Kastendifferenzierung von Mastotermes
darwiniensis

Um den Einfluss des Hormongehaltes auf die Kastiemenzierung vorM. darwiniensiszu

untersuchen, wurden verschiedene Methoden verwebdeerfolgte die Bestimmung des

Gehalts von Ecdysteroiden und Juvenilhormonen inr déémolymphe und in

Ganztierextrakten verschiedener Entwicklungsstadf@risatzlich wurde die Expression des

Allatostatin A-Gens bei einzelnen Entwicklungsséadanalysiert, da dieses den JH-Gehalt

durch Regulation der Biosynthese beeinflussen k&im.tatsdchlich ein Zusammenhang

zwischen JH und AST-A béil. darwiniensidesteht, wurde ebenfalls untersucht.

6.4.1 Hormongehalt von Mastotermes darwiniensis

Der Hormongehalt der einzelnen Kasten und Entwiadghstadien voiM. darwiniensisvurde
mittels HPLC-MS ermittelt. Dafir wurden die funf Heone 20-Hydroxyecdyson, Ecdyson,
JH IIl, JH Il und JH | quantifiziert. Generell siflssagen tber den Einfluss der gemessenen
Hormone auf die Kastendifferenzierung anhand de/ogaenen Daten schwierig. Es konnten
nur Momentaufnahmen von Individuen unbekanntenré\lie einzelnen Entwicklungsstadien
und Kasten untersucht werden. Der Verlauf des Hagabalts innerhalb eines Stadiums und
die Weiterentwicklung der untersuchten Individu@emiten dagegen nicht bestimmt werden.
Auch innerhalb eines Stadiums kdnnen jedoch gro@ew&nkungen des Hormontiters
auftreten (Riddiford 1994; Korét al.2012).

6.4.1.1 Juvenilhormon

Alle Proben enthielten JH 1ll. JH 1l und JH | koentdagegen in keiner Probe nachgewiesen
werden. JH Il ist das dominante JH-Homolog bei degisten Insekten (Nijhout 1994) und
wurde bisher in allen untersuchten Termitenarten emhziges JH-Homolog nachgewiesen
(z. B. Meyeret al. 1976; Park & Raina 2004; Yagt al. 2005; Maekawaet al. 2010). Die
gemessenen Werte lagen zwischen 30 und 850 pgl jHollul Hamolymphe. Diese Werte
entsprechen JH llI-Messungen bei den Termidemotermopsis sjosted(Messung mittels
HPLC-MS; Cornetteet al. 2008; Gotohet al. 2008) undCryptotermes secundy®essung
mittels Radioimmunoassay; Kost al. 2009a, 2012). Bei den Ganzkorperextrakten wurden
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durchschnittliche Werte von 1 bis 35 pg JH Ill pmag Frischgewicht ermittelt.
Untersuchungen a@optotermes formosanueigten dagegen einen hoheren JH IlI-Gehalt.
Dieser lag bei Arbeitern und Soldaten v8n formosanugwischen 13 und 60 pg pro mg
Frischgewicht (Park & Raina 2004, 2005; Raieaal. 2008; Miyazakiet al. 2009), bei
M. darwiniensis dagegen nur bei ca. 3 pg pro mg Frischgewicht. sddaten von
C. formosanusviesen einen enorm erhdhten JH 1lI-Gehalt von p@ro mg Frischgewicht
auf (Park & Raina 2004). Béil. darwiniensiswurden im Untersuchungszeitraum keine
Vorsoldaten beobachtet und konnten daher nichtrsuntbt werden. Ein noch héherer JH I1lI-
Gehalt von ca. 12 ng pro mg Frischgewicht wurde bgmnphoiden Neotenics von
Reticulitermes speratugemessen (Maekawat al. 2010). Der JH llI-Gehalt kann sich
demnach zwischen den verschiedenen Termitenartemliotle unterscheiden. Zusatzlich
konnen Unterschiede zwischen den Studien auch duntbrschiedliche Methoden der
Messung und Probenvorbereitung auftreten. Die Mueg=u erfolgten entweder mittels
HPLC-MS, Radioimmunoassay oder Gaschromatograplasskhspektrometrie (GC-MS).
Schon bei Messungen an der MittelmeerfeldgriBeyllus bimaculatuskonnte gezeigt
werden, dass die Messung mittels HPLC-MS hoherdI3Werte ergab als die Messung
derselben Proben mittels GC-MS (Westerlund 20049(3& Unterschiede innerhalb einer
Termitenart bei ahnlicher Messmethode wurden elisnfi@obachtet (Liuet al. 2005a, b;
Mao et al. 2005; Mao & Henderson 2010). Auch dafir kann ddreache Ursachen geben.
Einfluss auf den JH-Gehalt hat beispielsweise digekzeit (Lischer 1972, 1976; Leti al.
2005a), die Gruppengréfie (Mao & Henderson 2010) daeDauer der Haltung im Labor
(Park & Raina 2005; Korlet al.2009a). Unterschiede im JH-Gehalt bestehen auddchen

verschiedenen Kolonien (Liet al.2005a; Wende & Kaib unveréffentl. Daten).

Bei M. darwiniensiswiesen die Tiere der apteren Linie (Larven, Argiteinen hdheren
JH lll-Gehalt auf als die Tiere der nymphalen Linfdymphen, Alaten). Dies ist in
Ubereinstimmung mit dem Modell von Nijhout & Whee(@982) zum Einfluss von JH auf
die Kastendifferenzierung. Nach Nijhout & Wheel@982) fuhrt ein geringer JH-Gehalt
wahrend bestimmter JH-kritischer Phasen zur Entwick von Alaten Uber ein oder mehrere
Nymphenstadien. Das Modell bezieht sich allerdiags Termiten mit linearer Entwicklung.
M. darwiniensisdagegen weist eine zweidstige Entwicklung mit étifirennung in aptere
und nymphale Linie auf. Daher ist eine Ubertraganfdas Modell von Nijhout & Wheeler
(1982) schwierig. Der JH llI-Gehalt scheint bé&l. darwiniensis von den frihen

Nymphenstadien hin zur Alate abzusinken. Es ishtnin6glich, anhand der vorhandenen
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Daten eine genauere Aussage beziiglich des VedasfdH llI-Gehalts zu treffen. Zum einen
konnten von den theoretisch vorhandenen elf Nymgtiadiren (Watsort al. 1977b) nur die
ersten drei untersucht werden. Zum anderen kamuesh dlie Vereinigung der Proben zu
einer Reduktion der Stichprobenzahl. Daher koniitedie Nymphenstadien und die Alaten
nur jeweils ein Messwert ausgewertet werdearinge JH-Titer in Nymphen wurden auch bei
Hodotermopsis sjostediCornetteet al. 2008) undCryptotermes secund(Korb et al.2009a,
2012) nachgewiesen. B@. secundukommt es im Verlauf der Entwicklung der einzelnen
Nymphenstadien bis hin zum Adultstadium zu einetig¢n Abnahme des JH-Titers (Kagb
al. 2009a, 2012) ahnlich wie bei der Imaginalentwiokjuanderer hemimetaboler Insekten
(Lanzrein et al. 1985a; Nijhout 1994). Der niedrige JH-Titer beirm@ennymphen wird
bendtigt fir die Entwicklung der Adultmerkmale wikdligelanlagen, Komplexaugen oder
Pigmentierung der Kutikula (Nijhout & Wheeler 1982um JH-Gehalt in Nymphen von
Termiten mit zweiastigem Entwicklungsweg gibt eshier keine Untersuchungen. Es gibt
lediglich eine Studie, in der das CA-Volumen vonrsehiedenen Nymphenstadien bei
Macrotermes michaelserbestimmt wurde. Es kam zum Anstieg des CA-Volumeos)
ersten zum funften Nymphenstadium. Aufgrund dercleitigen Zunahme der Kerndichte
kann jedoch eine Zunahme der Aktivitat ausgeschlosgerden (Okot-Kotber 1985).

M. darwiniensisAlaten hatten mit 53 + 27 pg/ul den geringstenlJHHamolymphtiter aller
untersuchten Gruppen. Bei anderen TermitenarterdeadH-Gehalt der Alaten etwas héher
als der JH-Gehalt im letzten Nymphenstadium (Ketbal. 2009a, 2012; Maekawat al.
2010). BeiC. secundusvies das letzte Nymphenstadium nach kontinuieglichbnahme den
geringsten JH-Titer auf (Korbkt al. 2009a, 2012). Das letzte Nymphenstadium konnte bei
M. darwiniensisnicht untersucht werden. Es kann daher nicht achdessen werden, dass
auch beM. darwiniensisder JH-Gehalt der Nymphenstadien kontinuierlickirkt und nach
der Adulthdutung wieder leicht ansteigt. Alatendstiie primaren Geschlechtstiere und meist
verantwortlich fir die Grindung neuer Kolonien wtid Reproduktion (Nutting 1969). Ein
geringer JH-Gehalt in Alaten erscheint daher n&hnvoll, da JH fur viele Aspekte der
Reproduktion benétigt wird. In anderen hemimetabdiesekten wie Grillen und Schaben
kommt es nach der Adulthdutung zu einem erneutsthes Anstieg der JH-Synthese bzw.
des JH-Titers (Lanzreiet al. 1978, 1985a; Cruet al. 2003; Westerlund 2004). Die JH-
Synthese bzw. der JH-Titer korreliert dabei mit d&fachstum und der Reifung der Oozyten
(Engelmann 1957; Tobe & Stay 1977; Lanzrefral. 1978; Schakt al.1997). Bei Alaten von
Termiten ist vor dem Verlassen des Nests noch Keirsraktivitdt zu erkennen, es sind keine
reifen Oozyten vorhanden (Watson 1972; Bremnal. 2005). Auch die Kopulation findet erst
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nach dem Ausschwéarmen an einem geeigneten Nistgiatz (Nutting 1969; Stuart 1969).
Bei anderen Insekten konnte in unverpaarten Indemdim Vergleich zu verpaarten ein
geringerer JH-Titer nachgewiesen werden (Edwatdd. 1995; Weaveet al. 1995; Griebler
2009). Der geringe JH-Titer von Alaten innerhallb deternalen Kolonie erklart sich daher
wahrscheinlich durch geringe Ovaraktivitat und hielfolgte Verpaarung. Ifd. sjostedti
dagegen zeigten weibliche Alaten schon vor dem ¢twséarmen einen 12-fach erhéhten JH-
Titer im Vergleich zu Nymphen des letzten StadiuBgentuell kommt es bei dieser Art zu
einer vorzeitigen Reifung der Ovarien. Der JH-Titer méannlichen Alaten war deutlich
niedriger (Cornetteet al. 2008). BeiM. darwiniensiszeigten die mannlichen Alaten einen
hoheren JH-Titer als die Weibchen, aufgrund deingen Stichprobengrof3e lasst sich jedoch
dartiber keine gesicherte Aussage treffen.

Primare Koniginnen und Koénige — d. h. Alaten nacbldfiegrindung — konnten bei
M. darwiniensisin dieser Studie nicht untersucht werden und abnch in der Natur selten zu
finden (Hill 1942; Gay & Calaby 1970; Watson & Ahb#985; Goodisman & Crozier 2003).
Bei anderen Termitenarten wurde — abhangig von Ater— ein variierender JH-Gehalt
nachgewiesen. Bei physogastrischen Koéniginnen @tituGgMacrotermesvurden sehr hohe
JH-Titer bis 5000 pg pro pl Hamolymphe gemessers¢hér 1976; Meyeet al. 1976;
Lanzreinet al. 1985b; Wende & Kaib unveroffentl. Daten). Diesenijinnen haben sehr
grof3e Ovarien und kénnen mehrere Zehntausend Eiefay legen (Nutting 1969). Bei den
niederen Termiten hingegen wurden nur geringe ierTin Koniginnen vonC. secundus
(Korb et al. 2009a) undReticulitermes speratugMaekawaet al. 2010) nachgewiesen.
Reproduzierende Koniginnen vatootermopsis angusticollisatten allerdings eine erhéhte
JH-Synthese und einen hohen JH-Titer (Brndl. 2005). Eine Erklarung daflr kdnnte eine
zyklische Ovaraktivitat bei Koniginnen der niedefBermiten sein. Zyklische Ovaraktivitat
kommt beispielsweise bei den eng verwandten Schabemnd ist korreliert mit der JH-
Synthese bzw. dem JH-Titer (Engelmann 1957; Tob8t& 1977; Lanzreiret al. 1978;
Schal et al. 1997). Bei Termiten konnten diese Ovipositionsegkimit Eiablage- und
Ruhephasen ebenfalls beobachtet werden (RevieweiesWér 1969; Maekawet al. 2010).
Die Ovaraktivitat scheint bei Termiten ebenfalld dem JH-Titer korreliert zu sein (Breet
al. 2005; Elliott & Stay 2007; Ishitani & Maekawa 2Q1l0/aekawa et al. 2010).
Physogastrische Koniginnen der hoheren Termitemédrdurch ihre stark erhdhte Anzahl
von Ovariolen (Review in Weesner 1969) jedoch kanérlich Eier produzieren und

ablegen, weshalb ein konstant hoher JH-Titer bghétird. Primare Koénige haben einen
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geringeren JH-Titer als die Kdniginnen (Lanzreinal. 1985b; Wende & Kaib unveroffentl.
Daten).

Die in dieser Studie untersuchten Neotenics Mondarwiniensiskbnnen in zwei Gruppen
eingeteilt werden. Zum einen konnte eine grof3e Aihzan Neotenics beobachtet werden, die
sich innerhalb sehr kurzer Zeit in zwei absterbenkelonien entwickelten. Zum anderen
wurden drei einzelne Neotenics in einer ,normal&wionie wéhrend der Probennahme fir
die Ganzkoérperextrakte entdeckt. Die Neotenicselsten Gruppe wiesen einen geringeren
JH IlI-Gehalt als die Arbeiter einer ,normalen” Kaolie auf. Die drei Neotenics der zweiten
Gruppe dagegen hatten einen ca. 10x héheren Jeehalt als die Arbeiter. Hohe JH-Titer in
Neotenics konnten bereits b@ryptotermes secundikorb et al. 2009a) undReticulitermes
speratus(Maekawaet al. 2010) nachgewiesen werden. Der JH-Titer der Nécgdiberstieg
den Wert von aktiv reproduzierenden primaren Kamgn deutlich (Korbet al. 2009a;
Maekawaet al. 2010). Die JH-Syntheserate der Neotenics Reticulitermes flavipesvar
gegenuber allen anderen Kasten ebenfalls erhohgi (¢aal. 2005, 2008). Neotenics von
Hodotermopsis sjostediviesen dagegen nur einen sehr geringen JH-Tifeidau unter dem
JH-Titer der Arbeiter, Nymphen und Alaten lag (Gata et al. 2008). Die weiblichen
Neotenics vonH. sjostedtiwaren reproduktiv aktiv (Cornettet al. 2008), wéahrend die
Ovaraktivitat bzw. Oviposition bel. secundusindR. flavipesnicht untersucht wurde (Yagi
et al. 2005, 2008; Korbet al. 2009a). Neotenics vonR. speratus legten im
Untersuchungszeitraum keine Eier, enthielten keitedlogenen Oozyten und wiesen nur eine
geringe Vitellogenin-Genexpression auf (Maekaataal. 2010). Es wird vermutet, dass die
Entwicklung der Neotenics zum Zeitpunkt der Untehaing beiC. secundusR. flavipesund

R. speratugeventuell noch nicht abgeschlossen war (Maekatnad. 2010). Daflr spricht die
VergroRerung der CA (Kaiser 1956; Luscher 1957,8)%wwie der kurze Anstieg der JH-
Synthese kurz vor und nach der Hautung zum Neot{&reenberg & Tobe 1985; Elliott &
Stay 2008). Auch an Alaten vdtootermopsis angusticollisonnte gezeigt werden, dass die
JH-Synthese bzw. der JH-Titer nach lIsolation von Kelonie erst auf einem konstanten
mittleren Level bleibt, dann absinkt und schlieRRlgimultan mit der Reifung der Oozyten
ansteigt. Eventuell wird ein Absinken des JH-Titex@ dem erneuten Anstieg fur die
Fertigstellung der Entwicklung zum reproduktiven s@dechtstier benétigt (Brerdt al.
2005). Ein geringer JH-Titer soll auch bei Schatigrdie Induktion der Vitellogeninsynthese
notwendig sein. Erst nach der Induktion kommt e® Anstieg des JH-Titers in der frihen

Vitellogenese (Luscher & Lanzrein 1975; Lanzreih al. 1978). Andererseits fuhrte die
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Verfutterung von JH Il in hoher Dosierung Ri flavipesebenfalls zu einer Erhdhung der
Vitellogenin-Genexpression. Dabei wurde die aufgemene JH IlI-Dosis nicht quantifiziert,
diese war allerdings hoch genug, um die Bildung Vansoldaten auszulésen (Schatfal.
2005a). Der Vergleich der drei Studien ist schwjieda bei Luscher & Lanzrein (1975) bzw.
Lanzreinet al. (1978) die Bestimmung von JH-Titer und Vitellogesynthese nicht zur
gleichen Zeit und an denselben Individuen durchggfivurde. Bei Scharét al. (2005a)
spielte das Vitellogenin dagegen eventuell eineengaordnete Rolle als Dotterprotein,
sondern fungierte eher als JH-bindendes Proteme Rieitere Erklarung fir den hohen JH-
Gehalt bei Neotenics vo@. secundusindR. flavipeskdnnte sein, dass diese zum Zeitpunkt
der Untersuchung eventuell mitten in der Vitelloge®m waren. Wahrend dieser Zeit ist die
JH-Synthese beR. flavipesbesonders hoch (Elliott & Stay 2007). Die Neotsnion
H. sjostedtikdonnten dagegen am Ende der Vitellogenese bzweinPhase der Oviposition
gewesen sein, eine Phase, in der die JH-SyntheJeitmeiten und Schaben niedrig ist (Schal
et al. 1997, Elliott & Stay 2007).

Bei den beobachteten Neotenics WAndarwiniensiswurde die Ovaraktivitat ebenfalls nicht
untersucht. Zum Zeitpunkt der Untersuchung wurdedev in den absterbenden Kolonien
noch in der ,normalen” Kolonie Eier entdeckt. Esaber mdglich, dass in der ,normalen®
Kolonie Eier vorhanden waren. Diese sind aufgrumebri geringen Grof3e und farblichen
Ahnlichkeit zum sie umgebenden Substrat nur scleveentdecken. BeM. darwiniensis
sollen definierte Brutkammern in Feldkolonien vartian sein (Hill 1942; Watson & Howick
1975), diese konnten im Labor jedoch nicht idengfit werden. Zudem sind neotene
Geschlechtstiere bdil. darwiniensism Gegensatz zu z. B. physogastrischen Konigiroen
Macrotermessehr mobil und im gesamten Nest zu finden (Watsbral. 1975). Daher
konnten vorhandene Eier Gibersehen worden seinVDd®mmen aller Larvenstadien in der
.nhormalen” Kolonie deutet darauf hin, dass schoarEbgelegt wurden. Es wurden keine
weiteren Geschlechtstiere oder Nymphen gefundenkdfs daher davon ausgegangen
werden, dass die beobachteten drei Neotenics gredektiven Anfuhrer (Koniginnen und
Konig) der Kolonie darstellten. Auch in der Natuenden Kolonien voiM. darwiniensisfast
immer von mehreren Neotenics angefuhrt (Hill 19832y & Calaby 1970; Watson & Abbey
1985). Normalerweise gibt es dabei mehr neoteneige€dnls Koniginnen (Howiclet al.
1975; Watsoret al. 1977a). Alle drei Individuen wiesen einen sehrdroldH Ill-Gehalt auf.
Die beiden Weibchen waren wahrscheinlich in einbad® mit hoher Ovaraktivitat bzw.
mitten in der Vitellogenese. Eine synchronisiertgeifing beider Weibchen erscheint

allerdings unwahrscheinlich. Die Ovarien konntadde nicht untersucht werden, da die Tiere
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als Ganzkorperextrakt fur die Bestimmung des Homebalts verwendet wurden. Das
Mannchen hatte einen héheren JH 1lI-Gehalt alsbéielen Weibchen. In anderen Studien
wurde stets ein geringerer JH-Titer bei Manncheorgien — sowohl bei Alaten (Cornetté

al. 2008) als auch bei reproduzierenden Konigen (leinzet al. 1985b; Wende & Kaib
unveroffentl. Daten). Bei M&annchen spielt JH einell® bei der Entwicklung und
Proteinsynthese der akzessorischen Drisen (Wigghtswl936; Piulachset al. 1992).
Untersuchungen an der Mittelmeerfeldgri&ryllus bimaculatuszeigten ebenfalls einen
erhohten JH-Titer der Mannchen im Vergleich zu &@éeibchen in den ersten sechs Tagen
nach der Adulthdutung. Danach sank der JH-Titer @uf konstant niedriges Niveau
(Westerlund 2004). Der hohe JH-Titer des mannlicihsotenics konnte daher mit der
Entwicklung seiner akzessorischen Drisen zusammeeha

Kolonien vonM. darwiniensissind abhangig von ihrer Gréf3e und Zusammensetzlatv
anfallig fur verschiedene Veranderungen wie z.Beraviderungen der klimatischen
Bedingungen (Howicket al. 1975; eigene Beobachtungen). In zwei Fallen kam es
wahrscheinlich dadurch zum Absterben der Kolonieie genaue Ursache konnte jedoch
nicht spezifiziert werden. Vor dem endgultigen Adoben wurden sehr viele Neotenics
gebildet. Im Untersuchungszeitraum entwickeltenhse@a. 30 — 50% der Arbeiter zu
Neotenics. Die Bildung dieser grol3en Zahl von Neot beruht auf einem innerhalb der
Termiten einzigartigen Mechanismus beé¥l. darwiniensis — der Induktion der
Neotenicbildung durch vorhandene Neotenics. Dadkacim es in der Natur zu einer raschen
Ausbreitung bei gunstigen Umweltbedingungen kommiewlem neue Kolonien durch
Knospung gebildet werden (Hill 1942; Watsenh al. 1975; Watson & Abbey 1985). Die
gebildeten Neotenics hatten genau wie die verhtiebeArbeiter einen geringeren JH-Titer
als Arbeiter einer ,normalen“ Kolonie. Der gering-Titer der Arbeiter deutet darauf hin,
dass sich diese ebenfalls in der Entwicklung zurot&l@c befanden. Die bereits gebildeten
Neotenics wiesen wahrscheinlich noch keine hohea&ktaitat auf, diese wurde jedoch nicht
untersucht. Wahrscheinlich sollten durch die Ehistg der Neotenics neue Tochterkolonien
gebildet werden, um den unglnstigen Bedingungeerivatb der Mutterkolonie zu entgehen.
Eine Verpaarung und Eiproduktion vor dem Findergigeeigneten Nistplatzes scheint daher
unwahrscheinlich. Frisch geh&utete Neotenics korsiem im Labor nach ca. einer Woche
paaren (Watsoet al. 1975). Der Zeitpunkt der Kopulation bei Koloniengeindung durch

Neotenics sowie die Dauer der Oozytenreifung istvbedarwiniensigedoch nicht bekannt.
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Die untersuchten Eier vavl. darwiniensiswiesen einen hohen JH llI-Gehalt auf, der bei der
Zusammenfassung der Ganzkdrperextrakte Uber desn aideren Stadien (mit Ausnahme
der Neotenics) lag. Ein sehr hoher JH IlI-Gehalinrke auch bei Schabenembryos
nachgewiesen werden (Imbodenal. 1978; Lanzreiret al. 1985a). Dieser lag wahrend der
ersten Halfte der Embryonalentwicklung zunachseuder Nachweisgrenze, stieg nach dem
Dorsalschluss (Tanaka 1976) aber sehr stark archieBend sank der JH IlI-Gehalt bis zum
Schlupf wieder auf einen nicht messbaren Wert (laeineet al. 1978; Lanzreiret al. 1985a;
Maestroet al. 2010). Auch in Termiteneiern konnte JH Ill berenachgewiesen werden,
wobei der JH-Gehalt zwischen verschiedenen Jaliteszeariierte. Ein Einfluss auf die
Kastendifferenzierung bei Termiten mit zweidstiggmtwicklungsweg wurde vermutet
(Luscher 1976; Lanzreiet al. 1985b). Die Herkunft des JH ist nicht eindeutiklgg, es
kénnte maternalen oder embryonalen Ursprungs Baibei gibt es bei maternalem Ursprung
zwei verschiedene Moglichkeiten — die ,Kontaminatialer Eier mit Analflissigkeit der
Konigin oder die Einlagerung von JH aus der Hamalgender Konigin. BeMacrotermes
michaelseni waren der JH llI-Gehalt von Eiern und Koniginnemofymphe positiv
korreliert, eine Einlagerung scheint daher wahrsdich (Lanzrein et al. 1985b). Die
Analflissigkeit zeigte bei Lanzregt al. (1985b) nur geringe JH-Titer, eine ,Kontamination®
wurde daher von den Autoren ausgeschlossen. lrelauJntersuchungen konnte jedoch ein
vergleichbarer JH l1lI-Gehalt in Eiern und Analfligdeit von M. michaelsenigefunden
werden (Wende & Kaib unverdéffentl. Daten). BeidedUéhkeiten des maternalen Ursprungs
scheinen daher in Frage zu kommen. Eine weiterelithidgit ist die aktive Produktion von
JH Il durch den Embryo, der bereits biologischiakiCA haben kann (Lanzreet al. 1984,
Blrgin & Lanzrein 1988; Stagt al. 2002). Das JH 1l in den Eiern vad. darwiniensis
konnte wie beiM. michaelsenieine Rolle bei der Kastendifferenzierung spielkiisCher
1976; Lanzreinet al. 1985b), da beide Termitenarten einen zweiastigetwieklungsweg

aufweisen.

In den ersten vier von insgesamt funf Larvenstadiem M. darwiniensiswurde ein hoher
JH 1lI-Gehalt nachgewiesen. Dabei zeigte sich dinbe Variation zwischen den Proben
besonders innerhalb der ersten zwei Larvenstadi&nol3e Variabilitat zwischen
verschiedenen Tieren innerhalb eines Stadiums komwich bei Schaben und anderen
Termitenarten nachgewiesen werden (Lanzeg¢ial. 1978; Gotolet al.2008). Im L;-Stadium
wird die hohe Variation vermutlich durch den zwé&gen Entwicklungsweg von

M. darwiniensishervorgerufen. Dieser ist gekennzeichnet durcé &irhe Trennung in aptere
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und nymphale Linie. Laut Watsat al. (1977b) findet die Trennung nach der ersten Hatun
statt, so dass im tStadium Individuen beider Linien zu finden sindali@i ist zu beachten,
dass die genaue Einteilung der Individuen in disgechenden Larvalstadien sehr schwierig
ist. Mdgliche Bestimmungsmerkmale wie die Kopfkdpsmler Prothoraxbreite oder die
Lange der Metatibia konnen sehr stark variierers elasslichste Bestimmungsmerkmal ist
die Anzahl der Antennensegmente, aber auch daegifberschneidungen zwischen den
einzelnen Larvalstadien (Watson 1971; Watsbnal. 1977b). Eine genaue Zuteilung der
Individuen zu den einzelnen juvenilen Stadien vod wach der Trennung in aptere und
nymphale Linie ist daher schwierig. Kaum gefarbted wenig behaarte Individuen mit
mindestens zwoOlf Antennensegmenten konnen abemgraiier Wahrscheinlichkeit als der
apteren Linie zugehorig betrachtet werden.

Individuen des k-Stadiums zeigten ebenfalls gro3e Variabilitat icimtich des JH-Gehalts.
Wahrend die meisten Individuen degs&tadiums einen JH llI-Gehalt zwischen 5 und 30 pg
pro mg KG aufwiesen, konnte bei wenigen Individ{@nvon insgesamt 76) ein JH-Gehalt
von Uber 40 bis zu maximal 120 pg pro mg KG genresserden. Dies kénnte auf eine
bevorstehende Entwicklung dieser Individuen zu &eld hindeuten, da die Bildung von
Vorsoldaten und Soldaten im Normalfall mit hohen-Tkern verbunden ist (Nijhout &
Wheeler 1982; Park & Raina 2004; Cornedtel. 2008). Individuen im p-Stadium haben 12
bis 13 Antennensegmente. Pro Hautung kommen eipvi@s Segmente dazu (LUscher 1952;
Watsonet al. 1977b). Die Bildung von Soldaten ist mit zwei Hi&ngen verbunden, erst
erfolgt die Hautung zum Vorsoldaten, anschlieBeedHiutung zum Soldaten. Soldaten, die
aus Individuen des iStadiums entstanden sind, muissten demnach 16 Bis 1
Antennensegmente aufweisen. Diese konnten hier auwh von Watson (1974) nur in
geringer Zahl beobachtet werden. Die meisten Seitdabllen 20 bis 26 Antennensegmente
haben (Watson 1971, 1974). Soldaten dieser Stuigew 17 bis 22 Antennensegmente auf,
ca. 80% der Soldaten hatten 19 bis 20 AntennensggmPa sich Soldaten nicht weiter
hauten kdénnen (Lischer 1960; Thorne 1996) und deimkeine weitere VergroRerung der
Antennensegmentzahl stattfindet, scheint sich d&gtg Teil der Soldaten dieser Studie aus
Larven des dritten oder vierten Stadiums entwickelhaben. Der JH IlI-Gehalt imgLund
L,-Stadium war ebenfalls hoch, jedoch geringer al$ i#tadium. Individuen mit besonders
hohem JH IlI-Gehalt konnten inslund L nicht beobachtet werden. Das signifikant geringere
Gewicht der Soldaten (48 £ 4 mg) im Vergleich ziditern (61 + 11 mg) spricht jedenfalls
daflr, dass sich die Soldaten aus kleineren Latadien (L, — Ly) entwickelt haben als die
Arbeiter (Abb. 70, Anhang S. 268). Vorsoldaten, dasischenstadium wahrend der
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Soldatenbildung, welches sich durch besonders RBeh&iter auszeichnet (Park & Raina
2004; Cornetteet al. 2008), wurden im Untersuchungszeitraum nicht beloled und konnten
daher in dieser Studie leider nicht untersucht eerd

Larven des funften Stadiums wiesen einen signifikaedrigeren JH IlI-Gehalt auf als die
Larven der ersten vier Stadien. Aufgrund ihrer 819 Antennensegmente wurden sie nach
Watson (1971) als funftes Larvalstadium identifizi&Vatsonet al. (1977b) ordneten Tiere
mit 18 bis 19 Antennensegmenten jedoch dem erstesr aicht definierten Anzahl von
Arbeiterstadien zu. Da die Tiere des%tadiums aber sowohl einen signifikant niedrigeren
JH llI-Gehalt als auch ein signifikant hoheres Keigewicht als die Arbeiter aufwiesen
(Abb. 70, Anhang S. 268), kdnnen sie dennoch glarsgées letztes Larvalstadium betrachtet

werden.

Die Soldaten wiesen ebenso wie die Arbeiter einenmgeren JH 1llI-Gehalt als die Larven
der ersten vier Larvalstadien auf. Dieser wird eidaten vorCoptotermes formosanumsit

der Bildung der Frontaldrise assoziiert (Park &Maa2005). Frontaldrisen kommen jedoch
nur bei den Rhinotermitidae, Serritermitidae undniigdae vor (Prestwich 1979). Der
geringe JH-Gehalt der Soldaten ist daher vermutktier auf mangelnde reproduktive
Aktivitat zurtckzufihren. Eine auffallige Besondeithder Proben von Soldaten war die
Rosafarbung in verschiedenen Abstufungen. Es wuedmutet, dass diese durch das in den
Speicheldrisen produzierte Wehrsekret hervorgeruferde. Da die Hamolymphabnahme
zwischen Kopf und Thorax erfolgte, ist eine Venletg der Speicheldriisen und Uberfiihrung
des Wehrsekrets in die Proben mdglich. Hamolymgdbgamovon Arbeitern mit kinstlich
hinzugefiigtem Wehrsekret wiesen einen erhohten WHitér gegeniber denen ohne
Wehrsekret auf (Abb. 72, Anhang S. 270; Wilcoxors{T& = -2,201; n = 6P = 0,028). Der
wahre JH IlI-Gehalt der Soldaten kdnnte demnacinger sein. Das Wehrsekret der Soldaten

konnte aulRerdem eine Rolle in der Kastendifferenag beiM. darwiniensisspielen.

6.4.1.2 Ecdysteroide

Die untersuchten freien Ecdysteroide 20-Hydroxysodyund Ecdyson konnten in mehreren
Stadien vonM. darwiniensis nachgewiesen werden. 20-HE war dabei das dominante
Ecdysteroid. Dieses wurde als das eigentliche Hégstuormon bei Arthropoden identifiziert,
obwohl Ecdyson das Biosyntheseprodukt der Protliviesen darstellt (Review in Gadeal.

1997b; Spindler 2003). Die Dominanz von 20-HE wusde/ohl bei hemimetabolen als auch
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bei holometabolen Insekten gezeigt (Lanzediml. 1985a; Okot-Kotbeet al. 1993; Griebler
2009; Oostreet al. 2011). Bei Koniginnen und in Eiern vdviacrotermeskonnte hingegen
signifikant mehr Ecdyson als 20-HE nachgewiesendemer(Wilcoxon-Test: Z = -3,772;
n=27;P < 0,001; Wende & Kaib unveréffentl. Daten; Delbeegt al. 1978; Lanzreiret al.
1985b). Die Funktion als Hautungshormon kann zueshdbei den Koniginnen jedoch

ausgeschlossen werden.

Beide Ecdysteroide waren Qdi darwiniensisvor allem in den juvenilen Stadien vorhanden.
Auch in den Eiern konnten beide Ecdysteroide nastegen werden. Die Ecdysteroide sind
wahrscheinlich maternalen Ursprungs und werdenKaisjugate in die Eier eingelagert
(Delbecqueet al. 1978; Gadeet al. 1997b). Bei Schaben konnte die Synchronisation
embryonaler Ecdysteroidpeaks mit der Bildung embajer Kutikulas nachgewiesen werden
(Maestroet al. 2005, 2010). Bei Termiten wurde eine Wirkung aief idastendifferenzierung
vermutet, da Ecdysteroide u.a. auch bei der Kdgterenzierung von Ameisen eine
wichtige Rolle spielen (Suzzoet al. 1980). Diese Idee wurde jedoch aufgrund nur gering
Schwankungen des Ecdysteroidgehalts in Eiern tEwicklung verschiedener Kasten
wieder verworfen (Lanzreiet al. 1985b). Die Ecdysteroide in Eiern vdh darwiniensis
haben daher vermutlich keinen Bezug zur Kastenéifitaerung, sondern sind notwendig fur

die Embryonalentwicklung.

Ecdysteroide sind oft nicht dauerhaft in einem biradvorhanden, sondern nur zu definierten
Zeitpunkten (meist kurz vor der Hautung) in hohemKentration nachweisbar (Review in
Riddiford 1994). Die untersuchten Entwicklungsstadivon M. darwiniensis enthielten
Individuen, die ein unterschiedliches Alter hatteaw. in verschiedenen Phasen des
Zwischenhautungsintervalls waren. Ein einheitliclissdysteroidgehalt ist demnach sehr
unwahrscheinlich. Daher kommt es zu grof3en Schwagew zwischen den Proben, da einige
Tiere kurz vor einer Hautung stehen und einen hdtextysteroidgehalt aufweisen, wahrend
bei anderen Tieren keine Ecdysteroide nachweishdr Bei den juvenilen Stadien bis Ls

ist das Zwischenhautungsintervall kirzer als béeréh Stadien (Watsoet al. 1977hb).
Zusétzlich konnte in diesen Stadien eine grol3eidh@bbenzahl untersucht werden. Beide
Faktoren fihrten zu einer gréf3eren Wahrscheinlith&mige Tiere kurz vor der Hautung zu
analysieren. Dies erklart die durchschnittlich hoh&/erte und die grofRe Streuung bei

Ecdysteroiden der juvenilen Stadien.
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Eine mdgliche Rolle von Ecdysteroiden bei der Kadiféerenzierung wurde nicht nur bei
den Eiern vermutet, sondern auch bei der Diffeemrnig von Nymphen. Diese wiesen stark
vergroRerte Prothoraxdrisen auf, was auf eine anétst Aktivitat hindeuten kann (Kaiser
1956; Okot-Kotber 1980b, 1985). Auch bei der Hagtanm Neotenic wurden vergrol3erte
Prothoraxdriisen beobachtet (Kaiser 1956; NoiroBbhR6eBeiM. darwiniensiskonnten diese
Beobachtungen nicht bestatigt werden. Es wurde estimmtes Muster beim Vergleich des
Ecdysteroidgehalts zwischen Larven und Nymphen gastesen, was jedoch hauptsachlich

an der geringen Stichprobengrol3e lag.

Die Prothoraxdriisen degenerieren in Neotenics uateA nach der Hautung. Bei Arbeitern
und Soldaten ist das nicht der Fall (Luscher 198%/4b; Okot-Kotber 1980b; Noirot &
Pasteels 1987). Arbeiter bei Termiten sind kein [&dadium, sie kdnnen sich beispielsweise
zum Neotenic hauten oder stationare Hautungen twfen (Review in Korb & Hartfelder
2008). Das Hautungshormon wird demnach weiter hgin@oldaten dagegen kdnnen sich
nicht weiter hauten, ein Hautungshormon ist datmrfliissig. Es wird vermutet, dass die
Prothoraxdriisen bei Soldaten die Reifung der Ganadehindern, da gezeigt werden konnte,
dass bei Alaten eine Reifung der Gonaden erst ma@peneration der Prothoraxdrisen
stattfindet (Noirot 1969b; Luscher 1974b). Soldatem M. darwiniensiswiesen nur einen
sehr geringen Ecdysteroidgehalt auf. In Alaten WNebtenics wurden in keinem Fall
Ecdysteroide nachgewiesen. Bei adulten Individued die Ovarien die wahrscheinlichste
Quelle fir Ecdysteroide (Review in Gaeée al. 1997b; Spindler 2003). Das Fehlen von
Ecdysteroiden bei gleichzeitig niedrigem JH-Gelnsltein weiteres Indiz fir die mangelnde
Geschlechtsreife der Alaten und Neotenics. Diedreiseotenen Koniginnen der ,normalen*
Kolonie wiesen einen hohen JH-Gehalt und keinerhwatsbaren Ecdysteroidgehalt auf.
Wahrend der Oozytenreifung kommt es zur Induktien @horiogenese durch Ecdysteroide
(Lanzreinet al. 1985a; Bellést al. 1993). Zu diesem Zeitpunkt liegt ein geringer JiteT
vor (Lanzreinet al. 1985a). Die neotenen Kdniginnen befanden sich sadtainlich mitten in
der Vitellogenese und noch nicht in der Chorionimig. Ein niedriger Ecdysteroidgehalt zu

diesem Zeitpunkt kann daher angenommen werden.
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6.4.2 Allatostatin A-Expression beiMastotermes darwiniensis

Mittels quantitativer real-time PCR konnte die Eegsion des Allatostatin A-Gens bestimmt
werden. Diese wurde mit der Expression des Refgmsf-Aktin normalisiert. Die AST-A
Expression wurde in verschiedenen Geweben méannliohe weiblicher Arbeiter von
M. darwiniensisbestimmt. Zusatzlich wurde die AST-A Expression@berschlundganglion

verschiedener Kasten und EntwicklungsstadienModarwiniensisanalysiert.

6.4.2.1 Allatostatin A-Expression in verschiedenen Gewebenvon Mastotermes

darwiniensis

Die Expression des AST-A Gens konnte bei Arbeiteon M. darwiniensisin vier
verschiedenen Geweben analysiert werden — im Cdarstganglion (Gehirn) sowie im
Vorder-, Mittel- und Hinterdarm. Zuséatzlich wurdetrdem Fettkorper ein weiteres Gewebe
untersucht. Aufgrund der geringen Reinheit derdmam Fettkdrper isolierten RNA ¢Aonmzu
Azsonm zwischen 0,4 und 1,0) konnte jedoch das untersu@&®BT-A Fragment nicht
amplifiziert werden. Weitere Gewebe, die bei dettdlineerfeldgrilleGryllus bimaculatus
anhand ihrer AST-A Expression analysiert wurden ydfag-Vos & Hoffmann 2003),
wurden aufgrund mangelnder Grél3e nicht untersughru gehoérten die Gonaden und die
akzessorischen Drisen, die bei Termitenarbeiterrvertkimmert vorliegen (Thorne 1996).
Bei G. bimaculatusuntersuchte Ganglien wie Abdominal- und Thorakadgj@n sowie das
Unterschlundganglion wurden beVl. darwiniensis ebenfalls nicht prapariert. Mittels
immunozytochemischer Untersuchungen mit einem ASTAfAtikorper konnte bei
Reticulitermes flavipegedoch bereits starke Immunoreaktivitat in denaggrien Ganglien

nachgewiesen werden (Elliat al.2009a).

Die hochste AST-A Expression wurde i darwiniensisim Gehirn ermittelt. Diese war
ungefahr 100x héher als im Vorder- und Hinterdamd ga. 4x héher als im Mitteldarm. Eine
stark erhohte Expression des AST-A Gens im GehinVeergleich zu anderen Geweben
wurde auch schon bei Schaben @twal. 1995; Garsidet al.2001, 2002; Aguilaet al.2003)
und Grillen (Meyering-Vos & Hoffmann 2003) nachgesen. Ebenso konnten im Gehirn
hohere AST-A Peptidkonzentrationen als in anderewé&ben gemessen werden (¥ual.
1995; Vilaplanaet al. 1999a). Eine geringere AST-A Expression wurde dagem Gehirn
von Bombyx mori gefunden (Sechert al. 2001). AST-A Peptide konnten mittels
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immunozytochemischer Methoden auch im Gehirn damife Reticulitermes flavipesn
Zellen des Pars lateralis und Pars intercerebrelchgewiesen werden (Yagt al. 2005;
Elliott et al. 2009a). Diese werden innerhalb des Gehirns undenuCA weitergeleitet, wo
sie eine Rolle als Neuromodulator und bei der Ragn der JH-Biosynthese spielen (Sey
al. 1992; Bendenat al. 1999; Yagiet al. 2005; Elliottet al.2009a).

Das AST-A Gen zeigte eine mittlere Expression inttdiilarm vonM. darwiniensis Dies
konnte auch beG. bimaculatus(Meyering-Vos & Hoffmann 2003)Blattella germanica
(Aguilar et al. 2003) undDiploptera punctata(Garsideet al. 2001, 2002) nachgewiesen
werden. BeiB. mori zeigte sich im Mitteldarm hingegen die héchste ASEXxpression
(Secheret al. 2001). Die AST-A Expression im Mitteldarm beschiésich wahrscheinlich
auf die wenigen endokrinen Zellen, in denen mRNA&iI¢Rwald et al. 1994; Daveyet al.
1999) und auch AST-A Peptide (Yet al. 1995; Schoofst al. 1998; Elliott et al. 2009a)
nachgewiesen werden konnten.

Im Vorder- und Hinterdarm vom. darwiniensisArbeitern war die AST-A Expression
vergleichbar gering. Be. bimaculatusund B. mori zeigte dagegen der Hinterdarm eine
hohere AST-A Expression als der Vorderdarm (Secokteral. 2001; Meyering-Vos &
Hoffmann 2003). BeHelicoverpa armiger&konnte weder im Vorder- noch im Hinterdarm
AST-A Expression nachgewiesen werden (Dagéwl. 1999). Immunofarbung von AST-A
Peptiden wurde bei Termiten sowohl im Vorder- alghaim Hinterdarm gezeigt, der
Hinterdarm wies dabei eine intensivere Farbung&libtt et al.2009a).

AST-A Peptide haben in den einzelnen Darmabscimitterschiedene Funktionen, die
miteinander im Zusammenhang stehen. Sie wirken myfoitorisch auf die Kontraktionen
von Vorder- (Duveet al. 1999), Mittel- (Fuseéet al. 1999) und Hinterdarm (Duve & Thorpe
1994; Langeet al. 1995; Duveet al. 1996; Aguilaret al. 2003). Aul3erdem konnte eine
Stimulation der Freisetzung von Verdauungsenzymea Mmylase oder Invertase im
Mitteldarm gezeigt werden (Fust al. 1999; Aguilaret al. 2003; Woodringet al. 2009). Die
Expression des AST-A Gens bzw. die Menge der ASFeftide ist zudem negativ mit der
Nahrungsaufnahme korreliert (Yet al. 1995; Aguilaret al. 2003). Bei Nahrungsmangel
kommt es dadurch zu einer Erh6hung der AST-A Pkptidentration und zu einer
Verringerung der Darmkontraktion. Durch den verkarmgten Transport der Nahrung im
Verdauungstrakt und die erhéhte Freisetzung vondaerngsenzymen kann es zu einer

besseren Verwertung der Nahrstoffe kommen (Ageiaal. 2003).
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Bei Termiten gibt es bisher keine Untersuchungen FRunktion der AST-A Peptide im
Verdauungstrakt. AST-A Peptide konnten bi darwiniensisebenfalls eine Rolle bei der
Freisetzung von Enzymen zur Verdauung von Kohlerdtgdh spielen. Anders als bei
Schaben und Grillen (Fus al. 1999; Aguilaret al. 2003; Woodringet al. 2009) sind bei
Termiten aufgrund der holzfressenden Lebensweisaptbachlich Zellulasen fir die
Kohlenhydratverdauung zustandig. Frihere Studiegeayi davon aus, dass die Verdauung
von Zellulose hauptséachlich im Hinterdarm durch Bredlosymbionten erfolgt (Clevelarsd

al. 1934, Noirot & Noirot-Timothée 1969; Breznak & Be 1994). In neueren
Untersuchungen konnten jedoch auch endogene Zadeiieyme nachgewiesen werden, die
hauptséachlich im Mitteldarm und in den Speicheldnisxprimiert werden (Watanabe al.
1998; Liet al.2003a; Tokudat al. 2004). Die erhdhte Expression von AST-A im Mitaaich
und in den Speicheldrisen (Abb. 73, Anhang S. 4@B)Vergleich zum Vorder- und
Hinterdarm beiM. darwiniensisdeutet auf einen moéglichen Einfluss von AST-A dig
Freisetzung dieser endogenen Zellulaseenzyme habhemN der Verwertung des komplexen
Nahrungsinhaltsstoffes Lignozellulose ist der Téemdarm ebenfalls wichtig fir die
Entstehung und Beibehaltung der eusozialen Lebasswéum einen konnte gezeigt werden,
dass auch Ernahrungsfaktoren eine Rolle bei deteKdsferenzierung von Termiten spielen
(Buchli 1956; Okot-Kotber 1982). Zum anderen spiethe stomodeale und proctodeale
Trophallaxis eine wichtige Rolle im Zusammenlebear dermiten (McMahan 1969).
Dadurch wird der Austausch von Endosymbionten,dfpiértikeln, aber auch Hormonen und
Pheromonen zwischen Individuen ermdglicht. Ein EEsg der AST-A Peptide im Darm auf
die Kastendifferenzierung ist daher moglich. Débesder stomodealen Trophallaxis jedoch
vorwiegend zur Verfutterung von Speichel oder Rgar aus dem Vorderdarm und bei der
proctodealen Trophallaxis zur Weitergabe von Huoemflissigkeit kommt (McMahan
1969; Noirot & Noirot-Timothée 1969), scheint dia@&te AST-A Expression im Mitteldarm
keine Rolle bei der Trophallaxis zu spielen.

6.4.2.2 Allatostatin A-Expression in verschiedenen Entwicklingsstadien von

M astotermes darwiniensis

Die Analyse der AST-A Expression im Gehirn versdewer Kasten und
Entwicklungsstadien vonM. darwiniensis zeigte grof3e Unterschiede zwischen den
verschiedenen Stadien. Juvenile Tiere hatten gkméne geringere Expression des AST-A

Gens als ,adulte” Tiere wie Arbeiter, Soldaten o@schlechtstiere. Bisher gibt es nur
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wenige Studien zur Rolle von AST-A in der Kastefeténzierung sozialer Insekten.
Messungen mittels Radioimmunoassay zeigten ahnKamzentrationen an AST-A Peptiden
im Gehirn von Soldaten und Neotenics. Gleichzeitigppnte durch Immunofarbungen mit
einem AST-A Antikorper starkere Immunoreaktivititden CA von Soldaten und Neotenics
im Vergleich zu Larven und Nymphen nachgewieserdemr(Yagiet al. 2005). Die AST-A
Expression im Gehirn von Soldaten und Neotenics wanVergleich zur Expression bei
Larven und Nymphen beiM. darwiniensis in dieser Studie ebenfalls erhoht.
Geschlechtsspezifische Unterschiede mit geringenenunoféarbung in den CA weiblicher
Neotenics konnten ebenfalls gezeigt werden (Ellaittal. 2009a). BeiM. darwiniensis
wurden geschlechtsspezifische Unterschiede in &r-A Expression im Gehirn von Alaten,
Neotenics und Arbeitern beobachtet. Der Vergleign tmmunoreaktivitat der CA von
Arbeitern, Soldaten und Neotenics WB&gticulitermes flavipegeigte jeweils hohe, mittlere
und geringe Intensitat (Chat al.2011).

6.4.3 Zusammenhang zwischen Juvenilhormon IlI-Gehalt und

Allatostatin A-Expression

Die Hemmung der JH-Biosynthesevitro durch AST-A Peptide konnte bei Termiten bereits
bewiesen werden (Yagit al. 2005). Der Zusammenhang von AST-A undidiivowurde in
Termiten bisher noch nicht untersucht. Zu diesene@dwwurden in der vorliegenden Arbeit
der JH lll-H&molymphtiter und die AST-A Expressioim Oberschlundganglion
verschiedener Entwicklungsstadien voll. darwiniensis analysiert und auf ihren
Zusammenhang Uberprift. Weiterhin wurde die ASTdression mittels RNAI unterdrickt
und die Wirkung auf den JH IlI-Titer untersucht.

6.4.3.1 Juvenilhormon Ill und Allatostatin A in verschiedenen Entwicklungsstadien

von Mastotermes darwiniensis

Der Zusammenhang zwischen Ovaraktivitat und JH{®gd bzw. JH-Titer wurde bereits
mehrfach beschrieben (Engelmann 1957; Tobe & S@&y;1Lanzreinet al. 1978; Elliott &
Stay 2007). Die Konzentration der AST-A mRNA bzwer dST-A Peptide steht ebenfalls in
engem Zusammenhang mit Ovaraktivitat und Oozytemrgi(Vilaplanaet al. 1999a; Aguilar
et al. 2003; Garsideet al. 2003; Meyering-Vos & Hoffmann 2003). JH-Titer bzdH-
Synthese sind dabei negativ korreliert mit der AAExpression (Garsidet al. 2002, 2003;
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Meyering-Vos & Hoffmann 2003) oder der AST-A Peptiehge (Yuet al. 1995; Vilaplanaet

al. 1999a). In Phasen mit besonders geringer JH-Ssathew. geringem JH-Gehalt wie zum
Ende der Vitellogenese, wéhrend der Ovipositionr atks Oothektransports wurde erhdhte
AST-A Expression/Peptidkonzentration gezeigt. Edgativer Zusammenhang zwischen dem
JH IlI-Gehalt und der AST-A Expression bzw. Peptidkentration konnte auch bei Embryos
der Schabe Blattella germanica nachgewiesen werden. Die hdchste AST-A
Expression/Peptidkonzentration trat in den Embreisgleich mit einem starken Absinken
des JH llI-Gehalts auf (Maested al. 2010). In der Termit®. flavipeswurde ebenfalls ein
negativer Zusammenhang zwischen JH IlI-Synthese A&@-A Immunofarbung der CA
gezeigt (Elliottet al.2009a; Charet al.2011).

Eine signifikant negative Korrelation zwischen dei Ill-Hamolymphtiter und der
Expression des AST-A Gens im Gehirn verschiedeméwigEklungsstadien konnte auch bei
M. darwiniensisin dieser Studienachgewiesen werden. Entwicklungsstadien mit hohem
JH 11I-Gehalt wie l; bis Ly wiesen nur eine geringe AST-A Expression auf.Jiadien mit
geringen JH llI-Titern wie Arbeiter und Soldatenigten hingegen eine hohere AST-A
Expression. Dieser Zusammenhang war jedoch nichiedem untersuchten Stadium zu
beobachten. DasstStadium beispielsweise zeigte sowohl geringe JHiter als auch eine
geringe AST-A Expression. Im Gegensatz dazu kommté.;-Stadium sowohl eine hdhere
AST-A Expression als auch ein héherer JH llI-GelmaltVergleich zu k bis Ly beobachtet
werden. Geschlechtsspezifische Unterschiede beA8&rA Expression zeigten sich bei allen
»=adulten” Stadien, wo sie entweder mit dem JH lileT korrelierten (Alaten, Neotenics) oder
nicht (Arbeiter, Soldaten (nicht dargestellt)). Idiesem Zusammenhang ware die
Untersuchung der AST-A Expression der drei wahiistich aktiv reproduzierenden
neotenen Geschlechtstiere interessant gewesenSdaAAPeptide bei Weibchen nicht nur
eine  Rolle bei der Inhibition der JH-Biosyntheseondern auch bei der
Vitellogeninfreisetzung aus dem FettkOrper spie{btartin et al. 1996). Da diese Tiere
jedoch als Ganzkdorperextrakt fur die Bestimmung Hesmongehalts verwendet wurden,
konnte ihre AST-A Expression nicht untersucht wardeus demselben Grund konnten auch
die Eier nicht hinsichtlich der AST-A Expressionadysiert werden. Embryos von Schaben
enthalten jedoch bereits frihzeitig AST-A mRNA upeptide, die wahrscheinlich eine Rolle
bei der Verwertung des Dotters spielen (Gargtal. 2002; Woodheaet al. 2003; Maestro
et al.2010).
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Wie bei der Analyse des JH llI-Gehalts wurden albehder Analyse der AST-A Expression
verschiedene Individuen mit unbekanntem Alter ihady der Entwicklungsstadien
zusammengefasst. Variationen der AST-A Expressionnten daher auch zwischen den
einzelnen Individuen einer Gruppe auftreten. GrgBeanderungen der AST-A Expression
innerhalb nur eines Tages konnten bereits bei Srhabd Grillen gezeigt werden (Aguiler

al. 2003; Garsidet al.2003; Meyering-Vos & Hoffmann 2003; Maestbal.2010).

Der Zusammenhang zwischen AST-A und JH ist zudeant mur einseitig zu betrachten. Es
wird vermutet, dass AST-A Peptide nicht nur inhibred auf die JH-Biosynthese wirken,
sondern deren Synthese auch durch hohe JH-Titeulgtrt wird (Garsideet al. 2003). Der
JH llI-Gehalt wird zudem nicht nur von der JH-Biaflyeserate beeinflusst, sondern auch
vom Abbau durch JH-Esterasen und JH-EpoxidhydroléSkde & Zibitt 1971, 1972).

AST-A Immunoreaktivitat wurde im Gehirn von Termmiteowohl in Zellen des Pars lateralis
als auch in Zellen des Pars intercerebralis naciegew (Yagiet al. 2005; Elliott et al.
2009a). Die hier quantifizierte AST-A mRNA des Geki stammt demnach nicht nur aus
Zellen, die ausschlie3lich zur CA projizieren (Séhyl. 1992). AST-A Peptide, die aus dieser
AST-A mRNA synthetisiert werden, konnten daher aadeunktionen neben der Regulation
der JH-Biosynthese erflllen. Innerhalb des Gehimasle eine neuromodulatorische Wirkung
vermutet (Bendenat al. 1999). Eine Freisetzung der Peptide in die Hamphlyendurch die
Corpora cardiaca erfolgt vermutlich ebenfalls, weotsimoral auf Zielgewebe wirken kénnen
(Rankinet al.1986; Yuet al.1993; Witeket al. 1999).

Demzufolge gibt es zwar einen Zusammenhang zwisdeen JH IlI-Gehalt und der AST-A
Expression, der beWl. darwiniensisauch gezeigt werden konnte. Aufgrund der genannten
Faktoren, die ebenfalls einen Einfluss haben konmseres jedoch nicht méglich, direkt von

einem Parameter auf den anderen zu schliel3en.

6.4.3.2 Funktionsanalyse des Allatostatin A-Gens mittels RN-Interferenz

Zur weiteren Funktionsanalyse des AST-A GensMbedarwiniensiswurde die Methode der
RNAI mittels Injektion von AST-A dsRNA angewendddie AST-A Expression und der
Hormongehalt der behandelten Tiere wurden mit Kiltigren verglichen.
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Im ersten Experiment zeigte sich eine ReduktionAeT-A Expression in den mit dsRNA
injizierten Tieren. Diese war jedoch auf die dreariabschnitte (Vorder-, Mittel- und
Hinterdarm) beschrankt. Eine Erhohung der AST-A reégpion zeigte sich dagegen im
Gehirn. Unterschiedliche Wirkungen der dsRNA aué dixpression in verschiedenen
Geweben konnten bereits bei anderen Insekten bletabagerden (Maestro & Bellés 2006;
Meyering-Voset al. 2006; Ciudadet al. 2007; Badisccet al. 2011). Die unterschiedliche
Effizienz der RNAI in verschiedenen Geweben kanrcklieine geringere Permeabilitat der
Gewebe oder durch geringere Expression der Enzga&dlAi-Mechanismus hervorgerufen
werden (Review in Bellés 2010; Jarosch & Moritz 201Bei M. darwiniensiswurde die
starkste Reduktion der AST-A Expression im Mitteidanachgewiesen, was auch bei der
Injektion von AST-A dsRNA inBlattella germanicagezeigt werden konnte (Maestro &
Bellés 2006). Die Erh6hung der AST-A ExpressionGeehirn nach Injektion von dsRNA ist
ungewodhnlich und entsprach nicht den Erwartungene Endgliche Ursache kénnte der
Zeitpunkt der Analyse der AST-A Expression sein.i B¥NAi-Versuchen mit anderen
Termitenarten konnte gezeigt werden, dass die nagirBuppression der Genexpression
nach 24 h erreicht wird (Schaet al. 2008; Korbet al. 2009b; Schwinghammaeat al. 2011).
Nach 72 h hingegen (Zeitpunkt der Untersuchungemvbelarwiniensi$ war die Expression
wieder auf demselben Niveau wie die ExpressionKagitrolltieren (Schwinghammest al.
2011) oder erhoht (Schaet al. 2008). In den genannten Studien erfolgte die Ggm&ssion
jedoch durch Injektion von siRNA, also kleinen 24 B3 bp langen dsRNA-Teilstlicken. Bei
M. darwiniensiswurde hingegen dsRNA mit einer Lange von ca. 30npziert. Diese wird

im Organismus durch das Enzym Dicer erst zu siRldBgebaut (Review in Bellés 2010;
Tereniuset al.2011), ein Prozess, der eventuell zu einer Zaibgegrung der Gensuppression
bei langerer dsRNA fuhren kdnnte. So konnte befiitearung von dsRNA eine Suppression
der Genexpression nach zwei Tagen nachgewieseremedie weitere zwei bis sechs Tage
anhielt (Zhouet al. 2008). Auch die Injektion von AST-A dsRNA B. germanicd&ihrte zu
einer Reduktion der AST-A Expression flr mindesteieben Tage (Maestro & Bellés 2006).
Eine weitere mdgliche Ursache fur die Erhohung AST-A Expression im Gehirn mit
dsRNA injizierter Tiere konnte ein effizienter Rkdpplungsmechanismus sein, bei dem der
Abbau von mRNA zu einer hoheren Transkriptionsfaket (Review in Bellés 2010).

Im zweiten Experiment war die AST-A Expression disRNA-injizierten Tiere in allen
untersuchten Geweben erwartungsgemal reduzierstieste Suppression wurde wieder im
Mitteldarm nachgewiesen. Es gab geschlechtsspazdisinterschiede in der Suppression, die

auch schon bei Versuchen mit der Heuschr&astocerca gregariaachgewiesen werden
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konnten (Marchakt al. 2011). Die Reduktion der Expression des AST-A Jagszwischen
11 und 92%. Eine komplette Suppression des AST-As@®nnte — wie auch in anderen
Studien mit AST-A dsRNA — nicht erreicht werden @8&0 & Bellés 2006; Meyering-Vos
et al. 2006; Meyering-Vos & Woodring 2008). Bei Honigbheéan wurde hingegen die
komplette Suppression des Vitellogeningens dur@ktion von dsRNA beobachtet (Amdam
et al. 2003; Guidugliet al. 2005). Die Effizienz der RNAI ist demnach auch a@dudig vom
untersuchten Gen, wobei Gene mit starkerer Expmesanfalliger zu sein scheinen (Bellés
2010; Miura & Scharf 2011; Tereniet al. 2011). Die Spezifitat der Reduktion der AST-A
Expression wurde béVl. darwiniensisnicht untersucht. Dafiir héatte beispielsweise AST-A
dsRNA abgeleitet von einer anderen InsektenarKal#rolle injiziert werden kdnnen. Eine
weitere Moglichkeit ware die Untersuchung der Espren sequenzverwandter Gene nach
Injektion von AST-A dsRNA. Die Spezifitat des RNMechanismus konnte jedoch bereits in
anderen Studien nachgewiesen werden (&t@al. 2006c¢; Griebleet al.2008).

Eine Injektion von AST-A Peptiden fihrt zur Redwktider JH-Biosynthese bei Schaben
(Woodheacet al. 1993) und zur Verringerung des JH-Titers bei Sehalnd Grillen (Weaver
et al. 1995; Lorenzet al. 1998). Durch RNAI wird die spezifische mRNA abgebhas kann
dadurch keine (oder weniger) Translation stattimdeAufgrund der mangelnden
Aminosauresynthese und Peptidbildung sollte auch Reptidgehalt reduziert sein. Die
Abnahme des Peptidgehalts durch RNAi wurde benedtisrfach gezeigt (Amdaset al.2003;
Guidugli et al. 2005; Zhouet al. 2006c). Der Peptidgehalt wird dabei lUber einergé@en
Zeitraum reduziert als die mRNA, bei Honigbienemki® ein reduzierter Vitellogeningehalt
durch RNAiI noch nach 20 Tagen nachgewiesen werdégls¢n et al. 2007). Bei
M. darwiniensiswurde der AST-A Peptidgehalt nach Injektion vonTAS dsRNA nicht
Uberprift. Die Injektion von AST-A dsRNA fuhrte jech bei B. germanicazu einer
signifikanten Reduktion des AST-A PeptidgehaltsGehirn und im Mitteldarm nach drei bis
vier Tagen, die mindestens 14 Tage anhielt (Ma&stBellés 2006). Ein reduzierter AST-A
Peptidgehalt im Gehirn sollte zu einer Verringeraleg Inhibition der JH-Biosynthese in den
CA und somit zu einem erhéhten JH-Hamolymphtitérrdéin. BeiM. darwiniensiskonnte
jedoch keine Auswirkung der injizierten AST-A dsRNéf den JH llI-Titer nachgewiesen
werden. Auch beiB. germanicawurde keine Wirkung auf die JH-Biosynthese vitro
beobachtet (Maestro & Bellés 2006). Bei der GBigyllus bimaculatusind dem Nachtfalter
Spodoptera frugiperdadagegen fiuhrte die Injektion von AST-A dsRNA zunegi
signifikanten Erhdohung des JH IlI-Titers nach zvees drei Tagen (Meyering-Vost al.
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2006). Der unveréanderte JH llI-Titer trotz Reduktder AST-A mMRNA beM. darwiniensis
kann verschiedene Ursachen haben. Zum einen kdmntexpression des AST-A Gens nicht
vollstdndig unterdrickt werden. B&. germanicafiel zudem die Reduktion des AST-A
Peptidgehalts geringer aus als die Reduktion dar-ASnRNA (Maestro & Bellés 2006). Es
ist daher moglich, dass in beiden Studien noch ewmsreichende Peptidmenge fur eine
Inhibition der CA vorhanden war. Die Reduktion de&8T-A Peptidmenge kdnnte zusatzlich
durch einen anderen unbekannten Faktor kompengieden sein (Maestro & Bellés 2006).
Der Zeitpunkt der Analyse spielt wahrscheinlich réb#ls eine grol3e Rolle. Nach der
abdominalen Injektion der AST-A dsRNA konnte diedRlktion des AST-A Peptidgehalts im
Gehirn beiB. germanicaerstmals nach drei Tagen nachgewiesen werden {Ma&kBellés
2006). BeiM. darwiniensiserfolgte die Injektion ebenfalls abdominal, dieRtEA wurde
dabei in den Hamolymphraum injiziert. Obwohl dierddung der Injektionsfliissigkeit im
Hamolymphraum des gesamten Korpers innerhalb wemityeuten erfolgt (siehe Vortest),
gibt es keine Daten Uber die Dauer der AufnahmdienGewebe. Eine vermutete Reduktion
des Peptidgehalts nach drei Tagen — wieBbgjermanica- wirde wahrscheinlich nicht zum
selben Zeitpunkt bereits eine Anderung des JH #ivdlymphtiters zur Folge haben. Die
schnellere Reaktion b@&. bimaculatusuindS. frugiperddiegt eventuell auch an der kirzeren
Entwicklungszeit dieser Insektenarten. Die Entwickjszeit ist beiM. darwiniensis
besonders lang, ein Zwischenhautungsintervall daaei80 Tage (Watsagt al. 1977b). Eine
langere Experimentdauer ware daher vorteilhaft, disn Auswirkung der Injektion von
AST-A dsRNA auf den Hormongehalt und eine eventuelddurch ausgeloste
Kastendifferenzierung zu tberprufen. Die RNAi-Mathescheint aufgrund der teilweise lang
anhaltenden Effekte flr solche Langzeitexperimeanie geeignet zu sein. So konnte bei
Reticulitermes flavipebereits nach einer einmaligen Injektion von HexamgiRNA eine
signifikante Wirkung auf die Vorsoldatenbildung hat4 bis 25 Tagen gezeigt werden
(Scharfet al.2005c; Zhotet al.2006c).

Der Vergleich der verschiedenen Experimente zur RN#teinander zeigte deutliche
Unterschiede zwischen den Experimenten, die verchudbenfalls einen Einfluss auf das
Gesamtergebnis haben kdnnten. Die Mortalitat wadein Experimenten 3 und 4 gegentuber
den ersten beiden Experimenten stark erhoht. DdtlJHter dagegen war — unabhéngig von
der Behandlung — in den Experimenten 3 und 4 sé#lr niedriger. In Experiment 4
beispielsweise war der JH llI-Titer im Vergleich Experiment 2 um fast 90% reduziert.

Zudem wurde eine erhthte Menge an 20-Hydroxyecdysoden Experimenten 3 und 4
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gefunden, wahrend Ecdysteroide im zweiten Experim@oht nachweisbar waren. Der
reduzierte JH |IlI-Titer und der erhohte 20-HE-Geéhwlurde auch bei Arbeitern in
absterbenden Kolonien gezeigt. Dies deutet auf kure bevorstehende Entwicklung der
Arbeiter zu Neotenics hin. Méglicherweise konntés kergleichsweise kurzfristigen Effekte
der RNAi im Vergleich zu den langfristigen Effekteainer vorher determinierten
Kastendifferenzierung somit nicht beobachtet werd&me untersuchten Arbeiter der
Experimente 3 und 4 stammten aus einer der beiaddonien, die einige Monate nach den
Experimenten abstarb. Die reduzierte Fitness di@dgeeiter ist dadurch ebenfalls erklarbar.
Der wahrscheinlich bereits generell schlechte Zuk@der Mutterkolonie, sowie die isolierte
Haltung in einer homogenen Gruppe fuhrte sehr vedieialich zu einer erhéhten Anfalligkeit
der Arbeiter fir Infektionen und damit zu einerd@rten Mortalitat (Review in Rosengaes
al. 2011).
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7 Ausblick

Zur weiterfuhrenden Untersuchung des Einflusses Jurenilhormonen, Ecdysteroiden und
allatoregulierenden Neuropeptiden auf die Kastémaihzierung vorM. darwiniensissollten
zusatzliche Experimente durchgefiihrt werden. Becligles Hormongehaltes fehlen weitere
Daten zu Entwicklungsstadien der nymphalen LinieonVden elf vorhandenen
Nymphenstadien konnten nur drei untersucht werdesatzlich konnte eine Untersuchung
der Ovaraktivitdit der Nymphen sowie der primarerd wekundaren Geschlechtstiere zu
weiteren Erkenntnissen Uber Hormonwirkungen fiuhBander Hormongehalt innerhalb eines
Stadiums sehr stark schwanken kann, sollten zudemiduen mit definiertem Alter und zu
verschiedenen Zeitpunkten innerhalb des Zwischaohgsintervalls untersucht werden.
Dafir muss jedoch eine Optimierung der Haltung d@ermiten in kleineren Gruppen
erfolgen. Erste Versuche dazu und zur individueMarkierung der Tiere wurden bereits in
dieser Studie durchgefihrt.

Auch bezlglich der Auswirkung der Expression des TAS Gens auf die
Kastendifferenzierung fehlen weitere Daten. Eine hdBung der untersuchten
Stichprobengrdf3e sowie die Untersuchung der Exjoresgu definierten Zeitpunkten
innerhalb des Zwischenh&utungsintervalls ware dehste Schritt. Die Normalisierung der
Expressionsdaten sollte dabei mit einem stabilpriederten Referenzgen oder mit mehreren
Referenzgenen erfolgen. Zudem sollte die Identifikader noch fehlenden Sequenzen des
AST-A Gens beM. darwiniensisund C. darwiniabgeschlossen werden. Um den kompletten
Leserahmen zu identifizieren, konnte beispielsweise Methode der inversen PCR
angewendet werden.

Da das AST-A Gen voN. darwiniensiseine grof3e Variation an den C-terminalen Enden der
potentiellen Peptide aufweist, ware eine Uberprgfdar Funktionalitat der kodierten Peptide
sinnvoll. Dabei konntenin vitro-Tests zur Untersuchung der Wirkung auf die
Juvenilhormonbiosynthese oder auf die Darmmotildétchgefiihrt werden. Aucim vivo-
Versuche durch direkte Injektion der einzelnen féeptkénnten erfolgen. Ein bereits
durchgefuhrterin vivo-Versuch war die Injektion von AST-A dsRNA zur Ausling von
RNA-Interferenz. Diese Experimente sollten weitéiibet werden. Zur Uberpriifung der
Spezifitat der Reduktion der AST-A Expression swolltKontrollversuche mit artfremder
AST-A dsRNA oder dsRNA sequenzverwandter Gene daftinrt werden. Weiterhin
scheint eine Uberpriifung der Injektionsmethode hrayht. Andere Injektionstechniken wie

Mikroinjektion oder eine Betaubung der Tiere komnizi geringerer Mortalitat fihren. Die
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Verfutterung der dsRNA ware ebenfalls in Betracht zehen. Um die Auswirkung der
AST-A dsRNA auf den Juvenilhormontiter und die Kaslifferenzierung zu Uberprufen,
sollte zudem der Untersuchungszeitraum verlangerden. Eine eventuelle Erh6hung des
JH-Titers durch Behandlung mit AST-A dsRNA konntevie die Injektion oder Verfutterung
von JH-Analoga — eine erhdhte Soldatenbildung heméen. Dieser Aspekt konnte auch im
Sinne der Bekampfung vol. darwiniensisals Schadling interessant werden, da Soldaten
nicht selber fressen kdnnen und von den Arbeiterfiittert werden missen. Bei einem
gestorten Arbeiter-zu-Soldaten-Verhaltnis kann s Absterben der Kolonie kommen. Die
Arbeiter sind ab einem bestimmten Zeitpunkt niclehmin der Lage, alle Soldaten zu futtern
oder Uberzahlige Soldaten zu eliminieren, so desSaoldaten verhungern. Zu viele tote Tiere
fuhren zu einer mikrobiellen Kontamination und zAsterben der Kolonie (Haverty 1979).
Vor der Entwicklung RNAi-basierter Insektizide fehl jedoch noch weitere Informationen
Uber das Zusammenspiel von Allatostatin A-Peptiderd Juvenilhormon III bei der

Kastendifferenzierung voll. darwiniensis
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8 Zusammenfassung

Als ,ecosystem engineers“ sind Termiten in subsopen und tropischen Okosystemen von
wichtiger 6kologischer Bedeutung. Gleichzeitig geleinige Termitenarten als Bauholz- und
Agrarschadlinge, die weltweit vorkommen und enor@ahaden anrichten konnen. Fur die
Entwicklung effizienter und umweltschonender Inga#le gegen Termiten dient besonders
deren Kastendifferenzierung als Ansatzpunkt. Diecihdmismen der Kastendifferenzierung
sind noch nicht vollstandig aufgeklart, das Juveminon (JH) soll aber eine entscheidende
Rolle spielen. Daher sollte in dieser Studie denfless des Juvenilhormons auf die
Kastendifferenzierung bei der basalen Termvigstotermes darwiniensisntersucht werden.
Die Regulation der JH-Biosynthese erfolgt Ubertatlzgulierende Neuropeptide, von denen
Allatostatin A (AST-A) das am weitesten verbreitetie Die Expression des AST-A Gens bei

M. darwiniensisvurde daher ebenfalls analysiert.

Zunachst musste die Sequenz des AST-A GensWatarwiniensisund die Organisation des
AST-A Prohormonvorlaufers identifiziert werden. DaA&ST-A Gen kodiert einen
Prohormonvorlaufer mit 14 potentiellen Peptidere durch vier saure Spacerregionen zu
Clustern zusammengefasst werden. Dabei weisen ailthtPeptide die charakteristische
C-terminale Sequenz Y/FXFGL/I/V-amid der AST-A Rdptauf. Trotzdem zeigt der AST-A
Prohormonvorlaufer voM. darwiniensiseine starke Ahnlichkeit zu dem ebenfalls in dieser
Studie identifizierten AST-A Prohormonvorlaufer devahe verwandten Schabenart
Cryptocercus darwinsowie zu den bekannten AST-A Prohormonvorlaufewteaer Schaben
und einer weiteren Termitenart. Die phylogenetiséimalyse der Prohormonvorlaufer und
des AST-A Gens bestéatigte die enge VerwandtsctafiSethaben und Termiten. Durch die
zentrale Einordnung der Termiten innerhalb der Beh&onnte zudem die noch umstrittene
Paraphylie der Blattaria bestatigt werden. Die $tddume, die aus AST-A Sequenzen von
acht verschiedenen Insektenordnungen berechnet ewurdzeigten generell eine
Ubereinstimmung mit der anerkannten Phylogenie khsekten. Eine unterschiedliche
Topologie und teilweise geringe Bootstrap-Werteespen allerdings gegen die Eignung von

AST-A fur phylogenetische Analysen.

Das AST-A Gen wird bel. darwiniensisiberwiegend im Gehirn exprimiert. Eine geringere
Expression konnte auch in verschiedenen TeilerDdess nachgewiesen werden, wobei der

Mitteldarm hohere Expressionsraten aufwies als derder- und Hinterdarm. In den
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verschiedenen Entwicklungsstadien Wdn darwiniensiszeigten sich ebenfalls Unterschiede
bei der AST-A Expression, generell wiesen ,adulitadien eine hohere Expression auf als

juvenile Stadien.

Die Messung des Gehaltes von JH Il und Ecdysteroidbei den verschiedenen
Entwicklungsstadien voll. darwiniensiserfolgte mittels HPLC-MS. Ein hoher JH 1lI-Gehalt
wurde bei Larven nachgewiesen, dieser lag Uber #ldil-Gehalt der Nymphen derselben
Altersgruppe. Der hohe JH llI-Gehalt der mittleréarven deutet auf die potentielle
Entwicklung dieser Tiere zu Soldaten. Wahrend detwieklung von Geschlechtstieren
konnte nur ein geringer JH llI-Gehalt gemessen aer®ies galt sowohl fir die Entwicklung
von priméaren Geschlechtstieren aus Nymphen als diictdie Entwicklung sekundarer
Geschlechtstiere aus Arbeitern. Der hohe JH llldletvahrend der Soldatenentwicklung
ebenso wie der niedrige JH 1lI-Gehalt wahrend desdBlechtstierbildung stimmt mit dem
Modell von Nijhout & Wheeler (1982) zum EinflussivdH auf die Kastendifferenzierung bei
Termiten Uberein. Dieses bezieht sich allerdingsTaamiten mit linearem Entwicklungsweg,
wahrend bei Termiten mit zweiastigem Entwicklunggwewie M. darwiniensis- bisher nur

wenig zur Rolle von JH auf die Kastendifferenzigyloekannt war.

Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischem dH Ill-HAmolymphtiter und der
Expression des AST-A Gens im Gehirn Ibé&i darwiniensisnachgewiesen werden. Beide
Parameter waren negativ miteinander korrelierh. &Entwicklungsstadien mit hohem JH IlI-
Titer zeigten Uberwiegend geringe AST-A Expressiod umgekehrt.

Zur weiterfihrenden Funktionsanalyse des AST-A Gewnsde zudem versucht, die
Expression des AST-A Gens in Arbeitern vigh darwiniensismittels RNA-Interferenz zu

unterdriicken. Durch Injektion von doppelstrangif®A (dsRNA) abgeleitet vom AST-A

Gen konnte die Expression um bis zu 92% reduziertden. Die Reduktion war dabei in den
verschiedenen Geweben unterschiedlich stark ausgepEs konnte keine vollstdndige
Suppression der AST-A Expression erreicht werderi Dage nach der Injektion von AST-A
dsRNA konnte keine Auswirkung auf den JH IllI-Titer der Hamolymphe der Tiere

beobachtet werden.
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9 Summary

As ecosystem engineers, termites play an impor@letin the ecology of subtropical and
tropical ecosystems. At the same time, a few tersyiecies are important pests of timber and
agriculture. They are responsible for huge damégevar the world. For the development of
efficient and environmentally friendly insecticiddse caste differentiation of termites is of
particular interest. The mechanisms of caste diffeation are not well understodalt
juvenile hormone (JH) is assumed to play a majbe. roherefore, the influence of JH on
caste differentiation in the primitive termikdéastotermes darwiniensisas examined in this
study. Biosynthesis of JH is regulated by allatatating neuropeptides. Among them A-type
allatostatins (AST-A) are most widely spread. Thaes the AST-A gene expression of

M. darwiniensisvas analysed as well.

In a first step the sequence of the AST-A genethadrganisation of the AST-A prohormone
precursor ofM. darwiniensiswere identified. The AST-A gene encodes a prohoeno
precursor with 14 putative peptides. Four acidiacsps separate clusters of individual
peptides. Not all peptides contain the C-terminadiieg Y/FXFGL/I/V-amide of AST-A
peptides. Nevertheless, the AST-A prohormone psecunf M. darwiniensisis very similar

to the AST-A prohormone precursor of the closebatesl cockroactCryptocercus darwini
which was identified in this study as well. Bothosha high degree of similarity to known
AST-A prohormone precursors of other cockroachesl amother termite species.
Phylogenetic analyses of the prohormone precursodsthe AST-A gene proved the close
relationship between cockroaches and termitesdtfitian, the paraphyly of Blattaria was
confirmed by the placement of the termites withotlaoaches. Phylogenetic trees, which
were generated from AST-A sequences of eight diffemsect orders, are in accordance with
the accepted phylogeny of insects. However, argiffietopology and partially low bootstrap
values show that AST-A is not suitable for phyloggmnanalyses.

The AST-A gene is predominantly expressed in tlaénbof M. darwiniensis Less expression
was detected in different parts of the gut, withdgout showing a higher expression than
foregut and hindgut. There was a different expoesf the AST-A gene in different
developmental stages ®. darwiniensisas well. In general, “adult” stages had a higher

expression than juvenile stages.
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The JH and ecdysteroid hormone content of differef@velopmental stages of
M. darwiniensiswas measured by HPLC-MS. A higher JH Ill contemisvghown in larvae

than in nymphs of the same age. The high JH Iigll®f intermediate larvae indicates their
potential to develop into soldiers. During the depenent of reproductives JH Il content was
low. This was true for the development of primagpnoductives from nymphs as well as for
the development of secondary reproductives fronkerst The high JH Il content during the
development of soldiers as well as the low JH #8vdl during the development of
reproductives is in agreement with the proposedahoti Nijhout & Wheeler (1982). This

model describes the influence of JH on caste diffeation of termites developing along the
linear ontogenetic pathway. In contrast, the rdlelld in caste differentiation of termites
developing along the bifurcated ontogenetic pathwasuch ad\l. darwiniensis— is less

understood.

A significant correlation between the JH Ill haegymoph titre and the expression of the
AST-A gene in the brain was demonstratedMn darwiniensis Both parameters were
negatively correlated, i. e. developmental stagéh wigh JH Il titre mostly had a low

AST-A expression and vice versa.

The method of RNA interference (RNAI) was used uatifer analyse the function of the
AST-A gene. By RNA|, it was tried to suppress tieression of the AST-A gene in workers
of M. darwiniensis The expression was reduced up to 92% by injeatiodouble stranded
RNA (dsRNA) derived from the AST-A gene. There waealiéerent reduction levels in
various tissues. Complete suppression of the ASJeAe expression was never reached.
Three days after the injection of AST-A dsRNA the DI titre in the haemolymph of the

workers was unchanged.



Literatur 211

10 Literatur

ABDEL-LATIEF, M., MEYERING-VOS, M. & HOFFMANN, K. H. (2003): Molecular
characterisation of cDNAs from the fall armywo®podoptera frugiperdancoding
Manduca sexta allatotropin and allatostatin preprohormone pegtiddnsect
Biochemistry and Molecular Biolog®3(5): 467-476.

ABDEL-LATIEF, M., MEYERING-V0S, M. & HOFFMANN, K. H. (2004a): Characterization of a
novel peptide with allatotropic activity in the lf@rmyworm Spodoptera frugiperda
Reqgulatory Peptided222): 69-78.

ABDEL-LATIEF, M., MEYERING-VOS, M. & HOFFMANN, M. H. (2004b): Expression and
localization of theSpodoptera frugiperdallatotropin (Spofr-AT) and allatostatin
(Spofr-AS) genes. Archives of Insect Biochemistng #hysiology55(4): 188-199.

ABDEL-LATIEF, M., MEYERING-VOS, M. & HOFFMANN, M. H. (2004c): Type-A allatostatins
from the fall armyworm Spodoptera frugiperdaMolecular cloning, expression and
tissue-specific localization. Archives of Insecto8iemistry and Physiologyp6(3):
120-132.

ABDEL-LATIEF, M. & HOFFMANN, K. H. (2010): Neuropeptide regulators of the juvenile
hormone biosynthesisin( vitro) in the beetle, Tenebrio molitor (Coleoptera,
Tenebrionidae). Archives of Insect Biochemistry &tnysiology 74(3): 135-146.

ABE, T. (1987): Evolution of life types in termites. IRvolution and coadaptation in biotic
communitiesed. KAWANO, S., @NNELL, J.H. & HIDAKA , T., pp. 125-148. University
of Tokyo Press, Tokyo.

ABE, T. (1990): Evolution of worker caste in termites. $ocial insects and the environment
ed. \EERESH G. K., MALLIK , B. & VIRAKTAMATH , C. A., pp. 29-30. Oxford & IBH
Publishing, New Delhi.

AGUILAR, R., MAESTRQ, J.L., VILAPLANA, L., PASCUAL, N., RULACHS, M. D. & BELLES, X.
(2003): Allatostatin gene expression in brain andgut, and activity of synthetic
allatostatins on feeding-related processes in tbekroach Blattella germanica
Requlatory Peptide4153): 171-177.

AKAIKE, H. (1974): A new look at statistical model iderd#tion. IEEE Transactions on
Automatic Control19(6): 716-723.

ALDRICH, B. T., KAMBHAMPATI, S. & KRAFSUR E. S. (2005): Population genetics of wood-
feeding cockroaches in the gertligptocercusJournal of Heredity96(5): 572-575.

ALVES-SILVA, J., RBEIRO, J.M. C., VAN DEN ABBEELE, J., ATTARDO, G., HAO, Z. R., HAINES,
L. R., SOARES M. B., BERRIMAN, M., AKSOY, S. & LEHANE, M. J. (2010): An insight
into the sialome ofslossina morsitans morsitanBMC Genomics11.

AMDAM, G. V., SMOES, Z. L., GuIDUGLI, K. R., NORBERG K. & OmMHOLT, S. W. (2003):
Disruption of vitellogenin gene function in adulbrieybees by intra-abdominal
injection of double-stranded RNA. BMC Biotechnolo8y1.




212 Literatur

ANDERSEN C. L., JENSEN J. L. & ORNTOFT, T. F. (2004): Normalization of real-time
guantitative reverse transcription-PCR data: a rkbdsed variance estimation
approach to identify genes suited for normalizatiapplied to bladder and colon
cancer data sets. Cancer Resed@4{15): 5245-5250.

AUDSLEY, N., WEAVER, R. J. & EDWARDS, J. P. (2000): Juvenile hormone biosynthesis by
corpora allata of larval tomato motbacanobia oleraceaand regulation by Manduca
sexta allatostatin and allatotropin. Insect Bioclstm and Molecular Biology30(8-

9): 681-689.

AUDSLEY, N., MATTHEWS, H. J., RRICE, N. R. & WEAVER, R. J. (2008): Allatoregulatory
peptides in Lepidoptera, structures, distributiamd gunctions. _Journal of Insect

Physiology 54(6): 969-980.

AUERSWALD, L., BIRGUL, N., GADE, G., KREIENKAMP, H. J. & RICHTER, D. (2001): Structural,
functional, and evolutionary characterization ofvelomembers of the allatostatin
receptor family from insects. _ Biochemical and Bigplal Research
Communications2824): 904-909.

BAaDisco, L., MARCHAL, E., VAN WIELENDAELE, P., VERLINDEN, H., VLEUGELS, R. &
VANDEN BROECK, J. (2011): RNA interference of insulin-related peet and
neuroparsins affects vitellogenesis in the desedudt Schistocerca gregaria
Peptides32(3): 573-580.

BANDI, C., SRONI, M., DAMIANI, G., MAGRASS|, L., NALEPA, C. A., LAUDANI, U. & SACCHI,
L. (1995): The establishment of intracellular syosis in an ancestor of cockroaches
and termites. Proceedings of the Royal Society @dgjical Sciences2591356):
293-299.

BEccaLONI, G.W. (2007). Blattodea Species File Online. Versidi4L0.

BELL, W. J. & BARTH, R. H. (1971): Initiation of yolk deposition by juveailhormone.
Nature-New Biology23Q(15): 220-222.

BELLES, X., MAESTRQ, J. L., PULACHS, M. D., JoHNSEN A. H., DUVvE, H. & THORPE A.
(1994): Allatostatic neuropeptides from the cocktodlattella germanica(L.)
(Dictyoptera, Blattellidae) - Identification, immalocalization and activity.
Requlatory Peptide$3(3): 237-247.

BELLES, X., GRAHAM, L. A., BENDENA, W. G., DING, Q. ., EDWARDS, J.P., WEAVER, R.J. &
ToBE, S. S. (1999): The molecular evolution of the allatGataprecursor in
cockroaches. Peptide0(1): 11-22.

BELLES, X., CASSIER P., GERDA, X., PASCUAL, N., ANDRE, M., ROossQ Y. & PIULACHS, M. D.
(1993): Induction of choriogenesis by 20-hydroxygsmhe in the german cockroach.
Tissue & Cel] 252): 195-204.

BELLES, X. (2010): BeyondDrosophila RNAI in vivo and functional genomics in insects.
Annual Review of Entomology5: 111-128.




Literatur 213

BENDENA, W. G., GRSIDE, C. S., YU, C.G. & TOBE, S.S. (1997): Allatostatins: Diversity in
structure and function of an insect neuropeptideilfa Annals of the New York
Academy of Science814(1): 53-66.

BENDENA, W. G., DonLY, B. C. & ToBE, S. S. (1999): Allatostatins: A growing family of
neuropeptides with structural and functional diitgrsNeuropeptides: Structure and
Function in Biology and Behavip897. 311-329.

BENDTSEN J.D., NIELSEN, H., VON HEUUNE, G. & BRUNAK, S. (2004): Improved prediction of
signal peptides: SignalP 3.0. Journal of MolecBliatogy, 340(4): 783-795.

BIGNELL, D. E. & EGGLETON, P. (2000): Termites in ecosystems. In: Termitesol&on,
Sociality, Symbioses, Ecologed. AE, T., BIGNELL, D. E. & HIGASHI, M., pp. 363-
387. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, Thehddands.

BIRGUL, N., WEISE, C., KREIENKAMP, H. J. & RICHTER, D. (1999): Reverse physiology in
Drosophila identification of a novel allatostatin-like nepeptide and its cognate
receptor structurally related to the mammalian gostatin/galanin/opioid receptor
family. Embo Journall8(21): 5892-5900.

BLACKBURN, M. B., WAGNER, R. M., KOCHANSKY, J.P., HARRISON, D. J., THOMASLAEMONT,
P. & RaiNA, A. K. (1995): The identification of two myoinhibitorgeptides, with
sequence similarities to the galanins, isolatethftbe ventral nerve cord danduca
sexta Requlatory Peptide§7(3): 213-2109.

BoBYLEVA, N. N. (1975): Morphology and evolution of intestinarasitic flagellates of the
far-eastern roac@ryptocercus relictusActa Protozoological4: 109-160.

BORDEREAU, C. (1975): Caste determination in higher termit&vidence for a royal control
on formation of sexual caste iMacrotermes bellicosusSmeathman (lsoptera,
Termitidae). Insectes SocialB(4): 363-373.

BORDEREAU, C. (1985): The role of pheromones in termite cabtierentiation. In:_Caste
differentiation in social insectsed. WATSON, J. A. L., OKOT-KOTBER, B. M. &
NOIROT, C., pp. 221-226. Pergamon Press, Oxford & New York.

BORDEREAU, C. & HaAN, S.H. (1986): Stimulatory influence of the queen amgkon soldier
differentiation in the higher termitedasutitermes luja@nd Cubitermes fungifaber
Insectes Sociay83(3): 296-305.

BRADBURY, A. F., BNNIE, M. D. & SMYTH, D. G. (1982): Mechanism of C-terminal amide
formation by pituitary enzymes. Naty2985875): 686-688.

BRENT, C. S., SHAL, C. & VARGO, E. L. (2005): Endocrine changes in maturing primary
gueens ofZootermopsis angusticollisJournal of Insect Physiolog1(11): 1200-
12009.

BREZNAK, J. A. & BRUNE, A. (1994). Role of microorganisms in the digestioh
lignocellulose by termites. Annual Review of Entdagy, 39(1): 453-487.




214 Literatur

BROWN, T. A. (2007):_Gentechnologie fiur Einsteigét Auflage. Elsevier GmbH, Minchen.

BucHLI, H. (1956): Die Neotenie b&eticulitermesinsectes Sociay8(1): 131-143.

BURGIN, C. & LANZREIN, B. (1988): Stage-dependent biosynthesis of metimgioate and
juvenile hormone Il and metabolism of juvenile imame Il in embryos of the
cockroachNauphoeta cinerednsect Biochemistryl8(1): 3-9.

BURNSIDE, C. A., SMITH, P.T. & KAMBHAMPATI, S. (1999): Three new species of the wood
roach, Cryptocercus(Blattodea: Cryptocercidae), from the eastern éthiStates.
World Wide Web Journal of Biology(1).

BusTIN, S.A. (2000): Absolute quantification of mMRNA usingatdime reverse transcription
polymerase chain reaction assays. Journal of Mtdedtndocrinology 252): 169-
193.

BUTENANDT, A. & KARLSON, P. (1954): Uber die Isolierung eines Metamorphoseatbns
der Insekten in kristallisierter Form. Zeitschrifir Naturforschung Section B - A
Journal of Chemical ScienceéX6): 389-391.

CAMERON, S. L., Lo, N., BOURGUIGNON T., SVENSON, G. J. & EvaNns, T. A. (2012): A
mitochondrial genome phylogeny of termites (BlagtadTermitoidae): Robust support
for interfamilial relationships and molecular syoaprphies define major clades.
Molecular Phylogenetics and Evolutidd®(1): 163-173.

CARAPELLI, A., NARDI, F., DaLLAI, R. & FRATI, F. (2006): A review of molecular data for the
phylogeny of basal hexapods. Pedobiolp§2): 191-204.

CASTLE, G. B. (1934): The experimental determination of cadifeerentiation in termites.
Science80(2075): 314.

CATERINO, M. S., GHO, S. & SPERLING, F. A. (2000): The current state of insect molecular
systematics: a thriving Tower of Babel. Annual Rsviof Entomology45: 1-54.

CHAN, K. K., ABEL, D. S. & Sray, B. (2011): Fine structure of corpora allata of easwith
different rates of juvenile hormone production lire ttermiteReticulitermes flavipes
Arthropod Structure & Developmer0(1): 26-38.

CHANG, E. S. (1993): Comparative endocrinology of molting aegroduction: Insects and
crustaceans. Annual Review of Entomolp8§: 161-180.

CHEN, F. & DixoN, R. A. (2007): Lignin modification improves fermentaldagar yields for
biofuel production. Nature Biotechnolod®5(7): 759-761.

CHINTAPALLI, V. R., WANG, J. & Dow, J. A. T. (2007): Using FlyAtlas to identify better
Drosophila melanogastenodels of human disease. Nature Gengdig®): 715-720.

CHIPPENDALE, G. M. & YIN, C. M. (1973): Endocrine activity retained in diapaussect
larvae. Nature2465434): 511-513.



Literatur 215

CHoMCzYNsKI, P. & SaccHl, N. (1987): Single-step method of RNA isolation bgida
guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extractioAnalytical Biochemistry
162(1): 156-159.

CHRISTIE, A. E. (2008): In silico analyses of peptide paracrin@snones in Aphidoidea.
General and Comparative Endocrinolp@§9q1): 67-79.

CHRISTIE, A. E., SuUsA, G. L., Rus, S., SaitH, C. M., TowLE, D. W., HARTLINE, D. K. &
DICKINSON, P. S. (2008): Identification of A-type allatostatinsogsessing -
Y XFGI/Vamide carboxy-termini from the nervous systefrthe copepod crustacean
Calanus finmarchicugGeneral and Comparative Endocrinolp§y5(3): 526-533.

CHRISTIE, A. E., McCooLE, M. D., HARMON, S. M., BAER, K. N. & LENz, P.H. (2011):
Genomic analyses of th®aphnia pulex peptidome._General and Comparative
Endocrinology 171(2): 131-150.

CiuDAD, L., BELLES, X. & PIULACHS, M. D. (2007): Structural and RNAI characterization of
the German cockroach lipophorin receptor, and thelutionary relationships of
lipoprotein receptors. Bmc Molecular Biolgdy 53.

CLARK, L., LANGE, A. B., ZHANG, J.R. & TOBE, S.S. (2008): The roles of Dippu-allatostatin
in the modulation of hormone release limcusta migratoria Journal of Insect

Physiology 54(6): 949-958.

CLEVELAND, L. R., HALL, S. K., SANDERS, E. P. & COLLIER, J. (1934): The wood feeding
roach Cryptocercus its protozoa, and the symbiosis between protcaua roach.
Memoirs of the American Academy of Arts and Scient@(2): 185-342.

CNAANI, J., RoBINSON, G.E. & HEFETZ A. (2000): The critical period for caste determioat
in Bombus terrestrisand its juvenile hormone correlates. Journal om@arative
Physiology a-Sensory Neural and Behavioral Phygigl®86(11): 1089-1094.

CORNETTE, R., KosHIKAWA, S., Hoig M., MATsumoTo, T. & MIURA, T. (2006): Caste-
specific cytochrome P450 in the damp-wood termiHedotermopsis sjostedti
(Isoptera, Termopsidae). Insect Molecular Bioloty(2): 235-244.

CORNETTE R., GOTOH, H., KOSHIKAWA, S. & MIURA, T. (2008): Juvenile hormone titers and
caste differentiation in the damp-wood termi®dotermopsis sjosted{ilsoptera,
Termopsidae). Journal of Insect Physiolog(6): 922-930.

CRrRuz, J., MARTIN, D., PASCUAL, N., MAESTRQ, J.L., PULACHS, M. D. & BELLES, X. (2003):
Quantity does matter. Juvenile hormone and thetafsatellogenesis in the German
cockroach. Insect Biochemistry and Molecular Bigla#3(12): 1219-1225.

Cruz, J., MARTIN, D. & BELLES, X. (2007): Redundant ecdysis regulatory functiohghcee
nuclear receptor HR3 isoforms in the direct-devielgpnsectBlattella germanica
Mechanisms of Developmerit24(3): 180-189.

CussoN M. & McNEIL, J.N. (1989): Involvement of juvenile hormone in thegulation of
pheromone release activities in a moth. Scie484888): 210-211.



216 Literatur

CussoN M., MCNEIL, J.N. & ToBE, S.S. (1990):In vitro biosynthesis of juvenile hormone
by corpora allata ofPseudaletia unipunctavirgin females as a function of age,
environmental conditions, calling behavior and easadevelopment. Journal of Insect

Physiology 36(2): 139-146.

DAscH, G. A., WEISS E. & CHANG, K. P. (1984): Endosymbionts of insects. In: Bergey’s
manual of systematic bacteriologgd. HOLT, J.G., pp. 881-883. Williams & Wilkins,
Baltimore.

DAVEY, M., DUVE, H., THORPE A. & EAST, P. (1999): Characterisation of the helicostatin
peptide precursor gene froRelicoverpa armigergLepidoptera : Noctuidae). Insect
Biochemistry and Molecular Biolog29(12): 1119-1127.

DAvis, N. T., VEENSTRA J. A., FEYEREISEN R. & HILDEBRAND, J. G. (1997): Allatostatin-
like-immunoreactive neurons of the tobacco hornwdvlanduca sextaand isolation
and identification of a new neuropeptide relateddokroach allatostatins. Journal of
Comparative Neurology852): 265-284.

DAvis, R. B., BALDAUF, S.L. & MAYHEW, P.J. (2009): Eusociality and the success of the
termites: insights from a supertree of dictyoptefamilies. Journal of Evolutionary
Biology, 22(8): 1750-1761.

DAvis, R. B., BALDAUF, S. L. & MAYHEW, P.J. (2010): Many hexapod groups originated
earlier and withstood extinction events better thesviously realized: inferences from
supertrees. Proceedings of the Royal Society Beioal Science277(1687): 1597-
1606.

DE KORT, C. A. D. & GRANGER, N. A. (1996): Regulation of JH titers: The relevande o
degradative enzymes and binding proteins. Archiggdnsect Biochemistry and

Physiology 33(1): 1-26.

DE WILDE, J. & DE BOER, J. A. (1961): Physiology of diapause in the adult cattp beetle -
II: Diapause as a case of pseudo-allatectomy. dbofrinsect Physiology6(2): 152-
161.

DeiTz, L. L., NALEPA, C. A. & KLAss, K. D. (2003): Phylogeny of the Dictyoptera re-
examined (Insecta). Entomologische Abhandlungéfi): 69-91.

DELBECQUE, J.P., LANZREIN, B., BORDEREAU, C., IMBODEN, H., HRN, M., O'CONNOR, J.D.,
NoIrROT, C. & LUSCHER M. (1978): Ecdysone and ecdysterone in physogdasitnigite
gueens and eggs ®Macrotermes bellicosuand Macrotermes subhyalinugGeneral
and Comparative Endocrinology6(1): 40-47.

DELIGNE, J., QJENNEDEY, A. & BLum, M. S. (1981): The enemies and defense mechanisms of
termites. In:_Social insects Vol. 2d. HERMANN, H. R., pp. 1-76. Academic Press,
New York & London.

DING, Q., DonLy, B. C., ToBE, S. S. & BENDENA, W. G. (1995): Comparison of the
allatostatin neuropeptide precursors in the distareiated cockroacheBeriplaneta
americanaandDiploptera punctataEuropean Journal of BiochemistBB84(3): 737-
746.




Literatur 217

DIRCKSEN, H., KIEBE, P., ABEL, B., AGRICOLA, H., BUCHNER, K., MUREN, J.E. & NASSEL, D.
R. (1999): Structure, distribution, and biologiadtivity of novel members of the
allatostatin family in the crayfisBrconectes limosu$eptides2((6): 695-712.

DONG, S.L., MAO, L. & HENDERSON G. (2009): Physical contact between soldier anckeror
is essential in soldier self-regulation dfoptotermes formosanuglsoptera,
Rhinotermitidae). Insectes Socia®$(1): 28-34.

DoNLY, B. C., DNG, Q., TOBE, S.S. & BENDENA, W. G. (1993): Molecular cloning of the
gene for the allatostatin family of neuropeptidesnt the cockroaclDiploptera
punctata Proceedings of the National Academy of Sciendeth® United States of
America 90(19): 8807-8811.

DONOHUE, K. V., KHALIL, S.M. S., Ross E., GROZINGER C. M., SONENSHINE, D. E. & ROE,
R. M. (2010): Neuropeptide signaling sequences idextiby pyrosequencing of the
American dog tick synganglion transcriptome durmgod feeding and reproduction.
Insect Biochemistry and Molecular Biolggd0(1): 79-90.

DoNOVAN, S. E., DNES D. T., SaANDS, W. A. & EGGLETON, P. (2000): Morphological
phylogenetics of termites (Isoptera). Biologicalidal of the Linnean Society((3):
467-513.

DONOVAN, S.E., BEGGLETON, P., DuBBIN, W. E., BATCHELDER, M. & DIBOG, L. (2001): The
effect of a soil-feeding termit&€Gubitermes fungifabeflsoptera: Termitidae) on soil
properties: termites may be an important sourcgodfmicrohabitat heterogeneity in
tropical forests. Pedobiologid5(1): 1-11.

DuVE, H., JOHNSEN A. H., ScoTT, A. G, Yu, C. G, YAcGl, K. J., TOBE, S.S. & THORPE A.
(1993): Callatostatins: Neuropeptides from the lipwCalliphora vomitoria with
sequence homology to cockroach allatostatins. iBoegs of the National Academy
of Sciences of the United States of Amer@@(6): 2456-2460.

DUVE, H., JOHNSEN A. H., SCoTT, A. G., EAST, P. & THORPE A. (1994): [Hyp(3)]Met-
callatostatin - Identification and biological propes of a novel neuropeptide from the
blowfly Calliphora vomitoria Journal of Biological Chemistyy26933): 21059-
21066.

DUVE, H. & THORPE A. (1994): Distribution and functional significanoé Leu-callatostatins
in the blowflyCalliphora vomitoria Cell and Tissue Resear@v§2): 367-379.

DUVE, H., JOHNSEN A. H., SCoTT, A. G. & THORPE A. (1995): Isolation, identification and
functional significance of [Hyp(2)]Met-callatostati and des Gly-Pro Met-
callatostatin, two further posttranslational mazhfions of the blowfly neuropeptide
Met-callatostatin. Regulatory Peptid&3(3): 237-245.

DUVE, H., JOHNSEN A. H., MAESTRQ, J.L., SCOTT, A. G., EAST, P.D. & THORPE A. (1996):
Identification of the dipteran Leu-callatostatirpfide family: The pattern of precursor
processing revealed by isolation studie€alliphora vomitoria Regulatory Peptides
67(1): 11-19.




218 Literatur

DUVE, H., OHNSEN A. H., MAESTRQ, J. L., ScoTT, A. G., QROOK, N., WINSTANLEY, D. &
THORPE A. (1997a): Identification, tissue localisation guiaysiological effectn vitro
of a neuroendocrine peptide identical to a diptdran-callatostatin in the codling
moth Cydia pomonellgTortricidae: Lepidoptera). Cell and Tissue Reslea?891):
73-83.

DUVE, H., JOHNSEN A. H., MAESTRQ, J.L., SCOTT, A. G., JAROS, P.P. & THORPE A. (1997h):
Isolation and identification of multiple neuropeges of the allatostatin superfamily in
the shore cralRarcinus maena€uropean Journal of BiochemistBbQ0(3): 727-734.

DUVE, H., OHNSEN A. H., MAESTRQ, J. L., ScoTT, A. G., WINSTANLEY, D., DAVEY, M.,
EAasT, P. D. & THORPE A. (1997c): Lepidopteran peptides of the allatostat
superfamily. Peptided4.8(9): 1301-1309.

DUVE, H., EAST, P.D. & THORPE A. (1999): Regulation of lepidopteran foregut moegrmby
allatostatins and allatotropin from the frontal géon. Journal of Comparative
Neurology 4133): 405-416.

DUVE, H., OHNSEN A. H., ScoTT, A. G. & THORPE A. (2002): Allatostatins of the tiger
prawn,Penaeus monodqiCrustacea: Penaeidea). Pepti@366): 1039-1051.

EAsST, P., TREGENzA K., DUVE, H. & THORPE A. (1996): Identification of the dipteran Leu-
callatostatin peptide family: Characterisationtwé prohormone gene fro@alliphora
vomitoriaandLucilia cuprina Reqgulatory Peptide§7(1): 1-9.

EDWARDS, J. P., @RBITT, T. S., MCARDLE, H. F., SHORT, J. E. & WEAVER, R. J. (1995):
Endogenous levels of insect juvenile hormonesnvalapupal and adult stages of the
tomato mothlacanobia oleracealournal of Insect Physiolog#1(8): 641-651.

EDWARDS, J.P., AUDSLEY, N., MARRIS, G. C., QUSSON M. & WEAVER, R. J. (2001): The role
of allatostatic and allatotropic neuropeptides he tegulation of juvenile hormone
biosynthesis inLacanobia oleracedlLepidoptera: Noctuidae). Peptidex?(2): 255-
261.

EGGLETON, P. (2001): Termites and trees: a review of recedtaaces in termite
phylogenetics. Insectes Sociad$(3): 187-193.

EGGLETON, P., BEcCcALONI, G. & INWARD, D. (2007): Save Isoptera: A comment on Inwerd
al. - Response to Let al.Biology Letters 3(5): 564-565.

EiPPER B. A., STOFFERS D. A. & MAINS, R. E. (1992): The biosynthesis of neuropeptides:
peptide alpha-amidation. Annual Review of Neurascéel5: 57-85.

ELEKONICH, M. M. & HORoDYsKI, F. M. (2003): Insect allatotropins belong to a fanlty
structurally-related myoactive peptides preserdaveral invertebrate phyla. Peptides
24(10): 1623-1632.

ELLiOTT, K. L. & STAY, B. (2007): Juvenile hormone synthesis as relatexjgpdevelopment
in neotenic reproductives of the termReticulitermes flavipeswvith observations on
urates in the fat body. General and ComparativeoEmiablogy, 152(1): 102-110.




Literatur 219

ELLiOTT, K. L. & STAY, B. (2008): Changes in juvenile hormone synthesisha termite
Reticulitermes flavipesluring development of soldiers and neotenic repcbdes
from groups of isolated workers. Journal of Ind&aysiology 54(2): 492-500.

ELLOTT, K. L., CHAN, K. K., TEESCH L., CLOR, O. & STAY, B. (2009a): Identification of Phe-
Gly-Leu-amide type allatostatin-7 Reticulitermes flavipedts localization in tissues
and relation to juvenile hormone synthesis. Peptigi&3): 495-506.

ELLioTT, K. L., HEHMAN, G.L. & STAY, B. (2009b): Isolation of the gene for the precursior
Phe-Gly-Leu-amide allatostatins in the termketiculitermes flavipesPeptides
30(5): 855-860.

EMERSON A. E. (1965): A review of the Mastotermitidae (Isopderincluding a new fossil
genus from Brazil. American Museum Novitgt2236 1-46.

ENGEL, M. S. & KRISHNA, K. (2004): Family-group names for termites (Isopjel/American
Museum Novitates3432 1-9.

ENGEL, M. S., RIMALDI, D. A. & KRISHNA, K. (2009): Termites (Isoptera): Their phylogeny,
classification, and rise to ecological dominancenelican Museum Novitate865Q
1-27.

ENGELMANN, F. (1957): Die Steuerung der Ovarfunktion bei deowwviparen Schabe
Leucophaea maderg&abr.)._Journal of Insect Physiolqdy3): 257-278.

ENGELMANN, F. (1969): Female specific protein: biosynthesistiadled by corpus allatum in
Leucophaea madera&ciencel653891): 407-409.

Evans, J. D. & WHEELER, D. E. (2001): Gene expression and the evolution oédhs
polyphenisms. Bioessay®3(1): 62-68.

EWING, B. & GREEN, P. (1998): Base-calling of automated sequenceesrasingPhred 1.
Error probabilities. Genome Resegrg(8): 186-194.

EWING, B., HILLIER, L., WENDL, M. C. & GREEN, P. (1998): Base-calling of automated
sequencer traces usiiired I. Accuracy assessment. Genome Rese&@&): 175-
185.

FALLON, A. M., HAGEDORN, H. H., WYATT, G. R. & LAUFER, H. (1974): Activation of
vitellogenin synthesis in mosquitdedes aegyptby ecdysone. Journal of Insect
Physiology 20(9): 1815-1823.

FELSENSTEIN J. (1985): Confidence limits on phylogenies: anrapph using the bootstrap.
Evolution 39(4): 783-791.

FORSCHLER B. T. (2000): Termites as structural pests in Northefica. In:_Termite biology
and management workshagd. FAO & UNEP, pp. 23-27. UNEP Chemicals, Genf.

FRENCH, J. R. J. (1974): A juvenile hormone analogue inducingteaifferentiation in the
australian termiteNasutitermes exitiosu@ill) (Isoptera: Termitidae). Journal of the
Australian Entomological Societ$3(4): 353-355.




220 Literatur

FROHMAN, M. A., DusH, M. K. & MARTIN, G. R. (1988): Rapid production of full-length
cDNAs from rare transcripts: Amplification using a&ingle gene-specific
oligonucleotide primer._Proceedings of the NatioAghdemy of Sciences of the
United States of Ameri¢&5(23): 8998-9002.

Fu, Q., Kutz, K. K., ScCHMIDT, J.J., Hsu, Y. W. A., MESSINGER D. I., CaIN, S.D., DE LA
IGLESIA, H. O., CHRISTIE, A. E. & LI, L. J. (2005): Hormone complement of the
Cancer productussinus gland and pericardial organ: An anatomicadl anass
spectrometric investigation. Journal of Comparahiegirology 4934): 607-626.

FUCHS, A., SCHREYER A., FEUERBACH, S. & KORB, J. (2004): A new technique for termite
monitoring using computer tomography and endoscoggrnational Journal of Pest

Managementc0(1): 63-66.

FUJITA, A., MIURA, T. & MATSUMOTO, T. (2008): Differences in cellulose digestive sysse
among castes in two termite lineages. Physiolodtcabmology 33(1): 73-82.

FUSE, M., ZHANG, J.R., PARTRIDGE, E., NACHMAN, R. J., QRCHARD, |., BENDENA, W. G. &
ToBE, S. S. (1999): Effects of an allatostatin and a myoseggin on midgut
carbohydrate enzyme activity in the cockro@ploptera punctataPeptides20(11):
1285-1293.

GADE, G., GRANDCOLAS, P. & KELLNER, R. (1997a): Structural data on hypertrehalosaemic
neuropeptides fror@ryptocercus punctulatusndTherea petiverianaHow do they fit
into the phylogeny of cockroaches? Proceedingshef Royal Society of London
Series B-Biological Science®64(1382): 763-768.

GADE, G., HOFFMANN, K. H. & SPRING, J.H. (1997b): Hormonal regulation in insects: Facts,
gaps, and future directions. Physiological Revieivéd): 963-1032.

GADE, G. & HoOFFMANN, K. H. (2005): Neuropeptides regulating development and
reproduction in insects. Physiological Entomolog(2): 103-121.

GADE, G., MARCO, H. G., RCHTER, D. & WEAVER, R. J. (2008): Structure-activity studies
with endogenous allatostatins froferiplaneta americana Expressed receptor
compared with functional bioassay. Journal of Ib&dtysiology 54(6): 988-996.

GARD, A. L., LENZ, P.H., SHAW, J.R. & CHRISTIE, A. E. (2009): Identification of putative
peptide paracrines/hormones in the water flBaphnia pulex (Crustacea;
Branchiopoda; Cladocera) using transcriptomics iamdunohistochemistry. General
and Comparative Endocrinology6Q(3): 271-287.

GARSIDE, C. S., BENDENA, W. G. & TOBE, S.S. (2001): Quantification of allatostatin mRNA
in the midgut ofDiploptera punctataln: Perspective in comparative endocrinology:
Unity and diversityed. ®@os H. J.T., K., R.R., VAUDRY, H. & PIERANTONI, R., pp.
893-898. Monduzzi Editore, Bologna.

GARSIDE, C. S., KOLADICH, P. M., BENDENA, W. G. & TOBE, S. S. (2002): Expression of
allatostatin in the oviducts of the cockrodgiploptera punctatalnsect Biochemistry
and Molecular Biology32(9): 1089-1099.




Literatur 221

GARSIDE, C. S., BENDENA, W. G. & TOBE, S. S. (2003): Quantification and visualization of
Dippu-AST mRNA in the brain of aduRiploptera punctatamated females vs. virgin
females vs. males. Journal of Insect Physiold@#4): 285-291.

GAY, F. J. (1969): Species introduced by man._In: Biolofiyeomites | ed. KRISHNA, K. &
WEESNER F. M., pp. 459-494. Academic Press, New York & London.

GAay, F.J. & CaLABY, J.H. (1970): Termites of the Australian region. InoBgy of termites
II. ed. KRISHNA, K. & WEESNER F. M., pp. 393-448. Academic Press, New York &
London.

GILBERT, L. I, GRANGER, N. A. & ROE, R. M. (2000): The juvenile hormones: historical facts
and speculations on future research directionecinBiochemistry and Molecular
Biology, 30(8-9): 617-644.

GILSBACH, R., KouTA, M., BONIsCH, H. & BRUSS M. (2006): Comparison ah vitro andin
vivo reference genes for internal standardization aftime PCR data. Biotechnigyes
40(2): 173-177.

GooDISMAN, M. A. D. & CROZIER, R. H. (2003): Association between caste and genotype i
the termite Mastotermes darwiniensisFroggatt (Isoptera : Mastotermitidae).
Australian Journal of Entomolog#2: 1-5.

GooDMAN, W. G. & GRANGER, N. A. (2005): The juvenile hormones. In: Comprehensive
molecular insect science - 3. Endocrinologygl. GLBERT, L. I., IASTROU, K. & GILL,
S., pp. 319-408. Elsevier Pergamon, Oxford.

GOTOH, H., CORNETTE R., KOSHIKAWA, S. & MIURA, T. (2008): Effects of precocenes on the
corpora allata and the JH titer in the damp-woathite Hodotermopsis sjostedti
(Isoptera: Termopsidae). Sociobiolo&e(2): 345-356.

GRANDCOLAS, P. (1994): Phylogenetic systematics of the subfamdyyphaginae, with the
assignment ofCryptocercusScudder, 1862 to this taxon (Blattaria, Blaberajde
Polyphagidae). Systematic Entomolo@$(2): 145-158.

GRANDCOLAS, P. (1996): The phylogeny of cockroach families: a ©tad appraisal of
morpho-anatomical data. Canadian Journal of ZoeRgyue Canadienne De
Zoologie 74(3): 508-527.

GRANDCOLAS, P. & DELEPORTE P. (1996): The origin of protistan symbionts immées and
cockroaches: A phylogenetic perspective. Cladigtiesinternational Journal of the
Willi Hennig Society 12(1): 93-98.

GRANDCOLAS, P. & D'HAESE, C. (2001): The phylogeny of cockroach familiesthe current
molecular hypothesis robust? Cladistics-the Intonal Journal of the Willi Hennig
Society 17(1): 48-55.

GRASSE P. P. & NolroT, C. (1947): Le polymorphisme social du termite a gaune
(Calotermes flavicollig=.). Les faux-ouvriers ou pseudergates et les maggssives.
Comptes Rendus de Academie des Scierdds 219-221.




222 Literatur

GREENBERG& TOBE, S.S. (1985): Adaptation of a radiochemical assayjueenile hormone
biosynthesis to study caste differentiation in angive termite. Journal of Insect
Physiology 31(5): 347-352.

GRIEBLER, M., WESTERLUND, S. A., HOFFMANN, K. H. & MEYERING-V0S, M. (2008): RNA
interference with the allatoregulating neuropeptgenes from the fall armyworm
Spodoptera frugiperdand its effects on the JH titer in the hemolym@burnal of
Insect Physiology54(6): 997-1007.

GRIEBLER, M. (2009): Auswirkungen der RNA-Interferenz auf aatiregulierende
Neuropeptide und Lokalisation der B- Typ Allatostat bei Spodoptera frugiperda
Dissertation, pp. 196. Fakultat fur Biologie, Chemund Geowissenschaften,
Universitat Bayreuth, Bayreuth.

GRIMALDI, D. & ENGEL, M. S. (2005):_Evolution of the insect€ambridge University Press,
Cambridge.

GUIDUGLI, K. R., NASCIMENTO, A. M., AMDAM, G.V., BARCHUK, A. R., OVHOLT, S., SMOES,
Z. L. P. & HARTFELDER, K. (2005): Vitellogenin regulates hormonal dynamicgshe
worker caste of a eusocial insect. Febs Let&ef922): 4961-4965.

GUINDON, S. & GASCUEL, O. (2003): A simple, fast, and accurate algoritlonestimate large
phylogenies by maximum likelihood. Syst BibP(5): 696-704.

HAGEDORN, H. H., OCONNOR J.D., FUCHS, M. S., S\GE, B., SCHLAEGER, D. A. & BOHM, M.
K. (1975): Ovary as a source of alpha-ecdysoneniacult mosquito. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the UnitedeStaf America72(8): 3255-3259.

HALL, T. A. (1999): BioEdit: a user-friendly biological seepce alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NT. Nucleic ACiflymposium Serieg1: 95-
98.

Hammock, B. D. (1985): Regulation of juvenile hormone titer: dbadation. In:
Comprehensive insect physiology, biochemistry amérmacology: Volume 7 —
Endocrinology I ed. KERKUT, G. A. & GILBERT, L. I., pp. 431-472. Pergamon Press,
Oxford.

HANUS, R., VRKOSLAV, V., HRDY, |., CVACKA, J. & SoBOTNIK, J. (2010): Beyond cuticular
hydrocarbons: evidence of proteinaceous secretmetific to termite kings and
queens._Proceedings of the Royal Society B-Biokigiciences277(1684): 995-
1002.

HaPp, G. M. (1992): Maturation of the male reproductive systand its endocrine regulation.
Annual Review of Entomologya7: 303-320.

HARITOS, V. S., RENCH, J.R.J. & AHOKAS, J.T. (1994): Cytochrome P450 monooxygenase
and glutathione S-transferase activity of two Aalsin termites: Mastotermes
darwiniensis and Coptotermes acinaciformisinsect Biochemistry and Molecular
Biology, 24(9): 929-935.




Literatur 223

HARTFELDER, K. (2000): Insect juvenile hormone: from "statu®¢to high society. Brazilian
Journal of Medical and Biological Resay&83(2): 157-177.

HARTFELDER, K. H. (1987): Rates of juvenile hormone synthesis rabrdaste differentiation
in the stingless be8captotrigona postica depiliRoux's Archives of Developmental
Biology, 196(8): 522-526.

HAUSER, F., NEUPERT, S., WILLIAMSON, M., PREDEL, R., TANAKA, Y. & GRIMMELIKHUIJZEN,
C. J.P. (2010): Genomics and peptidomics of neuropeptaled protein hormones
present in the parasitic wadgasonia vitripennis Journal of Proteome Research
9(10): 5296-5310.

HAVERTY, M. |. (1979): Soldier production and maintenance oldiso proportions in
laboratory experimental groups Gbptotermes formosan&hiraki. Insectes Sociaux
26(1): 69-84.

HAVERTY, M. I. & HOWARD, R.W. (1981): Production of soldiers and maintenarfceotdier
proportions by laboratory experimental groupsReticulitermes flavipe&ollar) and
Reticulitermes virginicugBanks) (Isoptera, Rhinotermitidae). Insectes &0¢i28(1):
32-39.

HAYASHI, Y., LO, N., MIYATA, H. & KITADE, O. (2007): Sex-linked genetic influence on caste
determination in a termite. Scien@4185852): 985-987.

HAYES, T. K., GUAN, X. C., DHNSON V., STREY, A. & TOBE, S.S. (1994): Structure-activity
studies of allatostatin 4 on the inhibition of jmile hormone biosynthesis by corpora
allata: the importance of individual side chainsl atereochemistry. Peptidels(7):
1165-1171.

HENNIG, W. (1981):_Insect phylogenyohn Wiley & Sons, Chichester.

HIGASHI, M., YAMAMURA , N., ABE, T. & BURNS, T. P. (1991): Why don't all termite species
have a sterile worker caste? Proceedings of thalR®gciety of London Series B-
Biological Science2461315): 25-29.

HiLL, G. F. (1942)._Termites (Isoptera) from the Australiegion Council for Scientific and
Industrial Research, Melbourne.

HIMURO, C., YOKoOI, T. & MATSUURA, K. (2011): Queen-specific volatile in a higher téem
Nasutitermes takasagoens(tsoptera: Termitidae). Journal of Insect Phygiglo
57(7): 962-965.

HoJa M., ToGa, K., ITAl, I. & MAEKAWA, K. (2009): Reference genes for real-time
quantitative reverse transcriptase-PCR in the highermite Nasutitermes
takasagoensis(lsoptera: Termitidae) comparing soldiers with nninavorkers.

Sociobiology 54(2): 509-520.

Hoig M., TOGA, K., WATANABE, D., YAMAMOTO, T. & MAEKAWA, K. (2011): High-level
expression of the Geranylgeranyl diphosphate sgetltigene in the frontal gland of
soldiers inReticulitermes speratufisoptera: Rhinotermitidae). Archives of Insect
Biochemistry and Physiology7(1): 17-31.




224 Literatur

HoLm, S. (1979): A simple sequentially rejective multigiest procedure. Scandinavian
Journal of Statistic6(2): 65-70.

HONIGBERG B. M. (1970): Protozoa associated with termites amr tfole in digestion. In:
Biology of termites 1l ed. KRISHNA, K. & WEESNER F. M., pp. 1-36. Academic Press,
New York & London.

HoOwARD, R. & HAVERTY, M. I. (1981): Seasonal variation in caste proportiofgield
colonies of Reticulitermes flavipes (Kollar) (Isoptera, Rhinotermitidae).
Environmental Entomology0(4): 546-549.

HowaARD, R. W. & HAVERTY, M. I. (1979): Termites and juvenile hormone analogues:
review of methodology and observed effects. Sooioly, 4(2): 269-278.

Howick, C. D., CRefrFIELD, J. W. & LENz, M. (1975): Field collection and labortatory
maintenance oMastotermes darwiniensigroggatt (Isoptera: Mastotermitidae) for
biological assessment studies. Australian JourhBhtomology 14(2): 155-160.

HRDY, I. & KRECEK, J. (1972): Development of superfluous soldiers aaduby juvenile
hormone analogs in the termit&eticulitermes lucifugus santonensigsectes
Sociaux 192): 105-109.

HuA, Y. J., BrLEMANS, D., DELOOF, A. & KOOLMAN, J. (1994): Inhibition of ecdysone
biosynthesis in flies by a hexapeptide isolatednfraitellogenic ovaries. Molecular
and Cellular Endocrinology04(1): R1-R4.

HuA, Y. J., TANAKA, Y., NAKAMURA, K., SAKAKIBARA , M., NAGATA, S. & KATAOKA, H.
(1999): Identification of a prothoracicostatic pdpt in the larval brain of the
silkworm, Bombyx moriJournal of Biological Chemistr274(44): 31169-31173.

HUBER, R. & Hoppg W. (1965): Zur Chemie des Ecdysons: VII. Die Kiistaund
Molekulstrukturanalyse des InsektenverpuppungshosmoEcdyson mit der
automatisierten Faltmolekilmethode. Chemische B&xi®8(7): 2403-2424.

HUELSENBECK J. P. & RoNQuIST, F. (2001): MrBayes: Bayesian inference of phylogiene
trees. Bioinformaticsl7(8): 754-755.

HUELSENBECK J. P., FONQUIST, F., NEELSEN, R. & BoLLBACK, J. P. (2001): Bayesian
inference of phylogeny and its impact on evolutrgniiology. Science294(5550):
2310-2314.

HUGGETT, J., DHEDA, K., BUSTIN, S. & ZUMLA, A. (2005): Real-time RT-PCR normalisation;
strategies and considerations. Genes and Immu@g4y. 279-284.

HuUMMON, A. B., RCHMOND, T. A., VERLEYEN, P., BAGGERMAN, G., HUYBRECHTS J., BWING,
M. A., VIERSTRAETE E., RODRIGUEZZAS, S.L., SCHOOFS L., ROBINSON, G.E.,ET AL.
(2006): From the genome to the proteome: Uncovepagtides in theApis brain.
Science314(5799): 647-649.



Literatur 225

IMBODEN, H., LANZREIN, B., DELBECQUE J. P. & LUSCHER M. (1978): Ecdysteroids and
juvenile hormone during embryogenesis in the oviparous cockroaciNauphoeta
cinerea General and Comparative Endocrinolp8§(4): 628-635.

INWARD, D., BECCALONI, G. & EGGLETON, P. (2007a): Death of an order: a comprehensive
molecular phylogenetic study confirms that termées eusocial cockroaches. Biology
Letters 3(3): 331-335.

INWARD, D. J.G., VOGLER, A. P. & EGGLETON, P. (2007b): A comprehensive phylogenetic
analysis of termites (Isoptera) illuminates keyemsp of their evolutionary biology.
Molecular Phylogenetics and Evolutiagh)(3): 953-967.

ISHIKAWA, Y., AONUMA, H. & MIURA, T. (2008): Soldier-specific modification of the
mandibular motor neurons in termites. PLoS CB(é): e2617.

ISHIKAWA, Y., OKADA, Y., ISHIKAWA, A., MIYAKAWA , H., KOSHIKAWA, S. & MIURA, T.
(2010): Gene expression changes during caste-gpeeifironal development in the
damp-wood termitélodotermopsis sjostedBMC Genomicsll: 314.

ISHITANI, K. & MAEKAWA, K. (2010): Ovarian development of female-femalerpan the
termite,Reticulitermes speratugournal of Insect Scienckd: 194.

ISHIWATA, K., SAsAKI, G., GcAWA, J., MYATA, T. & Su, Z. H. (2011): Phylogenetic
relationships among insect orders based on thregeanu protein-coding gene
sequences. Molecular Phylogenetics and Evolu&8§2): 169-180.

JAROSCH A. & MORITZ, R. F. (2011): Systemic RNA-interference in the honeybeis
mellifera Tissue dependent uptake of fluorescent siRNAr aftgra-abdominal
application observed by laser-scanning microsc@murnal of Insect Physiology
57(7): 851-857.

JESUDASON P., ANSPAUGH D. D. & ROE, R. M. (1992): Juvenile-hormone metabolism in the
plasma, integument, midgut, fat-body, and brainrduthe last instar of the tobacco
hornworm, Manduca sextaL.). Archives of Insect Biochemistry and Physmpo
20(2): 87-105.

JONES D. T., TAYLOR, W. R. & THORNTON, J. M. (1992): The rapid generation of mutation
data matrices from protein sequences. Computeriégifns in the Bioscience8(3):
275-282.

Juccy, C. (1952): Symbiosis and phylogenesis in the Isapfdature 1694307): 837.

Juby, K. J., SHOOLEY, D. A., DUNHAM, L. L., HALL, M. S., BERGOT, B. J. & SDDALL, J.B.
(1973): Isolation, structure, and absolute configjon of a new natural insect juvenile
hormone fromManduca sexta (organ culture/corpora allata/high-resolutioguid
chromatography/tobacco hornworm). Proceedings @& MNmational Academy of
Sciences of the United States of Ameyit@5): 1509-1513.




226 Literatur

KAI, Z.P., XE, Y., HUANG, J.A., TOBE, S.S., ZHANG, J.R., LING, Y., ZHANG, L., ZHAO, Y. C.
& YANG, X. L. (2011): Peptidomimetics in the discovery of nawsect growth
regulators: Studies on the structure-activity iefethips of the core pentapeptide
region of allatostatins. Journal of Agriculturadaifood Chemistry59(6): 2478-2485.

KaiB, M. (2000): Ecology and biology of termites in Ea&frica - Diversity and
communication. In;_Termite biology and managemeaotkshop ed. FAO & UNEP,
pp. 31. UNEP Chemicals, Genf.

KAISER, P. (1956): Die Hormonalorgane der Termiten im Zuse@mhang mit der Entstehung
ihrer Kasten._Mitteilungen aus dem Hamburgischerol@mschen Museum und
Institut, 54: 129-178.

KAMBHAMPATI, S. (1995): A phylogeny of cockroaches and relatestats based on DNA-
sequence of mitochondrial ribosomal RNA genes. &dmgs of the National
Academy of Sciences of the United States of Amefigg6): 2017-2020.

KAMBHAMPATI, S., KIER K. M. & THORNE, B. L. (1996): Phylogenetic relationship among
termite families based on DNA sequence of mitochiahd6S ribosomal RNA gene.
Insect Molecular Biology5(4): 229-238.

KARLSON, P. & LUSCHER M. (1959): Pheromones - new term for a class dblgically active
substances. Natur#834653): 55-56.

KARLSON, P., HOPPE W., HUBER, R. & HOFFMEISTER H. (1963): Zur Chemie des Ecdysons.
Justus Liebig Annalen der Chem@$2 1-20.

KARLSON, P., HOFFMEISTER H., HUMMEL, H., Hocks, P. & SPITELLER, G. (1965): Zur
Chemie des Ecdysons: VI. Reaktionen des EcdysoiiisleChemische Berichte
98(7): 2394-2402.

KATAOKA, H., ToscHI, A., LI,J.P., &RNEY, R.L., SCHOOLEY, D. A. & KRAMER, S.J. (1989):
Identification of an allatotropin from aduilanduca sextaScience2434897): 1481-
1483.

KE, J., 9N, J.Z., NGUYEN, H. D., SNGH, D., LEE, K. C., BEYENAL, H. & CHEN, S.L. (2010):
In-situ oxygen profiling and lignin modification iguts of wood-feeding termites.
Insect Sciengel 7(3): 277-290.

KING, D. S. & MARKS, E. P. (1974): Secretion and metabolism of alpha-eauysby
cockroach_eucophaea maderdessuesn vitro. Life Sciences15(1): 147-154.

KJER K. M. (2004): Aligned 18S and insect phylogeny. Syisil B53(3): 506-514.

KJER K. M., CARLE, F. L., LITMAN, J. & WARE, J. (2006): A molecular phylogeny of
Hexapoda. Arthropod Systematics and Phylogéni): 35-44.

KLAss, K.-D. (1998): The proventriculus of the Dicondyligith comments on evolution and
phylogeny in Dictyoptera and Odonata (Insecta).l@gischer Anzeiger237(1): 15-
42.




Literatur 227

KLAss, K. D. (2003): Relationships among the principal liresagf Dictyoptera inferred from
morphological data. Entomologische Abhandlun@ds2): 134-137.

KLass, K. D. & MEIER, R. (2006): A phylogenetic analysis of Dictyoptehasgcta) based on
morphological characters. Entomologische Abhanddung3(1-2): 3-50.

KLAss, K. D., NALEPA, C. & Lo, N. (2008): Wood-feeding cockroaches as modelseionite
evolution (Insecta: Dictyoptera):Cryptocercus vs. Parasphaeria boleiriana
Molecular Phylogenetics and Evolutiats(3): 809-817.

KNIPPERS R. (2006):_Molekulare Genetil®. komplett Uberarbeitete Auflage. Georg Thieme
Verlag, Stuttgart.

KNOOP, V. & MULLER, K. (2009):_ Gene und Stammbaume: Ein Handbuch zuekdtaren
Phylogenetik 2. Auflage. Spektrum Akademischer Verlag, Heidedp

KocH, A. (1938): Symbiosestudien Ill: Die intrazellluarBakteriensymbiose von
Mastotermes darwinienskroggatt (Isoptera). Zoomorphola@A(4): 584-609.

KORB, J., Roux, E.A. & LENZ, M. (2003): Proximate factors influencing soldievd®pment
in the basal termit€ryptotermes secundyslill). Insectes Sociay0(4): 299-303.

KORB, J. & KATRANTZIS, S. (2004): Influence of environmental conditionstba expression
of the sexual dispersal phenotype in a lower temmplications for the evolution of
workers in termites. Evolution & Developmef(5): 342-352.

KORB, J. & HARTFELDER, K. (2008): Life history and development - a framekvdor
understanding developmental plasticity in lowemiées. Biological Reviews83(3):
295-313.

KORB, J., HOFFMANN, K. & HARTFELDER, K. (2009a): Endocrine signatures underlying
plasticity in postembryonic development of a lowemite, Cryptotermes secundus
(Kalotermitidae). Evolution & Developmerit1(3): 269-277.

KORB, J., WEIL, T., HOFFMANN, K., FOSTER K. R. & REHLI, M. (2009b): A gene necessary for
reproductive suppression in termites. ScieB24(5928): 758.

KORB, J., HOFFMANN, K. & HARTFELDER, K. (2012): Molting dynamics and juvenile hormone
titer profiles in the nymphal stages of a lowernte, Cryptotermes secundus
(Kalotermitidae) - signatures of developmental ftay. Journal of Insect

Physiology 58(3): 376-383.

KOSHIKAWA, S., GRNETTE, R., HoJo, M., MAEKAWA, K., MATSUMOTO, T. & MIURA, T.
(2005): Screening of genes expressed in developnamdibles during soldier
differentiation in the termitdHodotermopsis sjostedtFebs Letters5796): 1365-
1370.

KOTAKI, T., SHINADA, T., KAHARA, K., OHFUNE, Y. & NUMATA, H. (2009): Structure
determination of a new juvenile hormone from a fogiteran insect. Organic Letters
11(22): 5234-5237.




228 Literatur

KOTAKI, T., SHINADA, T., KAIHARA, K., OHFUNE, Y. & NUMATA, H. (2011): Biological
activities of juvenile hormone IlI skipped bisepdeiin last instar nymphs and adults
of a stink bugPlautia stali Journal of Insect Physiology7(1): 147-152.

KRAMER, S.J., TosCH|, A., MILLER, C. A., KATAOKA, H., QUISTAD, G. B., LI, J.P., CARNEY,
R. L. & SCHOOLEY, D. A. (1991): Identification of an allatostatin frorhet tobacco
hornwormManduca sextaProceedings of the National Academy of Sciendeth®
United States of Ameri¢c88(21): 9458-9462.

KRISHNA, K. & EMERSON A. E. (1983): A new fossil species of termite from Nz amber,
Mastotermes electromexicuglsoptera, Mastotermitidae)._ American Museum
Novitates 2767. 1-8.

KRISTENSEN N. P. (1975): The phylogeny of hexapod 'orders'. Aiaai review of recent
accounts. Zeitschrift fir Zoologische Systematikl gvolutionsforschungl3(1): 1-
44,

KRISTENSEN N. P. (1981): Phylogeny of insect orders. Annual Revi# Entomology 26:
135-157.

LAGUEUX, M., HETRU, C., GOLTZENE, F., KAPPLER C. & HOFFMANN, J.A. (1979): Ecdysone
titer and metabolism in relation to cuticulogenasiembryos ofl_ocusta migratoria
Journal of Insect Physiolog95(9): 709-723.

LANGE, A. B., BENDENA, W. G. & TOBE, S. S. (1995): The effect of the thirteen Dip-
allatostatins on myogenic and induced contractiohghe cockroach Qiploptera
punctatgd hindgut._Journal of Insect Physiolqgh(7): 581-588.

LANZREIN, B., GENTINETTA, V., FEHR, R. & LUSCHER M. (1978): Correlation between
hemolymph juvenile hormone titer, corpus allatuntuaze, and corpus allatum vivo
andin vitro activity during oocyte maturation in a cockroada@phoeta cineréa
General and Comparative Endocrinolp8(3): 339-345.

LANZREIN, B., IMBODEN, H., BURGIN, C., BRUNING, E. & GFELLER, H. (1984): On titers,
origin, and functions of juvenile hormone Ill, mglfiarnesoate, and ecdysteroids in
embryonic development to the ovoviviparous cockio&tauphoeta cinerealn:
Biosynthesis, metabolism and mode of action of itelwate hormonesed.
HOFFMANN, J. & PORCHET, M., pp. 454-465. Springer, Heidelberg.

LANZREIN, B., GENTINETTA, V., ABEGGLEN, H., BAKER, F.C., MILLER, C.A. & SCHOOLEY, D.
A. (1985a): Titers of ecdysone, 20-hydroxyecdysama juvenile hormone |li
throughout the life cycle of a hemimetabolous ibséte ovoviviparous cockroach
Nauphoeta cinereg&xperientia41(7): 913-917.

LANZREIN, B., GENTINETTA, V. & FEHR, R. (1985b): Titres of juvenile hormone and
ecdysteroids in reproductives and egg#atrotermes michaelserirelation to caste
determination? In;_Caste Differentiation in Sociakects ed. WATSON, J. A. L.,
OKOT-KOTBER, B. M. & NoIrROT, C., pp. 307-327. Pergamon Press, Oxford & New
York.




Literatur 229

LARKIN, M. A., BLACKSHIELDS, G., BROWN, N. P., GHENNA, R., MCGETTIGAN, P. A.,
MCWILLIAM , H., VALENTIN, F., WALLACE, |. M., WiLM, A., LOPEZ R.,ET AL. (2007):
Clustal W and Clustal X version 2.0. Bioinformati2z8(21): 2947-2948.

LAVELLE, P. (1997): Faunal activities and soil processesapiisle strategies that determine
ecosystem function. Advances in Ecological Rese@t3-132.

LE PECQ J. B. & PAOLETTI, C. (1966): A new fluorometric method for RNA and BN
determination. Analytical Biochemistr§7(1): 100-107.

LE PECQ J.B. & PAOLETTI, C. (1967): A fluorescent complex between ethidiuontide and
nucleic acids - Physical-chemical characterizatidournal of Molecular Biology
27(1): 87-106.

LEg K. E. & WooD, T. G. (1971):_Termites and sail&cademic Press, London.

LEg, K. Y., HORODYSKI, F. M. & CHAMBERLIN, M. E. (1998): Inhibition of midgut ion
transport by allatotropin (Mas-AT) an#landuca FLRFamides in the tobacco
hornwormManduca sextaJournal of Experimental Biolog201(22): 3067-3074.

LEE, K. Y., CHAMBERLIN, M. E. & HORODYSKI, F. M. (2002): Biological activity oManduca
sexta allatotropin-like peptides, predicted products dissue-specific and
developmentally regulated alternatively spliced mNPeptides23(11): 1933-1941.

LEFEUVE, P. & BORDEREAU, C. (1984): Soldier formation regulated by a prirpeeromone
from the soldier frontal gland in a higher termiNgsutitermes lujaeProceedings of
the National Academy of Sciences of the United &stadbf America-Biological
Sciences81(23): 7665-7668.

LEGENDRE F., WHITING, M. F., BOoRDEREAU, C., CANCELLO, E. M., Evans, T. A. &
GRANDCOLAS, P. (2008): The phylogeny of termites (Dictyoptettaaptera) based on
mitochondrial and nuclear markers: Implications tlee evolution of the worker and
pseudergate castes, and foraging behaviors. Male&llylogenetics and Evolution
48(2): 615-627.

LELIS, A. T. & EVERAERTS C. (1993): Effects of juvenile hormone analogs upofdier
differentiation in the termite Reticulitermes santonensis(Rhinotermitidae,
Heterotermitinae). Journal of Morpholg@172): 239-261.

LENZ, C., SONDERGAARD, L. & GRIMMELIKHUIJZEN, C. J.P. (2000a): Molecular cloning and
genomic organization of a novel receptor fr@rosophila melanogastestructurally
related to mammalian galanin receptors. Biochemanadl Biophysical Research
Communications2691): 91-96.

LENZ, C., WALLIAMSON, M. & GRIMMELIKHUIJZEN, C. J. P. (2000b): Molecular cloning and
genomic organization of an allatostatin preprohareno from Drosophila
melanogasterBiochemical and Biophysical Research Communiogtid733): 1126-
1131.




230 Literatur

LENZ, C., WILLIAMSON, M. & GRIMMELIKHUIJZEN, C. J. P. (2000c): Molecular cloning and
genomic organization of a second probable allatioste&ceptor fromDrosophila
melanogasterBiochemical and Biophysical Research Communiogtia73?2): 571-
S577.

LENZ, M. (1976): The dependence of hormone effects imiter caste determination on
external factors. In: Phase and caste determinatiorsectsed. LUSCHER M., pp. 73-
89. Pergamon Press, Oxford.

LENZ, M. (2000): Management of Australian termites in theilt environment and in
horticulture. In:_Termite biology and managementkgbop ed. FAO & UNEP, pp.
35-36. UNEP Chemicals, Genf.

L1, B., PREDEL, R., NEUPERT, S., HAUSER, F., TANAKA, Y., CAZzAMALI , G., WALLIAMSON, M.,
ARAKANE, Y., VERLEYEN, P., SSHOOFS L., ET AL. (2008): Genomics, transcriptomics,
and peptidomics of neuropeptides and protein hoewmoim the red flour beetle
Tribolium castaneumGenome Research8(1): 113-122.

L1, L., FROHLICH, J., FFEIFFER P. & KONIG, H. (2003a): Termite gut symbiotic archaezoa are
becoming living metabolic fossils. Eukaryotic C&{|5): 1091-1098.

Li, S., QUYANG, Y. C., GsTROWSK| E. & BORST, D. W. (2005): Allatotropin regulation of
juvenile hormone synthesis by the corpora alla@amfrthe lubber grasshopper,
Romalea micropteraPeptides26(1): 63-72.

Li, Y. P., INNITHAN, G. C., VEENSTRA J. A., FEYEREISEN R. & NORIEGA, F. G. (2003b):
Stimulation of JH biosynthesis by the corpora allat adult femalédedes aegypin
vitro: effect of farnesoic acid antedesallatotropin._Journal of Experimental Biolagy
206(11): 1825-1832.

Li, Y. P., HERNANDEZ-MARTINEZ, S., FERNANDEZ, F., MAYORAL, J. G., TOPALIS, P.,
PRIESTAP, H., PEREZ, M., NAVARE, A. & NORIEGA, F. G. (2006): Biochemical,
molecular, and functional characterization of PlSllatostatin, a regulator of
juvenile hormone biosynthesis in the mosquldiedes aegyptiJournal of Biological
Chemistry 281(45): 34048-34055.

LIENARD, M. A., LASSANCE J. M. X. S., FAULMIER, |., PCIMBON, J. F. & LOFSTEDT, C.
(2006): Differential expression of cytochrome cdase subunit Il gene in castes of
the termiteReticulitermes santonensidournal of Insect Physiology2(6): 551-557.

LIGHT, S. F. (1944): Experimental studies on ectohormonalrobrof the development of
supplementary reproductives in the termite gefstermopsigformerly Termopsis
University of California Publications in Zoolog43: 413-454.

LIN, C. P. & DANFORTH, B. N. (2004): How do insect nuclear and mitochondgahe
substitution patterns differ? Insights from Bayasanalyses of combined datasets.
Molecular Phylogenetics and Evolutid@0(3): 686-702.

Liu, Y. X., HENDERSON G., Mao, L. X. & LAINE, R. A. (2005a): Seasonal variation of
juvenile hormone titers of the formosan subterrandarmite, Coptotermes
formosanugRhinotermitidae). Environmental Entomolo@¢(3): 557-562.




Literatur 231

Liu, Y. X., HENDERSON G., MAO, L. X. & LAINE, R. A. (2005b): Effects of temperature and
nutrition on juvenile hormone titers ofCoptotermes formosanuglsoptera:
Rhinotermitidae). Annals of the Entomological Sogief Americg 98(5): 732-737.

Livak, K. J. & SCHMITTGEN, T. D. (2001): Analysis of relative gene expressioradaging
real-time quantitative PCR and the24CT) method. Method25(4): 402-408.

Lo, N., TOKUDA, G., WATANABE, H., ROSE H., SAYTOR, M., MAEKAWA, K., BANDI, C. &
NoDA, H. (2000): Evidence from multiple gene sequencelcaies that termites
evolved from wood-feeding cockroaches. Currentdgigl 10(13): 801-804.

Lo, N., BanDI, C., WATANABE, H., NALEPA, C. & BENINATI, T. (2003): Evidence for
cocladogenesis between diverse dictyopteran lireeagad their intracellular
endosymbionts. Molecular Biology and Evoluti@®6): 907-913.

Lo, N., BENINATI, T., STONE, F., WALKER, J. & SACCHI, L. (2007a): Cockroaches that lack
Blattabacterium endosymbionts: the phylogenetically divergent geiocticola
Biology Letters 3(3): 327-330.

Lo, N., ENGEL, M. S., &MERON, S., NALEPA, C. A., TOKUDA, G., RIMALDI, D., KITADE, O.,
KRISHNA, K., KLASS, K. D., MAEKAWA, K., ET AL. (2007b): Save Isoptera: A comment
on Inwardet al.Biology Letters3(5): 562-563.

Lo, N., HAvAsHI, Y. & KITADE, O. (2009): Should environmental caste determinaben
assumed for termites? The American Naturaligg6): 848-853.

LoH, Y. P. & GAINER, H. (1983): Biosynthesis and processing of neuragespt In: Brain
Peptidesed. KRIEGER D. T., BROWNSTEIN M. J. & MARTIN, J.B., pp. 79-116. Wiley-
Interscience, New York.

LOPEZSANCHEZ, M. J., NEEF, A., PERETQ J., RATINO-NAVARRETE, R., RGNATELLI, M.,
LATORRE, A. & MOYA, A. (2009): Evolutionary convergence and nitrogernahnelism
in Blattabacteriumstrain Bge, primary endosymbiont of the cockrodihttella
germanicaPLoS Genetic$H(11): e1000721.

LORENZ J. I., LORENZ, M. W. & HOFFMANN, K. H. (1997): Factors regulating juvenile
hormone and ecdysteroid biosynthesisGryllus bimaculatugEnsifera: Gryllidae).
European Journal of Entomolgd4(3): 369-379.

LORENZ M. W., KELLNER, R. & HOFFMANN, K. H. (1995a): Identification of two allatostatins
from the cricket,Gryllus bimaculatusde Geer (Ensifera, Gryllidae) - Additional
members of a family of neuropeptides inhibiting goile hormone biosynthesis.
Requlatory Peptides7(3): 227-236.

LORENZ, M. W., KELLNER, R. & HOFFMANN, K. H. (1995b): A family of neuropeptides that
inhibit juvenile hormone biosynthesis in the crigk@ryllus bimaculatusJournal of
Biological Chemistry27(Q(36): 21103-21108.

LORENZ M. W., LORENZ J.l., TREIBLMAYR, K. & HOFFMANN, K. H. (1998):In vivo effects of
allatostatins in cricketsGryllus bimaculatugEnsifera: Gryllidae). Archives of Insect
Biochemistry and Physiolog$8(1): 32-43.




232 Literatur

LORENZ, M. W., KELLNER, R., HOFFMANN, K. H. & GADE, G. (2000): Identification of
multiple peptides homologous to cockroach and etiellatostatins in the stick insect
Carausius morosugdnsect Biochemistry and Molecular Biolg@30(8-9): 711-718.

LUNGCHUKIET, P., DoNLY, B. C., ZHANG, J. R., TOBE, S. S. & BENDENA, W. G. (2008a):
Molecular cloning and characterization of an ab#&tin-like receptor in the
cockroachDiploptera punctataPeptides29(2): 276-285.

LUNGCHUKIET, P., ZHANG, J.R., TOBE, S.S. & BENDENA, W. G. (2008b): Quantification of
allatostatin receptor mRNA levels in the cockroabiploptera punctatausing real-
time PCR._Journal of Insect Physiolo&¥(6): 981-987.

LUSCHER M. (1952): Die Produktion und Elimination von Emgéschlechtstieren bei der
TermiteKalotermes flavicollig=abr._Zeitschrift Fur Vergleichende Physiolo@é(2):
123-141.

LUSCHER M. (1955): Zur Frage der Ubertragung sozialer Woks bei Termiten.
Naturwissenschafted2(7): 186-186.

LUSCHER M. (1956): Die Entstehung von Ersatzgeschlechestidrei der Termit&alotermes
flavicollis Fabr. Insectes Sociau3(1): 119-128.

LUSCHER M. (1957): Ersatzgeschlechtstiere bei Termiten wuhe Beeinflussung ihrer
Entstehung durch die Corpora allata. VerhandlurdgmDeutschen Gesellschatft fir
Angewandte Entomologié4: 144-150.

LUSCHER M. (1958): Uber die Entstehung der Soldaten beinilien. Revue Suisse de
Zoologie 65(20): 372-377.

LUSCHER M. (1960): Hormonal control of caste differentiatim termites. Annals of the New
York Academy of Science89(3): 549-563.

LUSCHER M. & SPRINGHETT), A. (1960): Untersuchungen Uber die Bedeutung dep&@a
allata fur die Differenzierung der Kasten bei dermite Kalotermes flavicollisF.
Journal of Insect Physiolog§(3-4): 190-212.

LUSCHER M. (1962): Hormonal regulation of development imées. Symposia Genetica et
Biologica lItalicg 10: 1-11.

LUSCHER M. (1972): Environmental control of juvenile horneigJH) secretion and caste
differentiation in termites. General and Compasatindocrinology Supplemern:
509-514.

LUSCHER M. (1974a): Die Kompetenz zur Soldatenbildung baren (Pseudergaten) der
TermiteZootermopsis angusticolliR®evue Suisse de Zoolog&l(3): 710-714.

LUSCHER M. (1974b): Kasten und Kastendifferenzierung beederen Termiten. In:
Sozialpolymorphismus bei Insektened. SHMIDT, G. H., pp. 694-739.
Wissenschatftliche Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgar




Literatur 233

LUSCHER M. (1975): Pheromones and polymorphism in beestandites. In;_Pheromones
and defensive secretions in social inseets NDIROT, C., HOWSE P.E. & LE MASNE,
G., pp. 123-141. French Section of the IUSSI, Dijon

LUSCHER M. & LANZREIN, B. (1975): Differential effects of the three juvienhormones in
the cockroaciNauphoeta cinereaColloque International du Centre National de la
Recherche Scientifiqu@51

LUSCHER M. (1976): Evidence for an endocrine control ofteadetermination in higher
termites. In:_ Phase and caste determination irciesendocrine aspecesd. LUSCHER
M., pp. 91-103. Pergamon Press, Oxford & New York.

MAEKAWA, K., KITADE, O. & MATSUMOTO, T. (1999): Molecular phylogeny of orthopteroid
insects based on the mitochondrial cytochrome @eda gene. Zoological Science
16(1): 175-184.

MAEKAWA, K., ISHITANI, K., GOTOH, H., CORNETTE R. & MIURA, T. (2010): Juvenile
hormone titre and vitellogenin gene expressiontedlao ovarian development in
primary reproductives compared with nymphs and ryoip reproductives of the
termiteReticulitermes speratu®hysiological Entomology5(1): 52-58.

MAESTRQ, J.L. & BELLES, X. (2006): Silencing allatostatin expression usilogible-stranded
RNA targeted to preproallatostatin mRNA in the Ganncockroach,. Archives of
Insect Biochemistry and Physiolag32(2): 73-79.

MAESTROQ, J. L., PASCUAL, N., TREIBLMAYR, K., LOZANO, J. & BELLES, X. (2010): Juvenile
hormone and allatostatins in the German cockroadbryo. Insect Biochemistry and
Molecular Biology 40(9): 660-665.

MAESTRO, O., QRUz, J., RscuAL, N., MARTIN, D. & BELLES, X. (2005): Differential
expression of two RXR/ultraspiracle isoforms duriige life cycle of the
heraimetabolous inseBiattella germanicgDictyoptera, Blattellidae). Molecular and
Cellular Endocrinology2381-2): 27-37.

MAINS, R. E., BPPER B. A., GLEMBOTSKI, C. C. & DORES R. M. (1983): Strategies for the
biosynthesis of bioactive peptides. Trends in Neciences6(6): 229-235.

MANDO, A. (2000): Termites in the ecology and productivatysoils with spe cial reference
to the Sahelian conditions. In: Termite biology andnagement workshopd. FAO
& UNEP, pp. 38. UNEP Chemicals, Genf.

MANNING, M., OLMA, A., KLIS, W., KOLODZIEJCZYK, A., NAWROCKA, E., MISICKA, A., SETO,
J. & SAWYER, W. H. (1984): Carboxy terminus of vasopressin requicgdactivity but
not binding. Nature3085960): 652-653.

MAO, L. X., HENDERSON G., Ly, Y. X. & LAINE, R. A. (2005): Formosan subterranean
termite (Isoptera : Rhinotermitidae) soldiers regeiljuvenile hormone levels and
caste differentiation in workers. Annals of the d&nblogical Society of America
98(3): 340-345.




234 Literatur

MAO, L. X. & HENDERSON G. (2010): Group size effect on worker juvenilerhone titers
and soldier differentiation in Formosan subterrangarmite. Journal of Insect

Physiology 56(7): 725-730.

MARCHAL, E., VANDERSMISSEN H. P., BaDISco, L., VAN DE VELDE, S., VERLINDEN, H., IGA,
M., VAN WIELENDAELE, P., HUYBRECHTS R., SMONET, G., SVAGGHE, G., ET AL.
(2010): Control of ecdysteroidogenesis in prothmraglands of insects: a review.
Peptides31(3): 506-519.

MARCHAL, E., Babpisco, L., VERLINDEN, H., VANDERSMISSEN T., VAN SOEST, S., VAN
WIELENDAELE, P. & VANDEN BROECK, J. (2011): Role of thelalloweengenesSpook
and Phantomin ecdysteroidogenesis in the desert loc&thistocerca gregaria
Journal of Insect Physiology7(9): 1240-1248.

MARTIN, D., RULACHS, M. D. & BELLES, X. (1996): Inhibition of vitellogenin production by
allatostatin in the German cockroach. Molecular @edlular Endocrinology121(2):
191-196.

MARTINEZ-PEREZ, F., BENDENA, W. G., (HANG, B. S. & ToBE, S. S. (2009): FGLamide
Allatostatin genes in Arthropoda: introns earlyjtaie? PeptidesS0(7): 1241-1248.

MATSUURA, K., TANAKA , C. & NISHIDA, T. (2000): Symbiosis of a termite and a sclerotium-
forming fungus: Sclerotia mimic termite eggs. Ecital Researchl5(4): 405-414.

MATSUURA, K., HIMURO, C., YOKoI, T., YAMAMOTO, Y., VARGO, E. L. & KELLER, L. (2010):
Identification of a pheromone regulating casteattghtiation in termites. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the Unitddt€s of Americal07(29):
12963-12968.

McMaHAN, E. A. (1969): Feeding relationships and radioisotaggehthiques. In:_Biology of
termites | ed. KRISHNA, K. & WEESNER F. M., pp. 387-406. Academic Press, New
York & London.

MEUSEMANN, K., VON REUMONT, B. M., SMON, S., ROEDING, F., STRAUSS S., Kuck, P.,
EBERSBERGERI., WALZL, M., PAsSS, G., BREUERS S.,ET AL. (2010): A phylogenomic
approach to resolve the arthropod tree of life. édalar Biology and Evolutign
27(11): 2451-2464.

MEYER, A. S., SHNEIDE.HA, HANZMANN, E. & KO, J.H. (1968): The two juvenile hormones
from cecropia silk moth. Proceedings of the Natioheademy of Sciences of the
United States of Americ&((3): 853-860.

MEYER, D. R., LANZREIN, B., LUSCHER M. & NAkKANISHI, K. (1976): Isolation and
identification of a juvenile hormone (JH) in terest Experientia32(6): 773-773.

MEYERING-VOS, M., WU, X., HUANG, J., INDRA, M., HOFFMANN, K. H. & SEHNAL, F. (2001):
The allatostatin gene of the crick&@ryllus bimaculatus(Ensifera, Gryllidae).
Molecular and Cellular Endocrinolog¥84(1-2): 103-114.




Literatur 235

MEYERING-VOS, M. & HOFFMANN, K. H. (2003): Expression of allatostatins in the
Mediterranean field cricketGryllus bimaculatusde Geer (Ensifera, Gryllidae).
Comparative Biochemistry and Physiology B-Biochdmis& Molecular Biology
136(2): 207-215.

MEYERING-VOS, M., MERZ, S., ERTKOL, M. & HOFFMANN, K. H. (2006): Functional analysis
of the allatostatin-A type gene in the crick&tyllus bimaculatusand the armyworm
Spodoptera frugiperddnsect Biochemistry and Molecular Biolgg@36(6): 492-504.

MEYERING-VOS, M. & WOODRING, J. (2008): A-Typ Allatostatine und Sulfakinine als
Sattigungseffektoren in der Mittelmeerfeldgril@ryllus bimaculatus Mitteilungen
der Deutschen Gesellschaft fur allgemeine und aagdte Entomologiel6: 409-412.

MICHENER, C. D. (1969): Comparative social behavior of bees. uWainReview of
Entomology 14: 299-342.

MIURA, T., KOSHIKAWA, S. & MATSuMOTO, T. (2003): Winged presoldiers induced by a
juvenile hormone analog iBootermopsis nevadensisplications for plasticity and
evolution of caste differentiation in termites. dwal of Morphology257(1): 22-32.

MIURA, T. & SCHARF, M. E. (2011): Molecular basis underlying caste diffeiaion in
termites. In;_Biology of termites: A modern syntisegd. BGNELL, D. E., RoISIN, Y.
& Lo, N., pp. 211-253. Springer, Dordrecht.

MIYAZAKI , M., MAO, L. X., HENDERSON G. & LAINE, R. A. (2009): Liquid chromatography-
electrospray ionization-mass spectrometric qudiditaof juvenile hormone Il in
whole body extracts of the Formosan subterraneammitee Journal of
Chromatography B-Analytical Technologies in the mBexical and Life Sciences
877(27): 3175-3180.

MOORE, B. P. (1968): Studies on chemical composition and tfancof cephalic gland
secretion in Australian termites. Journal of Ind&eysiology 14(1): 33-39.

MoORIYAMA, H., NAKANISH.K, KING, D. S., (kaucHI, T., SDDALL, J. B. & HAFFERL, W.
(1970): On origin and metabolic fate of alpha-ecus in insects. General and
Comparative Endocrinology5(1): 80-87.

MosIeErR N., WyYMAN, C., DALE, B., ELANDER, R., LEE, Y. Y., HOLTZAPPLE, M. & L ADISCH,
M. (2005): Features of promising technologies foetgeatment of lignocellulosic
biomass. Bioresource Technolo§®(6): 673-686.

MULHARDT, C. (2009): Der Experimentator: Molekularbiologief®eics 6. Auflage.
Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg.

MuLLIS, K., FALOONA, F., SCHARF, S., SAKKI, R., HORN, G. & ERLICH, H. (1986): Specific
enzymatic amplification of DNAnN vitro: the polymerase chain reaction. Cold Spring
Harbor Symposia of Quantitative Biologyl: 263-273.




236 Literatur

MUNOZz-TORRES M. C., REESE J. T., CHILDERS, C. P., BENNETT, A. K., SUNDARAM, J.P.,
CHILDS, K. L., ANZOLA, J. M., MILSHINA, N. & ELsSIK, C. G. (2010): Hymenoptera
Genome Database: Integrated community resourcesect species of the order
Hymenoptera. Nucleic Acids Resear8B(Database issue): D658-662.

MURTHY, A. S.N., MAINS, R.E. & EIPPER B. A. (1986): Purification and characterization of
peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase frdrovine neurointermediate
pituitary. Journal of Biological Chemistr261(4): 1815-1822.

MYLES, T. G. (1999): Review of secondary reproduction in te&m(Insecta: Isoptera) with
comments on its role in termite ecology and soelallution._Sociobiology33(1): 1-
87.

NACHMAN, R. J., MOYNA, G., WILLIAMS , H. J., TOBE, S.S. & SOTT, A. I. (1998): Synthesis,
biological activity, and conformational studies fsect allatostatin neuropeptide
analogues incorporating turn-promoting moietieadBganic & Medicinal Chemistry
6(8): 1379-1388.

NAGIN, R. (1972): Caste determinationNeotermes jouteliBanks)._Insectes Sociaukd(1):
39-61.

NALEPA, C. A. (1984): Colony composition, protozoan transferd asome life-history
characteristics of the woodroadBryptocercus punctulatu§cudder (Dictyoptera,
Cryptocercidae). Behavioral Ecology and Sociobig|dgi(4): 273-279.

NALEPA, C. A. & LENz, M. (2000): The ootheca oMastotermes darwiniensiBroggatt
(Isoptera: Mastotermitidae): homology with cockrhoamothecae. Proceedings of the
Royal Society of London Series B-Biological Scien@671454): 1809-1813.

NALEPA, C. A., BIGNELL, D. E. & BanDI, C. (2001): Detritivory, coprophagy, and the
evolution of digestive mutualisms in Dictyoptenaséctes Sociay®d8(3): 194-201.

NELSON, C. M., IHLE, K. E., FONDRK, M. K., PAGE, R.E. & AMDAM, G.V. (2007): The gene
vitellogenin has multiple coordinating effects oocigl organization. Plos Biology
5(3): 673-677.

NEUHAUSER T., SORGE, D., Sray, B. & HOFFMANN, K. H. (1994): Responsiveness of the
adult cricket Gryllus bimaculatusand Acheta domesticligetrocerebral complex to
allatostatin-1 from a cockroachDiploptera punctata Journal of Comparative
Physiology B-Biochemical Systemic and Environme/taysiology 164(1): 23-31.

NIELSEN, H., ENGELBRECHT, J., BRUNAK, S. & VON HEUNE, G. (1997): Identification of
prokaryotic and eukaryotic signal peptides and iptexh of their cleavage sites.

Protein Eng10(1): 1-6.

NIELSEN, H. & KROGH, A. (1998): Prediction of signal peptides and sigaathors by a
hidden Markov model. In;_Proceedings of the Sixtiteinational Conference on
Intelligent Systems for Molecular Biologgd. GASGOW, J., UTTLEJOHN, T., MAJOR,
F., LATHROP, R., SANKOFF, D. & SENSEN C., pp. 122-130. The AAAI Press, Montréal.




Literatur 237

NiJHoUT, H. F. & WHEELER, D. E. (1982): Juvenile hormone and the physiologicaib of
insect polymorphisms. Quarterly Review of Biolp§y(2): 109-133.

N1gHOUT, H. F. (1994):_Insect hormoneBrinceton University Press, Princeton.

NigHoUT, H. F. (1999): When developmental pathways divergecé&dings of the National
Academy of Sciences of the United States of Ame€i6gl0): 5348-5350.

NiyHouT, H. F. (2003): Development and evolution of adaptivéyploenisms. Evolution &
Development5(1): 9-18.

NoIrOT, C. (1969a): Glands and secretions. In: Biology evfites | ed. KRISHNA, K. &
WEESNER F. M., pp. 89-123. Academic Press, New York & London.

NoIrROT, C. (1969b): Formation of castes in the higher tegmiln:_Biology of termites. led.
KRISHNA, K. & WEESNER F. M., pp. 311-350. Academic Press, New York & London.

NOIROT, C. & NOIROT-TIMOTHEE, C. (1969): The digestive system. In: Biology ofniées |
ed. KRISHNA, K. & WEESNER F. M., pp. 49-88. Academic Press, New York &
London.

NOIROT, C. & PASTEELS J. M. (1987): Ontogenic development and evolutionred worker
caste in termites. Experientid3(8): 851-860.

NUTTING, W. L. (1969): Flight and colony foundation. In: Biolpof termites | ed. KRISHNA,
K. & WEESNER F. M., pp. 233-282. Academic Press, New York & London.

OEH, U., LORENZ, M. W., DYKER, H., LOSEL, P. & HoFFMANN, K. H. (2000): Interaction
between Manduca sextaallatotropin andManduca sextaallatostatin in the fall
armywormSpodoptera frugiperddnsect Biochemistry and Molecular Biolgdg30(8-
9): 719-727.

OHKUMA, M. (2003): Termite symbiotic systems: efficient fverycling of lignocellulose.
Applied Microbiology and Biotechnolog®1(1): 1-9.

OHKUMA, M., YUZAWA, H., AMORNSAK, W., SORNNUWAT, Y., TAKEMATSU, Y., YAMADA , A.,
VONGKALUANG, C., SARNTHOY, O., KIRTIBUTR, N., NOPARATNARAPORN N., ET AL.
(2004): Molecular phylogeny of Asian termites (It@) of the families Termitidae
and Rhinotermitidae based on mitochondrial COIl useges. _Molecular
Phylogenetics and Evolutip81(2): 701-710.

OkoT-KOTBER, B. M. (1980a): Competence oMacrotermes michaelsen{lsoptera:
Macrotermitinae) larvae to differentiate into seldi under the influence of juvenile
hormone analogue (ZR-515, Methoprene). Journahgd#dt Physiology26(10): 655-
659.

OkoT-KOTBER, B. M. (1980b): Histological and size changes in coapaltata and prothoracic
glands during development dfacrotermes michaelseliisoptera). Insectes Socigux
27(4): 361-376.




238 Literatur

OkOT-KOTBER, B. M. (1980c): The influence of juvenile hormone amgie on soldier
differentiation in the higher termiteMacrotermes michaelseniPhysiological
Entomology 5: 407-416.

OkOT-KOTBER, B. M. (1982): Correlation between larval weights, errtiee gland activities
and competence period during differentiation of keos and soldiers iMacrotermes
michaelsen{Isoptera: Termitidae). Journal of Insect Physig|@8(11): 905-911.

OkOT-KOTBER, B. M. (1985): Mechanisms of caste determination in ighdér termite,
Macrotermes michaelser(isoptera, Macrotermitinae). In: Caste differetidia in
social insectsed. WATSON, J.A. L., OkoT-KOTBER, B. M. & NoIROT, C., pp. 267-306.
Pergamon Press, Oxford & New York.

OKOT-KOTBER, B. M., PRESTWICH G. D., STRAMBI, A. & STRAMBI, C. (1993): Changes in
morphogenetic hormone titers in isolated workerstlod termite Reticulitermes
flavipes(Kollar). General and Comparative Endocrinolo@$3): 290-295.

O0sTRA, V., DEJONG, M. A., INVERGO, B. M., KESBEKE F., WENDE, F., BRAKEFIELD, P.M. &
ZWAAN, B. J. (2011): Translating environmental gradients mliszontinuous reaction
norms via hormone signalling in a polyphenic bdityerProceedings of the Royal
Society B-Biological Science2781706): 789-797.

PAEMEN, L., TIPS, A., SCHOOFS L., PROOST, P., VANDAMME, J. & DELOOF, A. (1991): Lom-
AG-Myotropin - a novel myotropic peptide from thel® accessory glands lbbcusta
migratoria. Peptides12(1): 7-10.

PAGE, R. D. (1996): TreeView: an application to display phgénetic trees on personal
computers. Computer Applications in the Bioscient@gl): 357-358.

PaN, M. L. & WYATT, G. R. (1971): Juvenile hormone induces vitellogenintlsgsis in
monarch butterfly. Scienc@74(4008): 503-505.

PARK, Y. I. & RAINA, A. (2003): Factors regulating caste differentiationthe Formosan
subterranean termite with emphasis on soldier faonaSociobiology 41(1A): 49-
60.

PARK, Y. l. & RAINA, A. K. (2004): Juvenile hormone Il titers and regwatiof soldier caste
in Coptotermes formosanisoptera: Rhinotermitidae). Journal of Insect #bipqy;
50(6): 561-566.

PARK, Y. l. & RAINA, A. K. (2005): Regulation of juvenile hormone titers doldiers in the
Formosan subterranean termit€optotermes formosanusJournal of Insect
Physiology 51(4): 385-391.

PELLENS, R., D'HAESE, C. A., BELLES, X., PULACHS, M. D., LEGENDRE F., WHEELER, W. C.
& GRANDCOLAS, P. (2007): The evolutionary transition from subabd¢d eusocial
behaviour in Dictyoptera: Phylogenetic evidence foodification of the "shift-in-
dependent-care" hypothesis with a new subsocidroach._Molecular Phylogenetics
and Evolution43(2): 616-626.




Literatur 239

PrFAFFL, M. W. (2001): A new mathematical model for relativeagtification in real-time RT-
PCR._Nucleic Acids Researck9(9): e45.

PrFAFFL, M. W. (2003): Livestock transcriptomics: Quantitativ&kNA analytics in molecular
endocrinology and physiology. Habilitation, pp. 42partment of Animal Science,
Technische Universitat Minchen - Weihenstephansifige

PrAFFL, M. W. (2004a): Quantification strategies in real-tiPRER. In:_A-Z of quantitative
PCR ed. BISTIN, S.A., pp. 87-112. International University Line, Lalld, CA.

PFAFFL, M. W. (2004b): Real-time RT-PCR: Neue Ansatze zur @k mRNA
Quantifizierung. BIOspektrumd 0(1): 92-95.

PFAFFL, M. W., TICHOPAD, A., PRGOMET, C. & NEUVIANS, T. P. (2004): Determination of
stable housekeeping genes, differentially regulsaeget genes and sample integrity:
BestKeeper--Excel-based tool using pair-wise cati@hs. Biotechnology Letters
26(6): 509-515.

PIULACHS, M. D., MAESTRQ J. L. & BELLES, X. (1992): Juvenile hormone production and
accessory reproductive gland development duringaexaturation of mal8lattella
germanica(L.) (Dictyoptera, Blattellidae). Comparative Bimmistry and Physiology

a-Physiology1023): 477-480.

PONTON, F., GHAPUIS, M. P., FERNICE, M., SWORD, G.A. & SIMPSON, S.J. (2011): Evaluation
of potential reference genes for reverse transorigfPCR studies of physiological
responses iDrosophila melanogastedournal of Insect Physiology7(6): 840-850.

PosaDA, D. (2008): jModelTest: Phylogenetic model averagihplecular Biology and
Evolution 25(7): 1253-1256.

PRATT, G. E., FARNSWORTH D. E., SEGEL, N. R., Fok, K. F. & FEYEREISEN R. (1989):
Identification of an allatostatin from aduliploptera punctata Biochemical and
Biophysical Research Communicatiph633): 1243-1247.

PRATT, G. E., FARNSWORTH D. E., Fok, K. F., SEGEL, N. R., MCCORMACK, A. L.,
SHABANOWITZ, J., HUNT, D. F. & FEYEREISEN R. (1991): Identity of a second type of
allatostatin from cockroach brains - an octadecagepmmide with a tyrosine-rich
address sequence. Proceedings of the National Agadé Sciences of the United
States of AmericaB88(6): 2412-2416.

PREDEL, R., KELLNER, R., Rapus, J. & GADE, G. (1999): Allatostatins from the retrocerebral
complex and antennal pulsatile organ of the Amaerigackroach: structural
elucidation aided by matrix-assisted laser desomgibnization-time-of-flight mass
spectrometry. Requlatory Peptid88(1-3): 81-89.

PREDEL, R., Rapus, J. & ECKERT, M. (2001): Myoinhibitory neuropeptides in the Antam
cockroach. Peptide22(2): 199-208.

PRESTWICH G. D. (1979): Chemical defense by termite soldiersurdal of Chemical
Ecology, 5(3): 459-480.




240 Literatur

PRESTWICH G. D. (1984): Defense mechanisms of termites. Annwali®v of Entomology
29: 201-232.

PRICE, M. D., MERTE, J., NCHOLS, R., KOLADICH, P. M., TOBE, S. S. & BENDENA, W. G.
(2002):Drosophila melanogastdtatline encodes a myotropin orthologueManduca
sextaallatostatin, Peptide23(4): 787-794.

RACHINSKY, A., STRAMBI, C., STRAMBI, A. & HARTFELDER, K. (1990): Caste and
metamorphosis - Hemolymph titers of juvenile hormand ecdysteroids in last instar
honeybee larvae. General and Comparative Endooggof9(1): 31-38.

RACHINSKY, A., TOBE, S.S. & FELDLAUFER, M. F. (2000): Terminal steps in JH biosynthesis
in the honey beeApis melliferal.): developmental changes in sensitivity to JH
precursor and allatotropin. Insect Biochemistry dwlecular Biology 30(8-9): 729-
737.

RAINA, A., PARK, Y. I. & GELMAN, D. (2008): Molting in workers of the Formosan
subterranean termit€optotermes formosanugournal of Insect Physiolog$4(1):
155-161.

RANKIN, S. M., STAY, B., AuCOIN, R.R. & TOBE, S.S. (1986):In vitro inhibition of juvenile
hormone synthesis by corpora allata of the viviparcockroachDiploptera punctata
Journal of Insect Physiolog$2(2): 151-156.

RANKIN, S. M., STAY, B., CHAN, K. & JACKSON, E. S. (1998): Cockroach allatostatin-
immunoreactive neurons and effects of cockroacktaatatin in earwigs. Archives of
Insect Biochemistry and Physiolo@8(4): 155-165.

ReEes H. H. (1995): Ecdysteroid biosynthesis and inactivatio relation to function.
European Journal of Entomolad2(1): 9-39.

REICHWALD, K., UNNITHAN, G. C., Davis, N. T., AGRICOLA, H. & FEYEREISEN R. (1994):
Expression of the allatostatin gene in endocrinks cef the cockroach midgut.
Proceedings of the National Academy of SciencethefUnited States of America
91(25): 11894-11898.

RICHARD, D. S., WATKINS, N. L., SERAFIN, R. B. & GILBERT, L. I. (1998): Ecdysteroids
regulate yolk protein uptake Hyrosophila melanogastenocytes._Journal of Insect
Physiology 44(7-8): 637-644.

RICHARD, D. S., DNES J.M., BARBARITO, M. R., CERULA, S., DETWEILER, J.P., HSHER S.J.,
BRANNIGAN, D. M. & SCHESWOHL, D. M. (2001): Vitellogenesis in diapausing and
mutant Drosophila melanogaster further evidence for the relative roles of
ecdysteroids and juvenile hormones. Journal ofcinBaysiology47(8): 905-913.

RICHARDS, S., GBBS, R. A., GERARDO, N. M., MORAN, N., NAKABACHI, A., STERN, D., TAGU,
D., WiLsON, A. C.C., MuzNY, D., KovAR, C.,ET AL. (2010): Genome sequence of the
pea aphidAcyrthosiphon pisunPlos Biology 8(2).



Literatur 241

RIDDIFORD, L. M. (1994): Cellular and molecular actions of judenhormone I. General
considerations and premetamorphic actions. Advaimcéssect Physiology24: 213-
274.

RIEHLE, M. A., GARCZYNSKI, S. F., QRimM, J. W., HiLL, C. A. & BrowN, M. R. (2002):
Neuropeptides and peptide hormoneénopheles gambia&cience2985591): 172-
175.

RoBINSON, G. E. (1992): Regulation of division-of-labor in insasocieties. Annual Review of
Entomology 37: 637-665.

RODRIGUEZ F., QLIVER, J. L., MARIN, A. & MEDINA, J. R. (1990): The general stochastic
model of nucleotide substitution. Journal of Théioss Biology, 142(4): 485-501.

RoisIN, Y. (2000): Diversity of evolution and caste patterim: Termites: evolution, sociality,
symbioses, ecologyed. ABE, T., BIGNELL, D. E. & HIGASHI, M., pp. 95-120. Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht.

RoisIN, Y. & KORB, J. (2011): Social organisation and the status akers in termites. In:
Biology of termites: A modern synthesed. BGNELL, D. E., RoisIN, Y. & Lo, N., pp.
133-164. Springer, Dordrecht.

ROLLER, H., DaHM, K. H., SWEELY, C. C. & TROST, B. M. (1967): Structure of juvenile
hormone. Angewandte Chemie-International Edit&{2): 179-180.

RoNQuIST, F. & HUELSENBECK J. P. (2003): MrBayes 3: Bayesian phylogenetic infeeen
under mixed models. Bioinformatickd(12): 1572-1574.

ROSENGAUS R. B., TRANIELLO, J. F. A. & BULMER, M. S. (2011): Ecology, behavior and
evolution of disease resistance in termites. Inolddjy of termites: A modern
synthesised. BGNELL, D. E., ROISIN, Y. & LO, N., pp. 165-191. Springer, Dordrecht.

RoTH, S., ROMM, B., GaDE, G. & PrREDEL, R. (2009): A proteomic approach for studying
insect phylogeny: CAPA peptides of ancient insagat(Dictyoptera, Blattoptera) as a
test case. BMC Evol Bipb: 50.

Roux, E. A. & KORB, J. (2004): Evolution of eusociality and the soldieste in termites: a
validation of the intrinsic benefit hypothesis. dwal of Evolutionary Biology17(4):
869-875.

Rov, R. (1999): Morphology and taxonomy. In: The prayimantids ed. ReTE, F. R.,
WELLS, H., WELLS, P.H. & HURD, L. E., pp. 19-40. The Johns Hopkins University
Press, Baltimore.

SACCHI, L., NALEPA, C. A., BIGLIARDI, E., GORONA, S., QRIGOLO, A., LAUDANI, U. & BANDI,
C. (1998a): Ultrastructural studies of the fat bahyd bacterial endosymbionts of
Cryptocercus punctulatu$Scudder (Blattaria: Cryptocercidae). Symbip&i§(1-3):
251-2609.



242 Literatur

SAcCHI, L., NALEPA, C. A., BIGLIARDI, E., LENZ, M., BANDI, C., GORONA, S., RIGOLO, A.,
LAMBIASE, S. & LAUDANI, U. (1998b): Some aspects of intracellular symbidsisng
embryo development ofMastotermes darwiniensiglsoptera: Mastotermitidae).
Parassitologiad((3): 309-316.

SACCHI, L., NALEPA, C. A., LENZ, M., BANDI, C., GORONA, S., QRIGOLO, A. & BIGLIARDI, E.
(2000): Transovarial transmission of symbiotic leaet in Mastotermes darwiniensis
(Isoptera: Mastotermitidae): ultrastructural aspeand phylogenetic implications.
Annals of the Entomological Society of Ameri€3(6): 1308-1313.

SaiTou, N. & NEI, M. (1987): The neighbor-joining method: a new metiar reconstructing
phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolutid@): 406-425.

SALIHAH, Z. (1982): The cuticular structures lining the ammary canal of termites and their
phylogenetic significance. PhD thesis, pp. 364.d&pent of Zoology, University of
the Punjab, Lahore - Pakistan.

SAMBROOK, J., RRITSCH, E. F. & MANIATIS, T. (1989): Molecular cloning - a laboratory
manuaj vol. 2. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Né&k.

SANGER, F., NICKLEN, S. & CouLsoN, A. R. (1977): DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors. Proceedings of the National AcademyScofences of the United States of
Americg 74(12): 5463-5467.

SCHAEFER M., PiccloTTo, M. R., KREINER, T., KALDANY, R.R., TAUSSIG, R. & SCHELLER, R.
H. (1985): Aplysia neurons express a gene encoding multiple FMRFamide
neuropeptides. Cel1(2): 457-467.

SCHAL, C., HOLBROOK, G. L., BACHMANN, J.A. S. & SEVALA, V. L. (1997): Reproductive
biology of the German cockroacliBlattella germanica Juvenile hormone as a
pleiotropic master regulator. Archives of Insecbo@iemistry and Physiolog35(4):
405-426.

SCHARF, M. E., WU-SCHARF, D., RTTENDRIGH, B. R. & BENNETT, G. W. (2003): Caste- and
development-associated gene expression in a leamite. Genome Biology}(10):
R62.

SCHARF, M. E., RaTLIFF, C. R., WU-SCHARF, D., ZHou, X. G., RTTENDRIGH, B. R. &
BENNETT, G. W. (2005a): Effects of juvenile hormone Il éteticulitermes flavipes
changes in hemolymph protein composition and gepeession. Insect Biochemistry
and Molecular Biology35(3): 207-215.

SCHARF, M. E., WU-SCHARF, D., ZHou, X., PITTENDRIGH, B. R. & BENNETT, G. W. (2005b):
Gene expression profiles among immature and adptbductive castes of the termite
Reticulitermes flavipegnsect Molecular Biologyl4(1): 31-44.

SCHARF, M. E., ZHou, X. G. & BENNETT, G. W. (2005c): Application of molecular genomics
in addressing questions on termite biology. InithFinternational Conference on
Urban Pestsed. LEg, C.Y. & ROBINSON, W. H., pp. 19-27.




Literatur 243

SCHARF, M. E. & TARTAR, A. (2008): Termite digestomes as sources for novel
lignocellulases. Biofuels Bioproducts & Biorefinii@iofpr), 2(6): 540-552.

SCHARF, M. E., ZHou, X. & SCHWINGHAMMER, M. A. (2008): Application of RNA
interference in functional genomics studies of @aansect. In;_ Methods in molecular
biology: siRNA, shRNA and miRNA protocglsol. 442. ed. BriK, S., pp. 205-229.
Humana Press, Totowa.

SCHARF, M. E. & Boucias, D. G. (2010): Potential of termite-based biomass pratinent
strategies for use in bioethanol production. InSsencel7(3): 166-174.

SCHARLAKEN, B., DE GRAAF, D. C., GOOSSENSK., BRUNAIN, M., PEELMAN, L. J. & JACOBS,
F.J. (2008): Reference gene selection for insectesgion studies using quantitative
real-time PCR: The head of the honeyb&pis mellifera after a bacterial challenge.
Journal of Insect Sciencé: 33.

SCHARRER, B. (1946): Section of the nervi corporis cardiani lieucophaea maderae
(Orthoptera). Anatomical Recqrée(4): 577.

SCHARRER B. (1952): Neurosecretion Xl. The effects of neseetion on the intercerebralis-
cardiacum-allatum system of the inseéaucophaea maderaeBiological Bulletin
1023): 261-272.

SCHMITTGEN, T. D. & ZAKRAJSEK, B. A. (2000): Effect of experimental treatment on
housekeeping gene expression: validation by restiquantitative RT-PCR. Journal
of Biochemical and Biophysical Methqdk(1-2): 69-81.

SCHOOFS L., HOLMAN, G. M., HAYES, T. K., NACHMAN, R.J. & DELOOF, A. (1991): Isolation,
identification and synthesis of locustamyoinhilgtipeptide (Lom-MIP), a novel
biologically active neuropeptide frobrocusta migratoriaRegulatory PeptideS6(1):
111-1109.

SCHOOFS L., JANSSEN |., VEELAERT, D., VANDEN BROECK, J., TOBE, S.S. & DE LOOF, A.
(1998): Ecdysiostatins and allatostatins Schistocerca gregarialn: Trends in
comparative endocrinology and neurobiology - rromlgunular to integrative biology
vol. 839. ed. MUDRY, H., TONON, M. C., RouBos E.W. & DE LOOF, A., pp. 301-305.
Annals of the New York Academy of Sciences, NewkYor

SCHWINGHAMMER, M. A., ZHou, X. G., KAMBHAMPATI, S., BENNETT, G. W. & SCHARF, M. E.
(2011): A novel gene from theakeout family involved in termite trail-following
behavior. Genet74(1-2): 12-21.

SECHER T., LENZz, C., GazzAMALI, G., SORENSEN G., WALLIAMSON, M., HANSEN, G. N.,
SVANE, P. & GRIMMELIKHUIJZEN, C. J.P. (2001): Molecular cloning of a functional
allatostatin gut/brain receptor and an allatostateprohormone from the silkworm
Bombyx moriJournal of Biological Chemisty27650): 47052-47060.

SEELINGER, G. & SEELINGER, U. (1983): On the social organization, alarm amghting in the
primitive  cockroach Cryptocercus punctulatus Scudder. _Zeitschrift  fir
Tierpsychologie61(4): 315-333.




244 Literatur

SHIH, J.D., HTZGERALD, M. C., SUTHERLIN, M. & HUNTER, C. P. (2009): The SID-1 double-
stranded RNA transporter is not selective for dsRBAgth. RNA - a publication of
the RNA Society15(3): 384-390.

SHIH, J.D. & HUNTER, C.P. (2011): SID-1 is a dsRNA-selective dsRNA-gatedmmel. RNA
- a publication of the RNA Societ$7(6): 1057-1065.

SHUMAN, S. (1994): Novel approach to molecular cloning potynucleotide synthesis using
vaccinia DNA topoisomerase. Journal of Biologicahe@istry 26951): 32678-
32684.

SiLLAM -Dusses D., SEMON, E., LACEY, M. J., ROBERT, A., LENZ, M. & BORDEREAU, C.
(2007): Trail-following pheromones in basal termijtewith special reference to
Mastotermes darwiniensidournal of Chemical Ecolog$3(10): 1960-1977.

SIMON, S., SSHIERWATER, B. & HADRYS, H. (2010): On the value of Elongation factor-lalpha
for reconstructing pterygote insect phylogeny. Malar Phylogenetics and
Evolution 54(2): 651-656.

SLADE, M. & ZiBITT, C. H. (1971): Metabolism of cecropia juvenile hormome
lepidopterans. In:_Proceedings of the Second latemal IUPAC Congress of
Pesticide Chemistryed. TaAHORI, A. S., pp. 45-58. Gordon & Breach Science
Publishers.

SLADE, M. & ZBITT, C. H. (1972): Metabolism of cecropia juvenile hormanensects and
mammals. In:_Insect juvenile hormones: Chemistrg antion ed. MeENN, J.J. &
BEROzA, M., pp. 155-176. Academic Press, New York & London.

SMITH, R. F., WIESE, B. A., WoJzyNskI, M. K., DAVISON, D. B. & WORLEY, K. C. (1996):
BCM Search Launcher - an integrated interface tteoubar biology data base search
and analysis services available on the World WidsbWsenome Resear®@(5): 454-
462.

SNODGRASS R. E. (1993):_Principles of insect morpholodgyornell University Press, Ithaca
& London.

SoBOTNIK, J., WEYDA, F. & HANUS, R. (2003): Ultrastructure of epidermal glands inteaic
reproductives of the termit@rorhinotermes simpleXisoptera : Rhinotermitidae).
Arthropod Structure & Developmerg2(2-3): 201-208.

SoBOTNIK, J., JROSOVA, A. & HANUS, R. (2010): Chemical warfare in termites. Journal of
Insect Physiology56(9): 1012-1021.

SPINDLER, K.-D. (2003): Endokrinologie. In: Lehrbuch der Emologie ed. DETTNER, K. &
PETERS W., pp. 345-356. Spektrum Akademischer Verlag, Eivierg & Berlin.

SPRINGHETTI, A. (1969): Influenza dei reali sulla differenziaze dei soldati dKalotermes
flavicollis Fabr. In:_Proc. 6th Congr. IUSSip. 267-273, Bern.

SPRINGHETTI, A. (1972): The competence oKalotermes flavicollis pseudergates to
differentiate into soldiers. Monitore Zoologicoligamo New Series: 97-111.




Literatur 245

StAY, B., JosHI, S. & WOODHEAD, A. P. (1991): Sensitivity to allatostatins of corpaitkata
from larval and adult femalBiploptera punctataJournal of Insect Physiolog$7(1):
63-70.

StAY, B., CGHAN, K. K. & WOODHEAD, A. P. (1992): Allatostatin-immunoreactive neurons
projecting to the corpora allata of adulliploptera punctata Cell and Tissue
Research27(0(1): 15-23.

STAY, B., ZHANG, J. R. & ToBE, S. S. (2002): Methyl farnesoate and juvenile hormone
production in embryos oDiploptera punctatain relation to innervation of corpora
allata and their sensitivity to allatostatin. Pdp§ 23(11): 1981-1990.

STUART, A. M. (1969): Social behavior and communication. Inol&gy of termites | ed.
KRISHNA, K. & WEESNER F. M., pp. 193-232. Academic Press, New York & London.

SU, N. Y. & SCHEFFRAHN R. H. (1998): A review of subterranean termite conpuactices
and prospects for integrated pest management pnoges. _Integrated Pest
Management Review8(1): 1-13.

SUAREZ, M. E. & THORNE, B. L. (2000): Rate, amount, and distribution pattefralonentary
fluid transfer via trophallaxis in three speciest@imites (Isoptera : Rhinotermitidae,
Termopsidae). Annals of the Entomological Socidtgumerica 93(1): 145-155.

SuUzzONI, J.P., ASSERA L. & STRAMBI, A. (1980): Ecdysteroid titer and caste determimatio
in the ant,Pheidole pallidula(Nyl) (Hymenoptera: Formicidae). Experient&6(10):
1228-1229.

SVENSON, G. J. & WHITING, M. F. (2004): Phylogeny of Mantodea based on molecldsa:
evolution of a charismatic predator. SystematicBrdlogy 29(3): 359-370.

SVENSON, G. J. & WHITING, M. F. (2009): Reconstructing the origins of prayingniises
(Dictyoptera, Mantodea): the roles of Gondwanananace and morphological
convergence. Cladistic85(5): 468-514.

SworFrFORD D. L., OLseN, G. J., WADDELL, P. J. & HiLLis, D. M. (1996): Phylogenetic
inference. In;_Molecular systematiesd. HLLIS, D. M., MoRITz, C. & MABLE, B. K.,
pp. 407-514. Sinauer Associates, Inc., Sunderland.

TAMURA, K. & NEI, M. (1993): Estimation of the number of nucleotiddstitutions in the
control region of mitochondrial DNA in humans aridrapanzees. Molecular Biology
and Evolution10(3): 512-526.

TAMURA, K., DUDLEY, J., NEIl, M. & KUMAR, S. (2007): MEGA4: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA) software version 4.0. Muolar Biology and Evolution
24(8): 1596-1599.

TANAKA | A. (1976): Stages in the embryonic developmenhefGerman cockroacBlattella
germanicalLinné (Blattaria, Blattellidae) Japanese Journdtwfomology 44(4): 512-
525.




246 Literatur

TARVER, M. R., SSHMELZ, E. A., RoccA, J.R. & SCHARF, M. E. (2009): Effects of soldier-
derived terpenes on soldier caste differentiatiothe termiteReticulitermes flavipes
Journal of Chemical Ecolog852): 256-264.

TARVER, M. R., ZHou, X. G. & SCHARF, M. E. (2010): Socio-environmental and endocrine
influences on developmental and caste-regulatone gexpression in the eusocial
termiteReticulitermes flavipedBmc Molecular Biologyl1: 28.

TARVER, M. R., SHMELZ, E. A. & SCHARF, M. E. (2011): Soldier caste influences on
candidate primer pheromone levels and juvenile boerdependent caste
differentiation in workers of the termitReticulitermes flavipesJournal of Insect
Physiology 57(6): 771-777.

TAVARE, S. (1986): Some probabilistic and statistical peaid on the analysis of DNA
sequences. Lectures on Mathematics in the LifenSesgl7: 57-86.

TAYLOR, P. A., BHATT, T. R. & HORoDYSKI, F. M. (1996): Molecular characterization and
expression analysis dlanduca sextallatotropin._ European Journal of Biochemistry
239(3): 588-596.

TERENIUS O., PAPANICOLAOU, A., GARBUTT, J. S., HEFTHERIANOS I., HUVENNE, H.,
KANGINAKUDRU, S., ALBRECHTSEN M., AN, C. J., AYMERIC, J. L., BARTHEL, A., ET
AL. (2011): RNA interference in Lepidoptera: An ovew of successful and
unsuccessful studies and implications for expertaledesign._Journal of Insect
Physiology 57(2): 231-245.

THELLIN, O., ZorzI, W., LAKAYE, B., DE BORMAN, B., COUMANS, B., HENNEN, G., GRISAR,
T., IcouT, A. & HEINEN, E. (1999): Housekeeping genes as internal standasdsand
limits. J Biotechngl75(2-3): 291-295.

THISTLETON, B. M., NEAL, M., PekI, M. & DOBUNABA, J. (2007):Mastotermes darwiniensis
in the Lae area of PNG: an assessment of currehpatential status of the incursion,
and options for management. Australian Centre foterhational Agricultural
Research. pp. 48.

THoOMPSON G. J., KITADE, O., Lo, N. & CROZIER, R. H. (2000): Phylogenetic evidence for a
single, ancestral origin of a “true' worker castedarmites._Journal of Evolutionary
Biology, 13(6): 869-881.

THOMPSON J.D., HIGGINS, D. G. & GIBSON, T. J. (1994): Clustal W: improving the sensitivity
of progressive multiple sequence alignment throaghuence weighting, position-
specific gap penalties and weight matrix choiceclbia Acids Resear¢h22(22):
4673-4680.

THORNE, B. L. (1990): A case for ancestral transfer of symitsdoetween cockroaches and
termites. Proceedings of the Royal Society B-BimahSciences241(1300): 37-41.

THORNE, B. L. (1991): Ancestral transfer of symbionts betweenkroaches and termites: an
alternative hypothesis. Proceedings of the Royatiedp B-Biological Sciences
246(1317): 191-195.




Literatur 247

THORNE, B. L. & CARPENTER J. M. (1992): Phylogeny of Dictyoptera. Systematic
Entomology 17(3): 253-268.

THORNE, B. L. (1996): Termite terminology. Sociobiolog®8(3): 253-263.

THORNE, B. L. (1997): Evolution of eusociality in termites. Amal Review of Ecology and
Systematics28: 27-54.

TILLYARD, R. J. (1936): Are termites descended from true coakres? Naturel37(3468):
655.

TOBE, S.S. & SrAyY, B. (1977): Corpus allatum activiin vitro during reproductive cycle of
viviparous cockroachDiploptera punctata(Eschscholtz). General and Comparative
Endocrinology31(1): 138-147.

TOBE, S.S. & SrAy, B. (1985): Structure and regulation of the corpllst@am. Advances in
Insect Physiologyl8: 305-432.

TODAKA, N., INOUE, T., SAITA, K., OHKUMA, M., NALEPA, C. A., LENZ, M., KuDO, T. &
MORIYA, S. (2010): Phylogenetic analysis of cellulolyticzgme genes from
representative lineages of termites and a relaiekroach, PLoS Oné&(1): e8636.

TOKUDA, G., LO, N., WATANABE, H., ARAKAWA, G., MATSUMOTO, T. & NODA, H. (2004):
Major alteration of the expression site of endogmsnoellulases in members of an
apical termite lineage. Molecular Ecolqdys(10): 3219-3228.

ToMmITA, S. & KIKUCHI, A. (2009): Abd-B suppresses lepidopteran proleg development in
posterior abdomen. Developmental Biolp8982): 403-4009.

TOUHARA, K., BONNING, B. C., Hammock, B. D. & PResTwicH G. D. (1995): Action of
juvenile hormone (JH) esterase on the JH-JH bingiregein complex - amn vitro
model of JH metabolism in a caterpillar. Insectdiemistry and Molecular Biology
25(6): 727-734.

TRICARICO, C., RNZANI, P., BANCHI, S., PAGLIERANI, M., DISTANTE, V., PAzzAGLI, M.,
BusTIN, S. A. & ORLANDO, C. (2002): Quantitative real-time reverse transmip
polymerase chain reaction: normalization to rRNAsorgle housekeeping genes is
inappropriate for human tissue biopsies. Analyti®iachemistry 3092): 293-300.

TRUESDELL, P.F., KOLADICH, P. M., KATAOKA, H., KoJIMA, K., Suzuki, A., MCNEIL, J.N.,
MIZOGUCHI, A., TOBE, S.S. & BENDENA, W. G. (2000): Molecular characterization of
a cDNA from the true armywornPseudaletia unipunctancodingManduca sexta
allatotropin peptide. Insect Biochemistry and Malec Biology, 30(8-9): 691-702.

VAN HIEL, M. B., VAN WIELENDAELE, P., TEMMERMAN, L., VAN SOEST, S., VUERINCKX, K.,
HUYBRECHTS R., VANDEN BROECK, J. & SMONET, G. (2009): Identification and
validation of housekeeping genes in brains of thged locusSchistocerca gregaria
under different developmental conditions. Bmc Malac Biology, 10: 56.




248 Literatur

VANDEN BROECK, J., VEELAERT, D., BENDENA, W. G., TOBE, S.S. & De LOOF, A. (1996):
Molecular cloning of the precursor cDNA for schigttins, locust allatostatin-like
peptides with myoinhibiting properties. Moleculanda Cellular Endocrinology
122(2): 191-198.

VANDEN BROECK, J. (2001): Neuropeptides and their precursors énfthitfly, Drosophila
melanogasterPeptides22(2): 241-254.

VANDESOMPELE J., DE PRETER K., PATTYN, F., PoPPE B., VAN RoY, N., DE PAEPE, A. &
SPELEMAN, F. (2002): Accurate normalization of real-time quative RT-PCR data
by geometric averaging of multiple internal contge#nes. Genome Biolog(7):
research0034.

VEELAERT, D., SCHOOFS L., TOBE, S. S., Yu, C. G., VULLINGS, H. G. B., CouiLLAUD, F. &
DELOOF, A. (1995): Immunological evidence for an allatostdike neuropeptide in
the central nervous system @chistocerca gregarjalocusta migratoria and
Neobellieria bullata Cell and Tissue Resear@v93): 601-611.

VEELAERT, D., DEVREESE B., SCHOOFS L., VAN BEEUMEN, J., VANDEN BROECK, J., TOBE, S.
S. & DE LOOF, A. (1996a): Isolation and characterization of eigimyoinhibiting
peptides from the desert locus§chistocerca gregariaNew members of the
cockroach allatostatin family. Molecular and CedluEndocrinology 1222): 183-
190.

VEELAERT, D., DEVREESE B., VANDEN BROECK, J., YU, C. G., SSHOOFS L., VAN BEEUMEN,
J., ToBE, S.S. & DE LOOF, A. (1996b): Isolation and characterization of stdsatin-
2(11-18) from the desert locus§chistocerca gregariaA truncated analog of
schistostatin-2. Regulatory Peptid63%(3): 195-199.

VEENSTRA J.A., LEHMAN, H. K. & DAvis, N. T. (1994): Allatotropin is a cardioacceleratory
peptide inManduca sextalournal of Experimental Biolog$88 347-354.

VEENSTRA J.A., NORIEGA, F. G., GRAF, R. & FEYEREISEN R. (1997): Identification of three
allatostatins and their cDNA from the mosquitedes aegyptiPeptides18(7): 937-
942.

VEENSTRA J.A. & COSTES L. (1999): Isolation and identification of a pemidnd its cDNA
from the mosquitcAedes aegyptrelated toManduca sextaallatotropin._Peptides
20(10): 1145-1151.

VEENSTRA J. A. (2000): Mono- and dibasic proteolytic cleavagédess in insect
neuroendocrine peptide precursors. Archives ofdnBe&chemistry and Physiology
43(2): 49-63.

VEENSTRA J. A. (2009): Allatostatin C and its paralog allatdstadouble C: The arthropod
somatostatins. Insect Biochemistry and Moleculaid®jy, 39(3): 161-170.

VEENSTRA J.A. (2011): Neuropeptide evolution: neurohormones @uropeptides predicted
from the genomes ofCapitella teleta and Helobdella robusta General and
Comparative Endocrinology71(2): 160-175.




Literatur 249

VILAPLANA, L., MAESTRQ, J. L., PULACHS, M. D. & BELLES, X. (1999a): Determination of
allatostatin levels in relation to the gonadotropicle in the female oBlattella
germanicalL.) (Dictyoptera, Blattellidae). Physiological &8mology 24(3): 213-2109.

VILAPLANA, L., MAESTRQ, J. L., PULACHS, M. D. & BELLES, X. (1999b): Modulation of
cardiac rhythm by allatostatins in the cockro&tttella germanicdL.) (Dictyoptera,
Blattellidae)._Journal of Insect Physiolq@is(12): 1057-1064.

VON HEINE, G. (1983): Patterns of amino acids near signal-secgl cleavage sites. European
Journal of Biochemistry1331): 17-21.

VON HEINE, G. (1986): A new method for predicting signal setpeecleavage sites. Nucleic
Acids ResearchHl4(11): 4683-4690.

VON HEINE, G. (1990): The signal peptide. Journal of MembrBimdogy, 1153): 195-201.

VON REUMONT, B. M., MEUSEMANN, K., SzucsiICH, N. U., DELL'AMPIO, E., GOWRI-SHANKAR,
V., BARTEL, D., SmMON, S., LETSCH H. O., SrocsiTs R. R., LUAN, Y. X., ET AL.
(2009): Can comprehensive background knowledgenberporated into substitution
models to improve phylogenetic analyses? A caselyston major arthropod
relationships. BMC Evol Bigl9: 119.

WALLER, D. A. & LA FAGE, J.P. (1988): Environmental influence on soldier difetiation in
Coptotermes formosan@®hiraki (Rhinotermitidae). Insectes SociaB%2): 144-152.

WANG, J. (2004): Isolation and characterization of theéype allatostatin gene d&ryllus
bimaculatusde Geer (Ensifera, Gryllidae). Dissertation, ppZ.1Fakultat fir Biologie,
Chemie und Geowissenschaften, Universitat Bayré&dkireuth.

WARE, J.L., LITMAN, J., KLASS, K. D. & SPEARMAN, L. A. (2008): Relationships among the
major lineages of Dictyoptera: the effect of outgrcselection on dictyopteran tree
topology._Systematic Entomolog¥3(3): 429-450.

WATANABE, D., GOTOH, H., MIURA, T. & MAEKAWA, K. (2011): Soldier presence suppresses
presoldier differentiation through a rapid decreakdH in the termitdReticulitermes
speratus Journal of Insect Physiology7(6): 791-795.

WATANABE, H., NODA, H., TOKUDA, G. & L0, N. (1998): A cellulase gene of termite origin.
Nature 394(6691): 330-331.

WATSON, J. A. L. (1971): The development of "workers" and repmrddies in Mastotermes
darwiniensisFroggatt (Isoptera). Insectes Social&(3): 173-176.

WATSON, J. A. L. (1972): Ovarian activity during development otipient colonies of the
termite,Hodotermes mossambicukurnal of Insect Physiolog¥8(3): 603-607.

WATSON, J. A. L. (1974): Development of soldiers in incipient @oles of Mastotermes
darwiniensisFroggatt (Isoptera). Insectes Socig2i(2): 181-190.




250 Literatur

WATSON, J. A. L. & Howick, C. D. (1975): The rediscovery dflastopsenius australis
Seevers (Coleoptera: Staphylinidae). Journal ofAlk&tralian Entomological Society
14(1): 19-21.

WATSON, J.A. L., METCALF, E.C. & SEWELL, J.J. (1975): Preliminary studies on control of
neotenic formation iMastotermes darwinienskroggatt (Isoptera). Insectes Sociaux
22(4): 415-426.

WATSON, J.A. L., BARRETT, R. A. & ABBEY, H. M. (1977a): Caste ratios in a long-established
neotenic-headed laboratory colony Mbastotermes darwiniensiBroggatt (Isoptera).
Australian Journal of Entomolog¥6(4): 469-470.

WATSON, J. A. L., METCALF, E. C. & SEWELL, J. J. (1977b): A re-examination of the
development of castes iMastotermes darwiniensiBroggatt (Isoptera). Australian
Journal of Zoology25(1): 25-42.

WATSON, J. A. L. & ABBEY, H. M. (1985): Development of neotenics Mastotermes
darwiniensis Froggatt: An alternative strategy. In: Caste ddfdration in social
insects ed. WATSON, J. A. L., OkOT-KOTBER, B. M. & NoOIrROT, C., pp. 107-124.
Pergamon Press, Oxford & New York.

WATSON, J.A. L. & SEWELL, J.J. (1985): Caste development\tastotermesandKalotermes
Which is primitive? In:_Caste differentiation incsal insects ed. WATSON, J. A. L.,
OkOT-KOTBER, B. M. & NoOIROT, C., pp. 27-40. Pergamon Press, Oxford & New
York.

WATSON, J.A. L. & ABBEY, H. M. (1987): Maternal determination of reproductive sterile
castes irNasutitermes exitiosu$lill) (Isoptera, Termitidae). Insectes SociaG4(4):
291-297.

WEAVER, R. J., REEMAN, Z. A., PCKERING, M. G. & EDWARDS, J.P. (1994): Identification of
two allatostatins from the CNS of the cockrod@friplaneta americana Novel
members of a family of neuropeptide inhibitors afsect juvenile hormone
biosynthesis. Comparative Biochemistry and Phygipld-Pharmacology Toxicology
& Endocrinology 107(1): 119-127.

WEAVER, R. J., ATERSON Z. A., SHORT, J.E. & EDWARDS, J.P. (1995): Effects dDiploptera
punctata allatostatins on juvenile hormone biosynthesis amdogenous juvenile
hormone 11l levels in virgin and mated femdReriplaneta americanaJournal of
Insect Physiology41(2): 117-125.

WEAVER, R.J. & AUDSLEY, N. (2009): Neuropeptide regulators of juvenile homa synthesis
structures, functions, distribution, and unanswegadstions. Trends in Comparative
Endocrinology and Neurobiolog$163 316-329.

WEESNER F. M. (1969): The reproductive system. In: Biologytefmites | ed. KRISHNA, K.
& WEESNER F. M., pp. 125-160. Academic Press, New York & London.

WEIL, T., REHLI, M. & KORB, J. (2007): Molecular basis for the reproductiveision of
labour in a lower termite. BMC Genomj& 198.




Literatur 251

WEIL, T., KORB, J. & ReHLI, M. (2009): Comparison of queen-specific gene exqoesin
related lower termite species. Molecular Biologg &volution 26(8): 1841-1850.

WESTERLUND, S. A. (2004): Measuring juvenile hormone and ecdystetders in insect
haemolymph simultaneously by LC-MS: The basis fetednining the effectiveness
of plant-derived alkaloids as insect growth reguiait Dissertation, pp. 102. Fakultat
fur Biologie, Chemie und Geowissenschaften, Unit&r8ayreuth, Bayreuth.

WESTERLUND, S. A. & HOFFMANN, K. H. (2004): Rapid quantification of juvenile hormaene
and their metabolites in insect haemolymph by #dguwhromatography-mass
spectrometry (LC-MS). Analytical and Bioanalyti€ghemistry 3793): 540-543.

WHEELER, W. C., WHITING, M., WHEELER, Q.D. & CARPENTER J.M. (2001): The phylogeny
of the extant hexapod orders. Cladisticg2): 113-169.

WHITMORE, E. & GILBERT, L. I. (1972): Haemolymph lipoprotein transport of jaile
hormone. Journal of Insect Physiolod®(6): 1153-1167.

WIGGLESWORTH V. B. (1934): The physiology of ecdysis Rhodnius prolixugHemiptera).
II. Factors controllingmoulting and 'metamorphosiQuarterly Journal of
Microscopical Science&’7(2): 191-222.

WIGGLESWORTH V. B. (1936): The function of the corpus allatum ire tigrowth and
reproduction ofRhodnius prolixugHemiptera)._Quarterly Journal of Microscopical
Science79(1): 91-121.

WILLIAMSON, M., LENZ, C., WINTHER, A. M. E., NasseL, D. R. & GRIMMELIKHUIJZEN, C.J.P.
(2001a): Molecular cloning, genomic organizatiomd aexpression of a B-type
(cricket-type) allatostatin preprohormone fr@rosophila melanogasteBiochemical
and Biophysical Research Communicatid&l(2): 544-550.

WILLIAMSON, M., LENZ, C., WINTHER, A. M. E., NasseL, D. R. & GRIMMELIKHUIJZEN, C.J.P.
(2001b): Molecular cloning, genomic organizatiomdaexpression of a C-type
(Manduca sextaype) allatostatin preprohormone fromrosophila melanogaster
Biochemical and Biophysical Research Communicafid8%1): 124-130.

WITEK, G., VERHAERT, P., LORENZ M. W. & HOFFMANN, K. H. (1999): Immunolocalization
of two types of allatostatins in the central nerwaystem of the crickeBryllus
bimaculatugEnsifera : Gryllidae). European Journal of Entéogy, 96(3): 279-285.

Woopb, T. G., DHNSON R. A. & ANDERSON J. M. (1983): Modification of soils in nigerian
savanna by soil-feedingCubitermes (Isoptera, Termitidae)._ Soil Biology &
Biochemistry 15(5): 575-579.

Woob, T. G. (1988): Termites and the soil environment. Bijgil@and Fertility of Soils6(3):
228-236.

Woob, T. G. (1996): The agricultural importance of termiiesthe tropics._Agricultural
Zoology Reviews7: 117-155.




252 Literatur

WOODHEAD, A. P., SAY, B., SEIDEL, S. L., KHAN, M. A. & TOBE, S. S. (1989): Primary
structure of four allatostatins - Neuropeptide loitairs of juvenile hormone synthesis.
Proceedings of the National Academy of SciencethefUnited States of America
86(15): 5997-6001.

WOODHEAD, A. P., AsaNO, W. Y. & STAY, B. (1993): Allatostatins in the hemolymph of
Diploptera punctataand their effectn vivo. Journal of Insect Physiolog®9(12):
1001-1005.

WOODHEAD, A. P., THOMPSON M. E., GHAN, K. K. & STAY, B. (2003): Allatostatin in ovaries,
oviducts, and young embryos in the cockroBgbloptera punctataJournal of Insect
Physiology 49(12): 1103-1114.

WOODRING, J., DERSCH S., LWALABA, D., HOFFMANN, K. H. & MEYERING-VOS, M. (2009):
Control of the release of digestive enzymes in ¢heca of the crickeGryllus
bimaculatus Physiological Entomology4(2): 144-151.

YAGl, K. J., KWok, R., (HAN, K. K., SETTER, R. R., MYLES, T. G., TOBE, S.S. & Sray, B.
(2005): Phe-Gly-Leu-amide allatostatin in the teéenReticulitermes flavipeontent
in brain and corpus allatum and effect on juvehdemone synthesis. Journal of Insect
Physiology 51(4): 357-365.

Yaacl, K. J., HuoTT, K. L., TEESCH L., TOBE, S. S. & SrAy, B. (2008): Isolation of
cockroach Phe-Gly-Leu-amide allatostatins from téwenite Reticulitermes flavipes
and their effect on juvenile hormone synthesis.rdauof Insect Physiologys4(6):
939-948.

YIN, G. L., YANG, J. S.,, o, J. X. & YANG, W. J. (2006): Molecular cloning and
characterization of FGLamide allatostatin gene frtdme prawn, Macrobrachium
rosenbergii Peptides27(6): 1241-1250.

Yu, C.G., Sray, B., JosH|, S. & ToBE, S. S. (1993): Allatostatin content of brain, corpora
allata and hemolymph at different developmentajesteof the cockroaciiploptera
punctata Quantitation by ELISA and bioassay. Journal afelet Physiology39(2):
111-122.

Yu, C. G., STAY, B., DING, Q., BENDENA, W. G. & ToOBE, S. S. (1995): Immunochemical
identification and expression of allatostatinsha gut ofDiploptera punctataJournal
of Insect Physiology41(12): 1035-1043.

ZANDAWALA , M., LYTVYN, Y., TAIAKINA , D. & ORCHARD, |. (2012): Cloning of the cDNA,
localization, and physiological effects of FGLamig¢ated allatostatins in the blood-
gorging bug,Rhodnius prolixusinsect Biochemistry and Molecular Biolggd2(1):
10-21.

ZHOoU, X., SONG, C., GRzYMALA, T. L., OI, F.M. & SCHARF, M. E. (2006a): Juvenile hormone
and colony conditions differentially influence cgtwome P450 gene expression in the
termiteReticulitermes flavipednsect Molecular Biologyl5(6): 749-761.




Literatur 253

ZHou, X., TARVER, M. R., BENNETT, G. W., O, F. M. & ScHARF, M. E. (2006b): Two
hexamerin genes from the termReticulitermes flavipesSequence, expression, and
proposed functions in caste regulation. G&T&(1): 47-58.

ZHou, X. G., Q, F. M. & SCHARF, M. E. (2006c): Social exploitation of hexamerin: RNAI
reveals a major caste-regulatory factor in termiteésoceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of Amefi6&12): 4499-4504.

ZHou, X. G., TARVER, M. R. & ScHARF, M. E. (2007): Hexamerin-based regulation of
juvenile hormone-dependent gene expression undepienotypic plasticity in a
social insect. Developmerit34(3): 601-610.

ZHou, X. G., WHEELER, M. M., O, F. M. & SCHARF, M. E. (2008): RNA interference in the
termite Reticulitermes flavipeshrough ingestion of double-stranded RNA. Insect
Biochemistry and Molecular Biolog$8(8): 805-815.




254 Anhang

11 Anhang

11.1 Flussdiagramme zur Experimentibersicht

on
g
§ Wie hoch ist der Gehalt an Ecdysteroiden und Juvenilhormonen in der Himolymphe und in
a:an Ganzkorperextrakten verschiedener Kasten und Entwicklungsstadien von M. darwiniensis?
g
=
h 4 h 4
Messreihe 1 Messreihe 2
/ \ }
g E Ganzkorperextrakte Hémolymphproben Ganzkorperextrakte
= o
Q@ »n
=
2 g v v v
)
= &0 AL: L2'L5, AL/NL: L]
= AL/NL: Arbeiter, Soldaten AL: L,-Ls, Arbeiter, Soldaten,
Eier, L; NL: N;-Nj3, Alaten Neotenics
SK: Arbeiter, Neotenics SK: Arbeiter, Neotenics
\ /
X y v

Probennahme (Kap. 4.3.1.2)
Aufarbeitung (Kap. 4.3.2, siehe Abb. 71)

=
<
)
- v Y
=

Messung von 20-Hydroxyecdyson, Ecdyson, Juvenilhormon I, I1, III

mittels HPLC-MS (Kap. 4.3.3)

z h 4 A 4
E Juvenilhormon (Kap. 5.1.1.1) Juvenilhormon (Kap. 5.1.1.2)
E” Ecdysteroide (Kap. 5.1.2.1) Ecdysteroide (Kap. 5.1.2.2)
=

Abb. 61: Flussdiagramm Uber durchgefiihrte Experimete zur Bestimmung des
Hormongehaltes beiMastotermes darwiniensis (Fragestellung 1).

AL = aptere Linie, HPLC-MS = Hochleistungsfliissigkehromatographie-Massenspektrometrie,
L, = n. Larvenstadium, NL = nymphale Linie, & n. Nymphenstadium, SK = absterbende Kolonien.
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- Welche
g »Housekeeping“-
) Wie sind AST-A Gen und Prohormonvorlidufer bei Gene konnen bei
gman M. darwiniensis und C. darwini organisiert? M. darwiniensis
& identifiziert
= werden?
& h 4 h 4 h 4
)
S 2 AST-A Gen und B-Aktin-, EFla-
= = " e ’ ’
& g AST-A Gen und Szzhormonvorlaufer Prohormon- GAPDH-, ND3-
E “?n M. darwiniensis vorldufer von und ND4-Gen bei
5:3 2 ) C. darwini M. darwiniensis
-
/ \
7 \
4 X v v
Gewebepriparation
(Kap. 4.2.1) DNA-Isolation
RNA-Isolation (Kap. 4.2.3)
(Kap. 4.2.2)
cDNA-Bibliothek
5 (Kap. 4.4.1.1) Genome Walking
2 RACE (Kap. 4.4.1.3)
g (Kap. 4.4.1.2)
v v v v
PCR (Kap. 4.2.5)
Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 4.2.6)
Aufreinigung Fragmente (Kap. 4.2.7)
Klonierung (Kap. 4.2.8)
Sequenzierung (Kap. 4.4.4)
\ /
\ 7
. ] [ 4 v v
é AST-A Gen von AST-A Gen von Referenzgene von
= M. darwiniensis C. darwini M. darwiniensis
L;:.” (Kap. 5.2.1) (Kap. 5.2.2) (Kap. 5.2.3)

Abb. 62: Flussdiagramm uber durchgefuhrte Experimene zur Identifikation des Allatostatin A-
Gens und Prohormonvorlaufers vonMastotermes darwiniensis und Cryptocercus darwini sowie
zur ldentifikation von ,Housekeeping“-Genen beiM. darwiniensis (Fragestellungen 2 und 7.1).

AST-A = Allatostatin A, EF& = Elongationsfaktor 1 alpha, GAPDH = Glycerinalga3-phosphat-

Dehydrogenase,

ND3/ND4

PCR = Polymerasekettenreaktion, RACE = Rapid Argalifon of cDNA Ends.

Nicotinamidadenindinuke@tehydrogenase Untereinheit 3/4,
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o0
g
§ Wo werden M. darwiniensis und C. darwini anhand der AST-A Sequenzen innerhalb der
?n Dictyoptera eingeordnet? Eignet sich AST-A fiir eine phylogenetische Analyse der Insekten?
g
[
h 4
;,% Dictyoptera Insekten
ST
= 8
: v v v v
v L
=Y ] _ _ _ _
5:3 ) AST-A Gen AST-A Pl:‘ohormon AST-A Gen AST-A Pl:‘ohormon
=] vorliufer vorlidufer
h 4 v v v
Alignment (Kap. 4.5.1)
Bestimmung Bestimmung
£ Substitutionsmodell Substitutionsmodell
e (Kap. 4.5.2) (Kap. 4.5.2)
=
5]
= ¢ A 4 * h 4
Stammbaumberechnung (Kap. 4.5.3)
NJ, BI NJ, BI BI NJ, BI
2 4 A 4 h 4 h 4
n
E Stammbaum Stammbaum Stammbaum Stammbaum
= (Kap. 5.3.2, Abb. 35) (Kap. 5.3.2, Abb. 36) (Kap. 5.3.2, Abb. 37) (Kap. 5.3.2, Abb. 38)
S
=

Abb. 63: Flussdiagramm Uber durchgefuihrte Berechnugen zur Phylogenie der Dictyoptera und
Laller Insekten mit Sequenzen des Allatostatin A AST-A)-Gens und Prohormonvorlaufers

(Fragestellung 3).

Untersuchte Gruppen: Dictyoptera (Vertreter der ttBfea und Isoptera sowie Ensifera als
AulRengruppe), Insekten (Vertreter der Blattaria, elifera, Diptera, Ensifera, Hemiptera,
Hymenoptera, Isoptera und Lepidoptera sowie Crastats Aullengruppe). Bl = Bayesian Inference,

NJ = Neighbor-Joining.
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on

g Eignen sich die
) Wie wird das AST-A Gen in verschiedenen Geweben und identifizierten Gene
a?n Entwicklungsstadien von M. darwiniensis exprimiert? als Referenzgene
& fiir die qPCR?
=

h 4 \ 4 \ 4
Gewebe Entwicklungsstadien B-Aktin und ND3

, v v v

= AL/NL: L

= Pl
5 - Arbeiter AL: L,-Ls, Arbeiter, Soldaten Arbeiter

E “?n w/m NL: N;-Nj3, Alaten w/m
5:3 2 SK: Arbeiter, Neotenics
il y v v
OSG, VD, MD, HD 0SG OSG, VD, MD, HD
h 4 h 4 h 4

=

= Gewebepriparation (Kap. 4.2.1)

= RNA-Isolation (Kap. 4.2.2)

é’ quantitative real-time PCR (Kap. 4.6.3)

© h 4 \ 4 \ 4

é Expression von AST-A Expression von AST-A Expression von
= in Geweben in Entwicklungsstadien Referenzgenen
E’ (Kap. 5.4.1) (Kap. 5.4.2) (Kap. 5.4.3)

Abb. 64: Flussdiagramm Uber durchgefiihrte Experimerte zur Bestimmung der Expression des
Allatostatin  A-Gens in verschiedenen Geweben und HEwricklungsstadien sowie zweier
Referenzgene beMastotermes darwiniensis (Fragestellungen 4 und 7.2).

Analysierte Gene: AST-A = Allatostatin Ap-Aktin, ND3 = Nicotinamidadenindinukleotid-
Dehydrogenase Untereinheit 3. Untersuchte Stadigbeiter (m = mannlich, w = weiblich);
AL = aptere Linie, |, = n. Larvenstadium, NL = nymphale Linie,, N n. Nymphenstadium,
SK = absterbende Kolonien. Analysierte Gewebe: HD Hinterdarm, MD = Mitteldarm,
OSG = Gehirn, Vd = Vorderdarm. gPCR = quantitatea-time Polymerasekettenreaktion.



258 Anhang

0
=
=
) Gibt es einen Zusammenhang zwischen dem Juvenilhormongehalt der Hiimolymphe
a und der Expression des AST-A Gens im Gehirn bei M. darwiniensis?
£
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SK: Arbeiter, Neotenics

Untersuchungs-
gegenstand

/ \
7 \
[ 4 X
Bestimmung JH ITI-Gehalt Expressionsanalyse von AST-A
g der Himolymphe mittels HPLC-MS im Gehirn mittels qPCR
E (Kap. 4.3) (Kap. 4.6)
o
2 X v
Korrelationsanalyse

9 h 4
E Korrelation zwischen JH IIT und AST-A
2 (Kap. 5.5.1)
=

Abb. 65: Flussdiagramm U0ber durchgefiihrte Experimeme zur Analyse eines potentiellen
Zusammenhangs zwischen dem Juvenilhormon llI-Gehaltler Himolymphe und der Expression
des Allatostatin A-Gens im Gehirn verschiedener Enticklungsstadien von Mastotermes

darwiniensis (Fragestellung 5).
AL = aptere Linie, AST-A = Allatostatin A, HPLC-MS Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-

Massenspektrometrie, JH = Juvenilhormop,=Ln. Larvenstadium, NL = nymphale Linie, N n.
Nymphenstadium, gPCR = quantitative real-time Pealsaeekettenreaktion, SK = absterbende

Kolonien.
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o0
g

§ Kann die AST-A Expression bei M. darwiniensis mittels RNAi unterdriickt werden?
?n Welche Auswirkung hat AST-A dsRNA auf den Juvenilhormongehalt?

&

[

h 4
Verteilung der Injektionslosung

2 Auswirkung Injektion auf Mortalitéit

% Auswirkung Ringer/dsRNA auf AST-A Expression

2 Direktnachweis der AST-A dsRNA

§ (Kap. 4.7.3)

=

: v

>

Ergebnisse Voruntersuchung (Kap. 5.5.2.1)

. h 4

n

= Arbeiter w/m
i

o @

P ’ X

*E & AST-A Expression in OSG, VD, MD, HD Hormongehalt der Hiimolymphe
-

h 4 h 4

Injektion von 2 pl Ringer oder 1 pg AST-A dsRNA (Kap. 4.7.2)

=

]

: ! v

=

kot Gewebepriparation (Kap. 4.2.1) Probennahme (Kap. 4.3.1.2)

= RNA-Isolation (Kap. 4.2.2) Aufarbeitung (Kap. 4.3.2)
quantitative real-time PCR (Kap. 4.6.3) HPLC-MS (Kap. 4.3.3)

2 h 4 h 4

wn

E AST-A Expression Juvenilhormon- und Ecdysteroidgehalt

2 (Kap. 5.5.2.2, Abb. 55— 57) (Kap. 5.5.2.2, Abb. 58 — 60)

St

=

Abb. 66: Flussdiagramm Uber durchgefiihrte Experimerte zur Auslosung der RNA-Interferenz
(RNAI) durch Injektion von doppelstrangiger RNA (dsRNA) abgeleitet vom Allatostatin A
(AST-A)-Gen beiMastotermes darwiniensis (Fragestellung 6).

HD = Hinterdarm, HPLC-MS = Hochleistungsflussigketiromatographie-Massenspektrometrie,
m = mannlich, MD = Mitteldarm, OSG = Oberschlundgiaon (Gehirn), PCR = Polymeraseketten-
reaktion, VD = Vorderdarm, w = weiblich.
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11.2 Identifikation verschiedener Gene Dbei Mastotermes

darwiniensis und Cryptocercus darwini

5'- GGCATCACACATTCTACAAT GAACT GCGAGT GECCCCTGAGGAACACCCCATCCTGCTCACCGAA 65
HHTFYNELRVAPEE H P ILLTE 21

GCTCCCCTCAACCCCAAAGCCAACAGCGAGAAGATGACCCAGATCATGT TTGAGACCTTCAACACG 131
APLNPKANREKMTQIMEF ETFNT 43

CCCGCTATGTACGT AGCAAT CCAGGCCGT CTTGT CCCTGTACGCATCCGGECCGTACCACTGGTATC 197
P AMYYVAI QAVLSLYAS GRTT Gl 65

GIGCTGGATTCTGGTGATGGTGT CTCCCATACCGT TCCCATCTATGAAGGTTACGCTTTGCCTCAC 263
VL DSGDGVS H TVPI YEGYA LPH 87

GCCATCCTGCGT CTGGACT TGECTGECCGTGACT TGACTGACTACCTGATGAAGATCCTTACTGAG . 329
Al L RLDLA GRDLTD YLMKILTE 109

CGT GGCTACAGCT TCACGACCACCGCT GAGCGGGAAATCGTACGT GATATCAAGGAGAAGCTGTGC 395
RGYSFTTTAEREIVRDI KEKLC 131

TATGTCGCCCT GGACT TCGAGCAGGAGATGECAACT GCCGCTGCTTCCACTTCTCTCGAGAAGTCA 461

YVALDFEQEMATAAAS TSLEKS 153
TATGAGT TGCCTGATGGCCAGGTCATCACCATTGG -3 496
YELPDGQVITI G 165

Abb. 67: Darstellung der Nukleotid- (obere Reihe) od Aminosauresequenz (untere Reihe,
fettgedruckt) eines Teilfragments de$-Aktin Gens von Mastotermes darwiniensis.

Die Sequenzen sind auf der rechten Seite durchnuemne Fur die Identifikation und
Expressionsbestimmung verwendete Oligonukleotiné isi Grau dargestellt.
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5'- TTGAGTGCGGTTTTGAGCCAAAAAGATCTGCACGACTACCTTTCTCCCTACGATTCTTCTTAATT 65
ECGFEPKSSARLPFS LRFFLI 21

GCTGTTATTTTCTTAATCTTCGACGTAGAAATTGCAATACTCTTACCAATAACTGTTATCATAACA 131
AVIFLIFDVEIAMLLP MTVIMT 43

ACTTCTAACCTCATATCATGAGCCCTTATTAGAGCCCTATTCCTAATTATTCTAATTGITGGGTTA 197

TSNLMSWALISALFLI ILIVGL 65
TATCACGAATGGAACCAGSG -3’ 217
YHEWNQG 72

Abb. 68: Darstellung der Nukleotid- (obere Reihe) od Aminosduresequenz (untere Reihe;

fettgedruckt) eines  Teilfragments des  Nicotinamidaenindinukleotid-Dehydrogenase
Untereinheit 3-Gens vonMastotermes darwinienss.

Die Sequenzen sind an der rechten Seite durchnuemnerir die Identifikation und
Expressionsbestimmung verwendete Oligonukleotiné isi Grau dargestellt.

5-  TGGGGATATCAGTCTGAACGTCTTCAAGCCGGTATTTACTTGTTGTTTTATACATTAACAGCCTCT 66

WGYQSERLQAGIYLLF YTLTAS 22
TTACCTTTGITAGT TGGTATTATGTATATTTATGACGTGTATTCTACTTTGTATTTTGTTTTGITT 132
LPLLVGIMYIYDVYST LYFVLF 44

GGTAAATTTATTTTCTCCAGTAGTTTATTTTATTTATGCATGGTCTTTGCTTTTTTGATTAAGATG 198

GKFIFSSSLFYLCMVEF AFLIKM 66
CCAATATTTTTGGI TCATTTATGATTACCGAAAGCACACGTTGAAGC -3 245
PMFLVHLWLPKAHVEA 82

Abb. 69: Darstellung der Nukleotid- (obere Reihe) od Aminosduresequenz (untere Reihe;

fettgedruckt) eines  Teilfragments des  Nicotinamidaenindinukleotid-Dehydrogenase
Untereinheit 4-Gens vonMastotermes darwiniensis.

Die Sequenzen sind an der rechten Seite durchnuemner=ir die Identifikation und
Expressionsbestimmung verwendete Oligonukleotiné isi Grau dargestellt.
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Tab. 42: Sequenzierte Einzelfragmente des Allatosia A-Gens (AST-A) von Mastotermes

darwinienss.

Fragmentlange nur auf AST-A Fragmente bezogen (bifd und UniP). bp = Basenpaare.

Name

Forward-Primer

Reverse-Primer

Fragmentlange [bp]

Fragmente amplifiziert mit einer DNA-

Polymerase ohre Proofreadingaktivitat

AS140F-14R1 Mda_AS140F Mda_AS14R1 745
AS140F-14R2 Mda_AS140F Mda_AS14R2 745
AS140F-950R Mda_AS140F Mda_AS950R 805
AS140F-9R Mda_AS140F Mda_AS9R 284
AS200F-13R Mda_AS200F Mda_AS13R 634
AS26F-8R Mda_AS26F Mda_AS8R 588
AS2aF-6R Mda_AS2aF Mda_AS6R 299
AS4F-200R Mda_AS4F Mda_AS200R 451
AS4F-8R Mda_AS4F Mda_AS8R 610
AS4F-9R Mda_AS4F Mda_AS9R 646
AS8F-13R Mda_AS8F Mda_AS13R 480
AS8F-950R Mda_AS8F Mda_AS950R 587
GWh DW-ACP3/UniP Mda-TSP3 284
UPM-13F Mda_ AS13F UPM 208/209
Fragmente amplifiziert mit einer DNA-Polymerase mitProofreadingaktivitéat
AS4F-9R PR Mda_AS4F Mda_AS9R 646
AS8F-950R PR Mda_AS8F Mda_AS950R 587

Tab. 43: Sequenzierte Einzelfragmente potentielldReferenzgene beMastotermes darwiniensis.

NADH = Nicotinamidadenindinukleotid, bp = Basenpaar

Name Forward-Primer Reverse-Primer | Fragmentlange [bp]
Fragmente vonp-Aktin
Akt 3.1 Rfl_ActF2 Rfl_ActR2 496
Rfl_ActF2-Act400R Rfl_ActF2 Mda_Act400R 421
Fragment von NADH-Dehydrogenase Untereinheit 3
ND3-pJetl Mda_ND31F Mda_ND31R 217
Fragment von NADH-Dehydrogenase Untereinheit 4
ND4-pJetl Mda_ND41F Mda_ND41R 245
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Tab. 44: Sequenzierte Einzelfragmente des Allatosia A-Gens (AST-A) von Cryptocercus

darwini.

Fragmentlange nur auf AST-A Fragmente bezogen (BIMIEACP3/UniP). bp = Basenpaare.

Name Forward-Primer Reverse-Primer Fragmentlange [bp]
Fragmente amplifiziert mit einer DNA-Polymerase ohre Proofreadingaktivitat
AS10F-14R Cd_AS10F Cd_AS14R 450

AS2aF-14R2 Cd Mda_AS2aF Mda_AS14R2 893
AS2aF-6R Cd Mda_AS2aF Mda_AS6R 296
AS2bF-11R Cd_AS2bF Cd_AS11R 656

GWa DW-ACP3/UniP Cd-TSP3 303

GWb DW-ACP3/UniP Cd-TSP3 376

Fragmente amplifiziert mit einer DNA-Polymerase mitProofreadingaktivitat
AS1F-TSP2 PR Cd_AS1F Cd-TSP2 386
AS2bF-14R PR Cd_AS2bF Cd_AS14R 847

11.3 Phylogenetische Sequenzanalyse von Allatostatin A

Tab. 45: Prozentuale Ubereinstimmung der Aminosaurgequenzen des Allatostatin A (AST-A)-
Prohormonvorlaufers von Schaben, Termiten und der Nttelmeerfeldgrille.

Vergleich der Aminoséauresequenzen der potentidlen-A Peptide, der Amidierungssignale und der
dibasischen Schnittstellen. Prozentsatz der Ahkdith(von links nach rechts) und Gleichheit (von
oben nach unten) der Sequenzen. Schaben: Blalerus craniifeyBlg = Blattella germanicaBlo =
Blatta orientalis Crd = Cryptocercus darwini Dip = Diploptera punctata Pea = Periplaneta

americana Sul = Supella longipalpa Termiten:

Reticulitermes flavipe€nsifera: Grb =Gryllus bimaculatus

Mad = Mastotermes darwiniensisRef

Mad Ref Crd Blc Blo Blg Dip Pea Sul Grb
Mad - 86,34 | 86,59| 81,67 86,59 81,22 82,8 85,79 83,28,747
Ref | 81,97 - 93,26 92,74 93,26 90,56 93|3 93|96 94,19,7136
Crd 83,8 | 90,45 - 90,86 92,14 88,07 92,67 92,7 92,26 587,
Blc | 78,33 | 89,94| 87,43 - 90,91 91,01 96,67 91j11 95,28,718
Blo | 82,68 | 90,45 91,01 87,5 - 88,y 93,18 99/44 93,45 7184,
Blg 77,9 | 88,33 85,23 89,383 85,88 - 91,67 88|95 92,94,88B4
Dip 80 90,5 | 89,71 96,11 90,34 89,89 - 93,33 96,45 85,55
Pea | 81,97 | 90,66 91,57 87,78 99,44 86,19 90|56 - 93,65,063
Sul 815 | 91,28/ 90,48 92,9 91,07 91,18 94,08 91,28 - 586,
Grb | 71,26 | 83,24 82,25 82,6p 80,39 80,81 80/93 81,03218p, -
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Tab. 46: Spezifikation der Parameter der Substitutbnsmodelle fir die Stammbaumberechnung
mit Sequenzen des Allatostatin A-Gens innerhalb debictyoptera (Abb. 35) und mit allen bisher
bekannten Allatostatin A-Gensequenzen von InsektefAbb. 37).

Verwendete Methoden: Bayesian Inference und Neighbming. GTR = ,General Time Reversible
Model“, TN = Tamura-Nei-Modell. Substitutionsmodellerwendet unter Einbeziehung der Gamma-

Verteilung (+G) und/oder des Anteils der invariabfositionen (+I). A = Adenin, C = Cytosin, G =
Guanin, T = Thymin.

Parameter Abb. 35 (Dictyoptera) Abb. 37 (,alle” Insekten)
Bayesian Inference
Substitutionsmodell GTR+G GTR+I+G
Nukleotidfrequenz [A] 0,2741 0,2963
Nukleotidfrequenz [C] 0,2422 0,2195
Nukleotidfrequenz [G] 0,2558 0,2197
Nukleotidfrequenz [T] 0,2279 0,2645
Substitutionsrate [AC] 1,6809 1,5265
Substitutionsrate [AG] 2,7235 2,5662
Substitutionsrate [AT] 1,6090 1,5720
Substitutionsrate [CG] 0,6231 1,3578
Substitutionsrate [CT] 5,2348 3,6396
Substitutionsrate [GT] 1,0000 1,0000
Anteil invariabler Positioner - 0,0010
Neighbor-Joining
Substitutionsmodell TN+G -
" Cammavereiiing 0,8290 -
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Tab. 47: Substitutionsmodelle fur die Stammbaumberehnung mit Sequenzen des Allatostatin A
(AST-A)-Prohormonvorlaufers innerhalb der Dictyoptera (Abb. 36) und mit Sequenzen des

AST-A Prohormonvorlaufers acht verschiedener Insek¢nordnungen (Abb. 38).

Verwendete Methoden: Bayesian Inference und Neiglbming. JTT = Modell nach Jones, Taylor

und Thornton.

Parameter

Abb. 36 (Dictyoptera)

Abb. 38 (,alle” Insekten)

Bayesian Inference

Abschatzung des passenden
Substitutionsmodells

»,model jumping”

»model jumping”

am besten passendes

Substitutionsmodell JTT JTT
Neighbor-Joining
Substitutionsmodell JTT JTT

Tab. 48: Allgemein verwendete Parameter fir die Smbaumberechnung mit MrBayes v3.1.2
und MEGA v4.0.2.

Parameter gelten fir alle berechneten StammbaurseSaquenzen des Allatostatin A-Gens und
Prohormonvorlaufers (Abb. 35 bis 38; S. 140ff). Wendete Methoden: Bayesian Inference
(MrBayes v3.1.2)uind Neighbor-Joining([EGA v4.0.2)

Parameter Wert
Bayesian Inference
Anzahl der Generationen 10.000.000
Anzahl der Laufe 2

Anzahl der simultanen Markov-Ketten 4 (3 ,erhitzi&étten; 1 kalte” Kette)

Berechnung eines Stammbaums

aller 1.000 Generatione

Anzeige der laufenden Analyse

aller 1.000 Genaratio

Vergleich der Laufe auf Konvergenz

aller 10.000 &ationen

Burn-in (verworfene Baume der Startphase) 2.500
Neighbor-Joining
Bootstrap-Wiederholungen 10.000
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11.4 Validierung der Referenzgene

Tab. 49: Analyse der Stabilitat der Expression derpotentiellen Referenzgenef-Aktin und
Nicotinamidadenindinukleotid-Dehydrogenase Untereiheit 3 (ND3) sowie des Zielgens

Allatostatin A (AST-A) bei Mastotermes darwiniensis.

Verwendete Analysesoftware: BestKeeper v1_:0; geNefb; NormFinder v20.0. £= ,cycle
threshold“ (Schwellenwert); x-fach = x-fache Ubeder Unterexpression individueller Proben im

Vergleich zum geometrischen Mittel degWerts.

Parameter ND3 B-Aktin AST-A
BestKeeper Analyse
Stichprobengrol3e 12 12 12
Geometrisches Mittel [¢ 16,13 19,55 20,73
Arithmetrisches Mittel [G] 16,22 19,69 20,85
Minimum [Cq] 13,92 16,45 17,9
Maximum [Gf] 18,93 23,02 23,43
Standardabweichung [+ 1,41 2,04 2,17
Koeffizient der Varianz [% ¢ 8,69 10,36 10,42
Minimum [x-fach] -3,67 -6,5 -5,42
Maximum [x-fach] 5,19 8,17 5,04
Standardabweichung [+ x-fach] 2,32 3,39 3,67
Paarweise Korrelationsanalyse mit dem BestKeeper tex
Korrelationskoeffizient (r) 0,75 0,92 -0,6
Bestimmtheitsmaf {y 0,56 0,84 0,37
P 0,005 0,001 0,037
geNorm Analyse
Stabilitatswert M 2,275 2,316 2,867
NormFinder Analyse
Stabilitatswert 0,777 0,908 1,799
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11.5 Voruntersuchungen zur RNA-Interferenz

In den Voruntersuchungen zur RNA-Interferenz wurei@e erhohte Allatostatin A-
Expression bei mit AST-A dsRNA injizierten Arbeiteim Vergleich zu Kontrolltieren
nachgewiesen (s. Abb. 52, S. 160). Dies widerspraeh Erwartungen. Daher wurde
Uberprift, ob die injizierte dsRNA Uber quantitatikeal-time PCR direkt nachweisbar war.
Vorher musste die theoretisch maximal mogliche Meag AST-A dsRNA in der isolierten
und fur die nachfolgenden Reaktionen eingesetztssa@t-RNA berechnet werden.

Injektion: 2 g dsRNA pro Korpergewicht (ca. 50 mg)
- 2 ng/50 mg
Isolation Gewebe: z. B. Gehirn (Gewicht ca. 0,5 mgp Praparation

von 20 Tieren> 10 mg Gewebe
- 0,4 ug/10 mg

Isolation Gesamt-RNA: ca. 50 pl Losung (Konzentration von 0,5 pg/ul)
- 25 nug Gesamt-RNA (darin 0,4 pg dsRNA)

Eingesetzte Menge an Gesamt-
RNA in Reverse Transkription: 0,5 pg entspricht 1/50 der Gesamt-RNA

Theoretisch verwendete Menge an
dsRNA: 1/50 von 0,4 pug = 0,008 ug
- 8ng
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11.6 Gewichtsbestimmung verschiedener Entwicklungsstadme

von Mastotermes darwiniensis

- Larvenstadien
|:| Adultstadien e
__ 80- f
@)
= |
T 601
Q 9
= T
>
=2 401
O
A2
S
L 20
0 -
A S

Abb. 70: Koérpergewicht (Frischgewicht) der untersuditen Entwicklungsstadien der apteren
Linie von Mastotermes darwiniensis.

Darstellung des Mittelwerts und der Standardabwaeigh L, = n. Larvenstadium, A = Arbeiter,
S = Soldaten. Kruskall-Wallis H-Test: H = 247,7€8= 6; P < 0,001.Post hoeTest: Mann-Whitney
U-Test mit sequenzieller Bonferroni-Korrektur; ushiedliche Buchstaben bedeuten signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. n=88L
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11.7 Messungen zur Bestimmung des Hormongehaltes bei
Mastotermes darwiniensis mittels Hochleistungsfllssigkeits-

chromatographie-Massenspektrometrie (HPLC-MS)

Messung der

Messung der

Héimolymphe Ganzkorperextrakte
(Messreihe 1) (Messreihe 2)
h 4 h 4

Geschlechtsbestimmung
Zihlen der Antennensegmente

Geschlechtsbestimmung
Zihlen der Antennensegmente

v

v

Héimolymphentnahme
Uberfiihrung in MIG

Uberfiihrung in MIG

v

Zerkleinerung mit Schere
und Gewebehomogenisator

v

Schiitteln
Zentrifugation
Uberfiihrung in neues GefiR
Abdampfen Isooktan

Schiitteln
Zentrifugation
Uberfiihrung in neues Gefif
Abdampfen Isooktan

v

Vereinigung von Proben
des gleichen Stadiums
Mischen

v

Aliquotieren der Proben
(identische Anzahl wie vorher)

v

h 4

Einengung auf ca. 20 pl

Einengung auf ca. 20 pl

v

v

Auftrennung und Analyse
mit HPLC-MS

Auftrennung und Analyse
mit HPLC-MS

Abb. 71: Zusammenfassung der Probenaufarbeitung deMessreihen 1 und 2 zur Bestimmung

des Hormongehaltes beMastotermes darwiniensis.

Messreihe 1. Messung von Hamolymphproben sowieGanztierextrakten aus Eiern und dem ersten
Larvenstadium. Messreihne 2: Messung

individuellerangkdrperextrakte.

HPLC-MS

Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Massenspeletrie; MIG = Methanol-Isooktan-Gemisch.
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Juvenilhormon Il -
Hamolymphtiter [pg/ul]

0 _
ohne Wehrsekret mit Wehrsekret

Abb. 72: Juvenilhormon llI-Gehalt der Hamolymphe von Mastotermes darwiniensis-Arbeitern
nach Zugabe von Soldaten-Wehrsekret oder HPLC-Wasse

Darstellung des Mittelwerts und der Standardabweigh Es wurden pro Probe 16 — 20 pl
Hamolymphe von weiblichen oder méannlichen Arbeiteeneinigt. AnschlieRend wurde jede Probe
geteilt und je eine Halfte mit 4,7 — 10,2 ul HPL@H(,0ohne Wehrsekret*) oder derselben Menge
Soldaten-Wehrsekret (,mit Wehrsekret) versetzt. nabme und Volumenbestimmung des
Wehrsekrets erfolgte mit geeichten Glaskapillarero Soldat konnten 1,5 — 5,5 pl Wehrsekret
gewonnen werden. Die Aufarbeitung und Messung debdh erfolgte wie unter 4.3.2 bis 4.3.4
beschrieben. * = signifikanter Unterschied zwischden Proben (Wilcoxon-Test: Z = -2,201;
P=0,028). n=6.
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Tab. 50: Zusammenfassung der fiur die HPLC-MS Messugen verwendeten Entwicklungsstadien vonMastotermes darwiniensis nach
Entwicklungslinie (aptere oder nymphale), Alter undAnzahl der Antennensegmente.

w = weiblich, m = mannlich, SK = absterbende Koéoni

Entw;pklungs- Alter Bezeichnung Code Al @2y Art der Probe Zeitpunkt der Messung
inie Antennensegmente
Eier Ei - Ganzkorperextrakt Juli 2007
aptere/nymphale juvenil . ) Juli & De_zember 2007
1. Larvenstadium 1 8-11 Ganzkdrperextrakt Mai 2008
Oktober 2008 — Juni 2009
Hamolymphe Dezember 2007
2. Larvenstadium i 12-13 Mai 2008
Ganzkorperextrakt Oktober 2008 — Juni 200
| | 3. Larvenstadium " 14-15 Ham"olymphe Juli & Dezember 2(?07
juvenil Ganzkorperextrakt Oktober 2008 — Juni 200
Hamol h li & D 2007
4. Larvenstadium L 16-17 amf) ympne Juli & Dezember 90
Ganzkorperextrakt Oktober 2008 — Juni 200
Hamol h li & D 2007
5. Larvenstadium 4 18-19 amf) ympne Juli & Dezember 90
aptere Ganzkorperextrakt Oktober 2008 — Juni 200
Méarz — April 2007
. Hamolymphe Juli & Dezember 2007
Arbeiter (w/m) A > 20 ymp Mai 2008
Ganzkorperextrakt Oktober 2008 — Juni 200
»=adult” Hamolymphe Marz — April; Juli 2007
Soldat S 17-22 Mai 2008
Ganzkorperextrakt Oktober 2008 — Juni 200
Ersatzgeschlechtstiere Neo - Ganzkorperextrakt Oktober 2008 — Juni 20(

[{e]

(Neotenics; w/m)

9
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Entwicklungs- . Anzahl der .
e Alter Bezeichnung Code Antennensegmente Art der Probe Zeitpunkt der Messung
. . Februar — April 2007
Arbeiter SK (w/m) A >20 Hamolymphe Mai 2010
) Arbeiter SK (w/m) A >20 Ganzkorperextrakt Mai 2010
aptere »adult
: y Feb — April 2007
Ersatzgeschlechtstiere Hamolymphe ebruar = Ap
. Neo - Mai 2010
SK (Neotenics; w/m) ” .
Ganzkorperextrakt Mai 2010
1. Nymphenstadium N 12-13 Hamolymphe Dezember 2007
juvenil 2. Nymphenstadium N 14-15 Hamolymphe Dezember 2007
nymphale 3. Nymphenstadium N 16-17 Hamolymphe Dezember 2007
Gefllugelte
adult Geschlechtstiere Ala - Hamolymphe Marz 2007

(Alate; w/m)
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11.8 Expressionsanalyse des Allatostatin A-Gens in vensiedenen

Geweben von Ringer-injizierten Kontrolltieren

5 _
=
S .
ox ¢
a<
2 (==
Q_\ 3 -
< <
W =
O =
=8 24
<3
e
e .
<
0 i
Speichel-  Vorder- Mittel- Hinter-
Gehirn
driisen darm darm darm

Abb. 73: Relative Expression von Allatostatin A (AS-A) in verschiedenen Geweben von
Mastotermes darwiniensis-Arbeitern zwei Tage nach Injektion von 2 pl Termitenringer.

Darstellung des Mittelwerts (und teilweise der Samdabweichung). Die Menge der AST-A mRNA
wurde auf die eingesetzte Menge an Gesamt-cDNAderand anschlieRend mit der Menge an
B-Aktin mRNA normalisiert. Zusammenfassung der Daten Mannchen und Weibchen. Daten fir
Gehirn und Darmabschnitte aus Abb. 50. n = 1 ($yddciisen), 2 (Darmabschnitte) bzw. 8 (Gehirn)
(je 17 bis 22 Individuen pro Probe; jede Probe wi2d- 3x gemessen).
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