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Zusammenfassung

Die zu den Cichliden gehorenden Nil-
buntbarsche (Oreochromis niloticus)
sind einerseits eine Modellfischart, an-
dererseits sind sie weltweit die zweit-
wichtigste Aquakulturspezies. Sie zei-
gen eine duBerst komplexe Form der
Geschlechtsdetermination. Neben ge-
netischen Hauptfaktoren, die Ge-
schlechtschromosomen nur &hneln,
konnen Gene, die nicht auf Ge-
schlechtschromosomen liegen, und
temperaturabhingige Faktoren die Ge-
schlechtsausbildung beeinflussen. Bei
der Produktion dieser Fischart in Aqua-
kultur werden rein-ménnliche Bestinde
bevorzugt, denn das materne Maulbrut-
verhalten verstdrkt den vorhandenen
Wachstumsunterschied zwischen Ménn-
chen und Weibchen zugunsten der

Oreochromis niloticus

Mainnchen. Eingeschlechtliche Be-
stainde werden fast ausschlieBlich iiber
die Gabe synthetischer ménnlicher
Hormone an die Fischbrut erzeugt.
Diese Methode konnte zukiinftig von
Temperaturprotokollen abgeldst wer-
den, die sowohl aus Griinden des Ver-
braucherschutzes als auch des Umwelt-
schutzes unbedenklich sind. Die Vo-
raussetzung fiir die Nutzung der Tem-
peratursensibilitit ist jedoch eine
einfache und zuverldssige Identifika-
tion temperatursensibler Elterntiere, die
bevorzugt die gewiinschten Geschlech-
terverhéltnisse der Nachkommen erzie-
len. Dies konnte durch die Nutzung
genetischer Marker erreicht werden.
Das Ziel der hier vorgestellten Arbeiten
war somit die Untersuchung und Dar-
stellung der Genexpression, dem Vor-
gang, bei dem die genetische

Information umgesetzt und fiir die
Zelle nutzbar gemacht wird, wahrend
der temperaturabhédngigen Geschlechts-
auspragung genetisch weiblicher (XX)
und ménnlicher (XY) Tilapien.

Ubersicht der geschlechtsdeterminie-
renden Mechanismen

Das Verstdndnis der geschlechtsdeter-
minierenden Mechanismen bei Fischen
ist eine groBe Herausforderung fiir die
Wissenschaft. Je nach Art sind ver-
schiedene geschlechtsdeterminierende
Mechanismen verantwortlich fiir die
Auspriagung des Geschlechterverhélt-
nisses innerhalb einer Population, wel-
ches wiederum entscheidend fiir die
Uberlebensfihigkeit und Stabilitit
einer Population ist. Bisher wurden bei
Wirbeltieren genetische oder umwelt-
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abhingige, d.h. vor allem temperatur-
abhingige Mechanismen der Ge-
schlechtsdetermination beschrieben.

Sduger und Vogel weisen mit dem
XX/XY-, bzw. dem WZ/ZZ-System
eine stabile chromosomale Ge-
schlechtsdetermination auf. Bei den
Sdugern wird das Geschlecht, bis auf
die Kloakentiere und beutelartigen Sau-
getiere, bei der Befruchtung durch das
Gen Sry, unwiderruflich bestimmt. Das
Gen ist auf dem Y-Chromosom lokali-
siert. Spermien, die das Y-Chromosom
tragen, bewirken ménnliche Nachkom-
men. Spermien, die das X-Chromosom
besitzen, fithren zu weiblichen Nach-
kommen. Die genetische Geschlechts-
determination ist auch bei den Reptilien
und Vogeln die hdufigste Form der Ge-
schlechtsdetermination und geht dabei
mit ausdifferenzierten Geschlechts-
chromosomen einher. Bei Vogeln
scheint die Geschlechtsdetermination
in Abhéngigkeit der Dosis des Gens
dmrtl, das auf den Z-Chromosomen
liegt, zu erfolgen.

Im Gegensatz dazu gibt es bei wechsel-
warmen Tieren, Amphibien, Reptilien
und vor allem bei Fischen, eine beein-
druckende Bandbreite geschlechtsde-
terminierender Systeme. Bei mannli-
chen Schildkrdten werden zwei unter-
schiedliche Geschlechtschromosomen

(XY, XXY) vorgefunden. Weibliche
Tiere mit unterschiedlichen Ge-
schlechtschromosomen (WZ, WZZ
oder WWZ) findet man z. B. bei
Schlangen. Bei Eidechsen und Fischen
konnen sowohl bei Mannchen als auch
Weibchen unterschiedliche Geschlechts-
chromosomen beobachtet werden. Bei
Fischen konnen komplexere Systeme
mit mehreren Geschlechtschromoso-
men (X, W und Z) innerhalb einer Art
(z.B. Xiphophorus maculatus) existie-
ren. Nur bei wenigen Fischarten konnte
jedoch bisher ein alleinig geschlechts-
bestimmendes Gen gefunden werden,
wie z.B. dmy beim Medakafisch (Ory-
zias latipes), amhY beim patagonischen
Ahrenfisch (Odontesthes hatcheri),
gsdf beim Reisfisch (Oryzias luzonen-
sis), amhr2 beim Kugelfisch und sdY
bei der Regenbogenforelle (Oncorhyn-
chus mykiss). In kiirzlich veroffentlich-
ten Arbeiten von Li et al. (2015) wurde
in zwei Tilapia-Populationen die Ent-
deckung zweier populationsabhéngiger
Hauptgeschlechtsfaktoren beschrieben.

Bei vielen Fischarten wurden zudem
temperaturabhéngige Mechanismen der
Geschlechtsauspragung beschrieben,
seit diese beim neuweltlichen Ahren-
fisch 1981 in Feld- und Laborversu-
chen festgestellt wurde. Nachgewiesen
ist diese Form der Geschlechtsdetermi-
nation seither bei mehr als 60 Fischar-

Abbildung 1. Geschlechtsdetermination bei Tilapien der Art Oreochromis niloticus.
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ten. Genetische Unterschiede zwischen
minnlichen und weiblichen Tieren mit
temperaturabhéngiger Geschlechtsaus-
priagung sind bisher kaum beschrieben.
Die Geschlechtsdifferenzierung erfolgt
oft in einer thermolabilen Phase. Ob-
wohl die Geschlechtsdetermination
zum Zeitpunkt der Befruchtung der Ei-
zelle beginnt, kann das genetische Pro-
gramm durch umweltabhingige Fakto-
ren beeinflusst oder sogar auller Kraft
gesetzt werden.

Temperaturabhingige Geschlechts-
determination bei Tilapien der Art
Oreochromis niloticus

Das phénotypische Geschlecht von Ti-
lapien wird primér iiber Geschlechts-
chromosomen dhnelnde genetische
Hauptfaktoren bestimmt. Deren Wir-
kung kann jedoch durch Nebenfaktoren
in bestimmten Konstellationen {iberla-
gert werden. Des Weiteren hat die Was-
sertemperatur einen starken Einfluss
auf die phénotypische Geschlechtsaus-
pragung (Abbildung 1). Ab einer Was-
sertemperatur von 32 °C kann eine
funktionelle Verméannlichung genetisch
weiblicher (XX) Nachkommenschaften
erfolgen.

Temperaturbehandlungen bei 36 °C
sind effektiv, wenn sie beginnend am
10. Tag nach der Befruchtung fiir 10



Tage oder langer appliziert werden. In
diesem Zeitfenster konnen auch andere
externe Faktoren, d. h. Hormone und
Aromataseinhibitoren, zu einer funktio-
nellen Geschlechtsumkehr fithren. Un-
tersuchungen zeigten jedoch, dass bei
O. niloticus temperaturabhingige Ge-
schlechterverhiltnisse stark zwischen
und innerhalb von Populationen vari-
ierten. Weiterhin zeigten diese Unter-
suchungen dennoch eine hohe Reprodu-
zierbarkeit der temperaturabhingigen
Geschlechterverhiltnisse und wiesen
auf die Erblichkeit dieses Merkmals
hin. Diese Annahme konnte anhand
eines Selektionsexperiments bestétigt
werden. Nach Selektion iiber drei Ge-
nerationen erhohte sich der Mannchen-
anteil in den Temperaturbehandlungs-
gruppen (36 °C fiir 10 Tage) auf 93 %,
ausgehend von 66 %. Gleichermalien
konnte durch entgegengerichtete Selek-
tion eine Verringerung des Ménnchen-
anteils auf 51,5 % erreicht werden.

Die vorliegende Arbeit zielte nun da-
rauf ab, das Transkriptom (Gesamtheit

der Auspriagung der genetischen Infor-
mation aller Gene) in genetisch rein-
weiblichen (XX) und genetisch
rein-ménnlichen (XY) Populationen
wihrend der temperaturabhéngigen
Geschlechtsausprdagung zu charakteri-
sieren.

Material & Methoden

Zur Untersuchung der Genexpression
an definierten Zeitpunkten der tempe-
raturabhédngigen Geschlechtsauspra-
gung wurden jeweils drei genetisch
rein-weibliche und drei genetisch rein-
minnliche Familien mittels kiinstlicher
Befruchtung erstellt (Abbildung 2).
Diese genetisch rein-weiblichen und
rein-ménnlichen Populationen wurden
bei 28 °C erbriitet und anschlieBend
wiahrend der kritischen Phase der Ge-
schlechtsdifferenzierung vom 10. bis
zum 20. Lebenstag als Kontrollen bei
28 °C und als Behandlungsgruppen bei
36 °C gehalten.

Abbildung 2: Abstreifen weiblicher (links) und ménnlicher (rechts) Niltilapien
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Die Probenahmen aus Kontrollen und
Behandlungen fanden wihrend der
temperaturabhéingigen Geschlechtsaus-
prigung am 10., 14., 17. und 19. Tag
nach der Befruchtung statt (Abbildung
3). Dazu wurden aus allen Versuchs-
gruppen stichprobenartig an jedem
Zeitpunkt 20 Tiere beprobt. Danach
wurde per Sektion der Torso der Larven
ohne Kopf, Schwanzflosse und Einge-
weide gewonnen und in einer Stabilisa-
tionslosung fiir die Nukleinsdure RNA
aufbewahrt, die fiir die Analyse des
Transkriptoms isoliert wird. Sémtliche
Proben wurden bis zur Gewinnung der
Gesamt-RNA bei -20 °C gelagert.

Die in den Gruppen verbleibenden Tiere
wurden bis zu einem Alter von mindes-
tens 120 Tagen aufgezogen (Abbildung
4). Im Anschluss wurden morphometri-
sche Daten, wie u. a. das Gewicht und
das Gonadengewicht, erfasst. Das phé-
notypische Geschlecht wurde anhand der
gequetschten Gonaden mikroskopisch
festgestellt. Des Weiteren wurde der Go-
nadosomale Index (GSI) berechnet.
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Abbildung 3: Experimentelles Design zur Untersuchung der Genexpression wihrend der temperaturabhéingigen Geschlechtsauspriagung von Tilapien.

Ergebnisse und Diskussion

Die Ménnchenanteile in den genetisch
rein-weiblichen Kontrollgruppen vari-
ierten zwischen 4,7 und 13,5 % mit
einem Mittelwert von 7,4 % (Abbil-
dung 5). Ménnliche Tiere treten in ge-
netisch rein-weiblichen Populationen,
begriindet durch genetische Nebenfak-
toren, relativ haufig auf. Des Weiteren
konnten in diesen speziellen Anpaarun-
gen, dhnlich wie beim Wolfsbarsch,
auch epigenetische Faktoren (v.a. Um-
welteffekte, die auf die Erbsubstanz
einwirken, sie aber nicht verdndern) fiir
eine Verminnlichung verantwortlich
sein, da beide Elterntiere temperaturbe-

handelt waren. Diese Hypothese gilt es
jedoch bei Tilapien noch zu tiberpriifen.

In den temperaturbehandelten Vollge-
schwistergruppen wurden Méannchen-
anteile von 48,6 bis 69,1 % festgestellt.
Im Mittel aller genetisch rein-weibli-
chen Behandlungsgruppen wurden 59 %
Milchner beobachtet. Demnach konn-
ten zwischen den erstellten Familien
grof3e Unterschiede in der Temperatur-
sensibilitit beobachtet werden. Eine
solche Variation wurde bereits im Rah-
men eines Selektionsexperiments an-
hand genetisch gemischtgeschlechtli-
cher (XX/XY) Familien berichtet und
genauer untersucht.

Weiterhin wurden in allen genetisch
rein-ménnlichen Kontrollgruppen aus-
schlieSlich Ménnchen festgestellt. Nur
in einer der entsprechenden drei Be-
handlungsgruppen konnte ein geringer
Anteil (5 %) weiblicher Tiere beobach-
tet werden. Eine solche ,,paradoxe Ver-
weiblichung* wurde bereits in
genetisch rein-méannlichen Populatio-
nen beschrieben. Dabei wird angenom-
men, dass durch eine verdnderte
Auspragung der genetischen Informa-
tion (Expression) des Aromatase-Gens,
welches ménnliche in weibliche Ge-
schlechtshormone {berfithrt, es zu
einem verdnderten Gehalt weiblicher
Geschlechtshormone kommt, welcher

Abbildung 4: Anflitterungseinheit mit Temperaturbehandlung (links) und 80-Liter Aufzuchtbecken (rechts)
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Abbildung 5: Geschlechterverhiltnisse in genetisch rein-weiblichen und rein-ménnlichen Kontroll- und Behandlungsgruppen (blau = Anteil der Méann-

chen; rot = Anteil der Weibchen).

in der Folge zu einer Verweiblichung
fithren kann.

Der gonadosomale Index unterschied
sich erwartungsgemil deutlich zwi-
schen ménnlichen und weiblichen Tie-
ren (Abbildung 6). Unterschiede hin-
sichtlich des GSI zwischen genetisch
rein-weiblichen, funktionellen Milch-
nern aus Behandlungs- oder Kontroll-
gruppen bestanden hingegen nicht. Im
Vergleich zu den genetischen Ménn-

chen wiesen die funktionellen Milchner
unabhéngig von der Behandlung einen
leicht erhohten GSI auf. Eine dhnliche
Beobachtung wurde auf Seiten der
Weibchen gemacht. Genetisch weibli-
che Tiere wiesen mit und ohne Tempe-
raturexposition immer einen leicht
erhohten GSI auf. Dabei muss jedoch
deutlich auf die geringe Anzahl von Be-
obachtungen (n = 2) bei den tempera-
turinduzierten XY-Rognern hingewiesen
werden.

Die Genexpression betreffend konnten
deutliche Unterschiede zwischen Kon-
troll- und Behandlungsgruppen sowohl
bei genetisch rein-weiblichen als auch
bei genetisch rein-ménnlichen Tieren
gefunden werden. Interessanterweise
befindet sich unter den stark differen-
ziell exprimierten Genen ein kiirzlich
bei einer Kreuzung von Roten- und
Mozambique-Tilapien als womdglich
geschlechtsdeterminierend charakteri-
siertes Gen (zfand3). Dieses Gen wird

Abbildung 6: Gonadosomaler Index (%) bei genetisch weiblichen und ménnlichen Tieren mit determiniertem oder funktionellem Geschlecht.
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Oreochromis niloticus (Foto: Wolfgang Staeck)

bei Tilapien ausschlieBlich in den
Hoden und Ovarien exprimiert, wobei
die Expression in den Hoden bei 140
Tage alten Fischen bis zu 90-mal héher
war als in den Ovarien. In der vorlie-
genden Studie fiihrte die Temperatur-
behandlung jedoch zu einer verminder-
ten Expression dieses Gens. Auch wenn
eine verminderte Expression einer er-
hohten Verménnlichungsrate in den Be-
handlungsgruppen zunéchst zu wider-
sprechen scheint, spielt dieses Gen,

zfand3, offensichtlich eine bedeutende
Rolle wihrend der temperaturabhingi-
gen Geschlechtsauspriagung bei Tilapien.

Ausblick

Die Ergebnisse der Studie weisen auf die
Beteiligung einiger Gene an der termpe-
raturbedingten Geschlechtsdetermination
bei Tilapien hin. Die in der vorliegenden
Studie identifizierten unterschiedlich ex-
primierten Gene werden in weiteren Po-

pulationen auf Zusammenhénge mit der
Auspragung des phinotypischen Ge-
schlechts bei gleichzeitig erhdhten Auf-
zuchttemperaturen gepriift. Dabei werden
neben familienspezifischen auch popula-
tionsweite Ansétze mit Daten aus dem
gesamten Erbgut verfolgt.
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Portrét eines Oreochromis-niloticus-Weibchens (links) und ein Schwarm 25 Tage alter Jungfische (rechts).
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