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2 Einletung

2.1 Konkurrenz — Parasitismus — Kommensalismus - Symbiose

In der Natur gibt es zwischen pflanzlichen und tierischen Organismen vide unterschiedliche
Formen des Zusammenlebens. Je mehr Arten innerhab eines Okosystems koexistieren, desto
vidfdtiger and die Moglichketen kausder Vernetzung. Die vier wichtiggten Wechsd beziehungen,
die zwischen verschiedenen Organismengruppen auftreten, snd Konkurrenz, Paragtismus,
Kommensdismus und Symbiose (Czihak et d. 1990).

Unter Konkurrenz versteht man ene Stuation, in der zwe oder mehr Arten im
Wettbewerb um limitierende Umwel tfaktoren bzw. Ressourcen stehen, die se fir ihr Wachstum
bzw. ihre Vermehrung gemeinsam bendtigen.

Parastismus liegt vor, wenn einer der Partner sch durch das Ausniitzen des anderen
Vortelle verschefft. Paragtische Beziehungen kdnnen in unterschiedlichen Formen auftreten. Ein
Paraat befdlt sainen Wirt zur Gewinnung von Nahrung und lebt zu diessm Zweck an oder in
dessen Korper. Dementsprechend unterscheidet man zwischen Ektoparasiten und Endoparasiten.
Paragiten zeichnen sich durch ene sehr hohe Wirtsspezifitét aus und befalen nur ganz bestimmte
Tierarten, bel denen se haufig auf spezidle Korperregionen beschrankt bleiben. Beispidswveise
findet man die zu den Ektoparadten gehtrigen Haarlduse (Pediculus, Phthirus) nur an
bestimmten Korpersdlen des Menschen, ebenso verhdt es sch mit den Malophagen im
Federkleid der Vogd. Auch Endoparasiten sind meist auf bestimmte Gewebe oder Organe ihrer
Wirtsarten beschrankt. So leben manche Endoparasiten z.B. intrazdluléa (Plasmodium,
Leishmania) oder extrazdlular (Ascaris, Enterobius) im Damlumen, im Blutplasma
(Trypanosoma, Schistosoma), oder im  Bindegewebe (Muskdtrichinen, Finnen)
(Wehner und Gehring 1990).

Kommensaismus beschreibt eine Koexistenz, bei der sch die Patner nur wenig
beainflussen und gelt ene Zwischenform von Parastismus und Symbiose dar.

Unter Symbiose verseht man sait De Bary (1878) das enge Zusammenleben zweier
Partner, die beide einen Nutzen daraus ziehen. ,, Symbiose’ beinhdtete urspriinglich die beiden
Begriffe Mutudismus und Paragitismus. Spéter wurde der Begriff Symbiose jedoch mit dem des
Mutudismus gleichgestdlt und damit gegentiber dem Parastismus und dem Kommensdismus
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abgegrenzt (Schwemmler 1989). Auch ba Symbiosen unterscheidet man zwel unterschiedliche
Formen, die Ekto- bzw. Endosymbiose. Ektosymbiosen finden z.B. zwischen Pflanzen (Pilze und
Pflanzenwurzeln), zwischen Tieren (Ameisen und Blattlduse) und zwischen Pflanzen und Tieren
(Macaranga-Baume und Ameisen) datt (Vogd und Angermann 1984; Hdlldobler und Wilson
1990; Fida et d. 1989). I¢ ene symbiontische Partnerschaft so eng, dass der ene
Symbiosepartner in dem anderen lebt, handdt es sch um eine Endosymbiose. Extra oder
intrazdlluldre Endosymbiosen bestehen haufig zwischen Prokaryonten und Tieren. Vertebraten,
Pflanzen, Einzdler, marine Invertebraten und Insskten konnen in solchen Symbiosen mit
intrazellul&ren, prokaryontischen Mikroorganismen leben (Henry 1966, 1967). Huftiere, Nager
und Termiten erndhren sich z.B. von Gras oder Holz. Sie besitzen in ihren Darmen symbiontische
Bakterien, die fir se den unverdaulichen Nahrungsbestandtell Zdlulose in den verwertbaren
Zucker Glukose gspdten. Wanzen, Blatt- und Schildduse saugen eiwelarme Pflanzensifte,
wohingegen sch Egd, Zecken, Lause und Stechmiicken von Blut erndhren. Die bakteridlen
Endosymbionten dieser Individuen leben megs intrazdluld und lifern ihnen essentidle
Aminosiuren oder Vitamine (Vogd und Angermann 1984).

Die vorliegende Untersuchung richtet ihr Hauptaugenmerk auf die Endosymbiose von
Amesen und intrazdluléren Bakterien. Schédzungsweise 15-20% dler Insekten leben in
symbiontischen Beziehungen mit Bakterien (Dasch e d. 1984). Be  betimmten
Insektenordnungen wie z.B. Blattaria, Homoptera, Coleoptera, Diptera und Hymenoptera
beobachtet man besonders haufig die Ausbildung von Endosymbiosen (Buchner 1965).
Interessant ist bel den Insekten-Bakterien- Symbiosen die Art und Weise, wie die Bakterien
innerhalb der Insekten leben und welche Einflisse se auf ihre Wirte audiben. Zwel
unterschiedliche Formen der Koexisenz zwischen Bakterien und Wirtsorganismus werden
nachfolgend erlautert. Abhéngig davon, ob die intrazelluléren Endosymbionten in spezidlen Zdlen
(Myzetozyten) lokdidert Snd oder fral innerhdb der tierischen Zdlen vorliegen, unterscheidet
man zwischen nicht Myzetozyten assoziierten und Myzetozyten assoziierten Endosymbiosen.
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2.2 Nicht Myzetozyten-assoziierte Endosymbiosen

Wolbachia - Symbiont oder Parasit?

Eine gut untersuchte, nicht Myzetozyten assoziierte Endosymbiontengattung ist Wolbachia. Diese
Bakteriengattung it in viden Invertebraten, wie z.B. Crustaceen, Milben, Nematoden und in
Insekten zu finden. So sind schétzungsweise 15% dler Insekten mit Wolbachia infiziert. Diese
Endosymbionten befalen vide unterschiedliche Insektenarten und konnen z.B. Einfluld auf deren
Reproduktion nehmen (Stouthamer et d. 1999).

Wolbachia gehdrt zur a-Subklasse der Proteobakterien und steht den Rickettsien
sowohl phylogenetisch a's auch morphologisch sehr nahe. Die Bakterien sind inihrer Morphologie
und Grofe sehr varisbd. Se konnen st8bchenformig (0,5-1,3 pm Lénge) oder kugdig
(0,25-1,8 um Durchmesser) sain (Hertig 1936). Wolbachien snd im Gegensatz zu den
Rickettsen hauptsichlich in den reproduktiven Organen der entsprechenden Wirte zu finden
(Stouthamer et d. 1999). Rickettsen leben ebenfdls intrazelluldr, konnten jedoch bisher nur im
Blut bzw. im Darm nachgewiesen werden (Brock und Madigan 1991). Gelegentlich kann man
Wolbachia in den Mapighigefalien oder im Muskelgewebe von Insekten finden. In der Fliege
Drosophila ssimulans (Louis und Nigro 1989), der parasitischen Wespenart Dahlbominus
fuscipennis (Byers und Wilkes 1970) und der Holzlaus Armadillidium vulgare (Rigaud et d.
1991) konnte Wolbachia pipientis auch im Nervengewebe nachgewiesen werden. Die
Anwesenheit der Bakterien in neuronaden Geweben der Wirte konnte einen Einfluf? auf deren
Verhalten ausiiben.

Uber die Einfliisse, die Wolbachia pipientis auf ihren Wirt ausiiot, gibt es einige neuere
Untersuchungen.  Eine interessante  Funktion der Bakteriengattung Wolbachia beschrieb
Stouthamer (1999). Die Symbionten sand die Ursache fur eine zytoplasmatische Inkompatibilitét
in Arthropoden, die zu einer Kreuzungsinkompetibilitét zwischen Wolbachia-infizierten Mannchen
und nicht-infizierten Weibchen flihrt. Die véterlichen Chromosomen werden nach der Befruchtung
eiminiert, was zum Abgerben des nun haploiden Embryos innerhdb der diploiden Insektenart
fuhrt. In haplodiploiden Insektenarten dagegen (z.B. Wespen) entwickeln sich daraus haploide
Mannchen. Die zytoplasmetische Inkompatibilitét fihrt daher entweder zum Tod der Embryonen,
oder zu ener Verschiebung des Geschlechterverhdtnisses zugunsten der Ménnchen, bzw. der

infizierten Weibchen. Auch im umgekehrten Fall, bel einer Kreuzung von infizierten Weibchen mit
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nicht-infizierten Méannchen, kann es zu dieser zytoplasmatischen Inkompatibilitst kommen. Uber
den Mechanismus der Interaktionen, die zwischen Wolbachien und Wirt ablaufen und zu diesem
Phénomen flhren, ist bisher noch nichts bekannt.

Ein weterer Effekt, den Wolbachia in seinem Wirt hervorruft, igt die Induktion von
Parthenogenese (Stouthamer et a. 1993). Parthenogenese-induzierende \Wolbachiensgdmme
findet man nur in der Insektenordnung Hymenoptera. Der Mechanismus, der es z.B. infizierten
Weibchen der Wespe Trichogramma erlaubt, weiblichen Nachwuchs aus nicht befruchteten
Eiern zu produzieren, ist noch nicht verstanden, liegt aber in einer Modifiketion der ersten
mitotischen Tellung (Stouthamer und Kazmer 1994).

In Amphipoden, Isopoden und einer Lepidopterenart konnten Wolbachien gefunden
werden, die zu einer Verweiblichung einzelner Individuen fuhren (Stouthamer et a. 1999). Es gibt
aullerdem Wolbachia-St@mme, die zum Abgerben ménnlicher Embryonen wéhrend der
Embryogenese fllhren. Dieser Effekt wurde von Lus (1947) entdeckt und konnte seither in mehr
as 20 Insektenarten nachgewiesen werden (Hurst et d. 1997). Bestimmte Wolbachia- Stémme
modifizieren die Fertilitdt und Fekunditét ihres Wirtes und beglingigen somit ihre eigene
Ausbreitung, indem se die Fortpflanzungsrate ihrer Wirte steigern (Girin und Bouletreau 1995).

Be dl den erwahnten Phénomenen wird deutlich, dass Wolbachien in der Lage sind, die
Reproduktion ihrer Wirte zu ihren Gungten zu beeinflussen. Fir die Wirte bringt ene
Wolbachia-Infektion hingegen kenen erschtlichen Vortell, daher kdnnte man von ener
parasitischen Assoziation zwischen diesen beiden Partnern sprechen.

Anderersaits deuten neuere Untersuchungen darauf hin, dass zwischen Nematoden und
Wolbachien ene echte mutudidische Beziehung besteht. Mit Antibiotika behandedte,
Wolbachia-freie  Wirmer waren  unfruchtbar und zeigten schlechtes Wachstum
(Hoerauf et d. 1999).

Um die Rolle von Wolbachia pipientis innerhab des Insektenrei ches aufzukl&ren, bedarf
es noch weterer Untersuchungen. Die vidfdtigen Modifikationen, die Wolbachia in seinen
Wirten hervorruft, machen die Komplexitét der Wirkungsweise dieses Organismus deutlich und
lassen die Frage, ob Wolbachia ein Symbiont oder Paragit ist, weiterhin offen.
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2.3 Myzetozyten-assoziierte Endosymbiosen

Eine Myzetozytent Symbiose ist durch drel charakteristische Merkmae gekennzeichnet: a) die
Mikroorganismen snd intrazdlulér in spezidiserten Zdlen, sog. Myzetozyten, lokdisert; b) se
werden ausschliefdich maternal Ubertragen und ¢) Wirt bzw. Symbiont kénnen ohne einander
langerfrigig nicht existieren (Douglas 1998).

Unabhangig voneinander haben sch vide Insekten Bakterien- Assoziationen entwickelt.
Zwe  Myzetozyten-assoziierten  Endosymbiosen von Bakterien und Insekten sollen hier
audfihrlicher betrachtet werden. Es handelt sch um engverwandte Bakteriengattungen der
o-Subklasse der Proteobakterien: Buchnera, den Symbionten der Blattlaus (Baumann et d.
1998; Baumann et a. 1995; Baumann et a. 1995) und Wigglesworthia, den Symbionten der
Tsetsefliege (Aksoy et a. 1995; Cheng und Aksoy 1999).

Die priméen Symbionten (P-Symbionten) von Aphiden snd wohl innerhab der beiden
Gattungen am besten untersucht. Se befinden sch innerhdb der Blattlaus in einem speziellen
Organ, dem sog. Myzetom (Buchner 1965). Dieser symbiontengefiilite, polyploide Zelverband
besteht aus 60-90 Zdlen und enthdt Gram-negative, s&bchenférmige, 2-5 pum grole Bakterien,
die von Veskdmembranen eingeschlossen werden, welche der Plasmamembran entstlammen.
(Griffiths und Beck 1973; McLeanund Houk 1973). Diese Membranstrukturen werden as
Symbiosomen bezeichnet. Die P-Endosymbionten der Tsetsefliegen sind Gram-negative, 8-
10 um grofie Stabchenbakterien und befinden sich in Myzetozyten, die im Zelverband ebenfals
en eigengtdndiges Organ (Myzetom) bilden (Aksoy et a. 1995). Die Symbionten der Blattlduse
and in dlen Aphidenmorphen vertreten, kleine Ménnchen und derile, webliche Soldaten
ausgenommen (Fukatsu und Ishikawa 1992). Die Symbionten der Tsatsefliegen konnten in alen
adulten Individuen gefunden werden.

Buchnera is ene genetisch sgr gut untersuchte Symbiontengettung, deren
Genomsequenz mittlerweile  vollsténdig  bekannt i (Charles und  Ishikava 1999;
http://buchnera.gsc.riken.go.jp/). Das Buchnera-Genom umfasst 675 kb und bidang wurden
130 ORFs (open reading frames) charakterisert, die dle eng verwandte Genein E. coli besitzen.
Obwohl die Gattung Buchnera phylogenetisch eng mit den Enterobakterien verwandt i, ist ihr
Genom jedoch in etwa ein Sebtel kleiner ds das von E. coli, was bedeuten kdnnte, dass das
Buchnera-Genom sich aus einem gemeinsamen Vorléufer mit E. coli durch blofe Reduktion des

Genoms entwickelt hat. Interessanterweise konnen Buchnera-Zelen jedoch, im Gegensaiz zu
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E. coli, ca. 120 Genomkopien pro Zdle besitzen (Komaki und Ishikawa 1999). Die Reduktion
der Genomgrofe ist fur Endosymbionten, obligate Parasiten und Organellen, die kleine
PopulationsgrolRen und kaum Rekombinationsmoglichkeiten haben, ein bereits mehrfach belegtes
Phénomen (Andersson und Kurland 1998). Da ihr Lebensraum, das intrazdlulére Milieu, meist
von biochemischen und physkalischen Schwankungen verschont bleibt, muld erwartet werden,
dass eine Anpassung an dieses Milieu langfrisig zu einem Verlus von nicht mehr bendtigten
metabolen Eigenschaften flhrt.

Durch die isoliete Lage der Aphiden-Symbionten innerhab des Bakterioms, konnen
diese einfach isoliert werden (Ishikawa 1982). Aus genomischer Buchnera-DNA konnten, mit
Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion bereits vor der Annotation des Genoms, eine Reihe von
Genen identifiziert werden. Neben der Charakteriserung von essentielen Genen, die fir Proteine
der DNA-Synthese [dnaA, dnaG, dnaN, dnaQ, gyrB, rnh) und der Replikation (rpoA, rpoB,
rpoC, rpoD) codieren (La und Baumann 19923, 1992b; Clark et d. 1992), konnten auch Gene
die fur Proteine der Trandation codieren (rrs, rrl, rrf, argS cysS thrS rpsA, rpsD, rpsK, rplL,
rplT, rpmH, rpml, infC, rpnA), gefunden werden (Baumann et a. 1995). Diese Ergebnisse
machen deutlich, dass Buchnera mit freilebenden Eubakterien néher verwandt ist, as mit
Zdlorgandlen wie z.B. Mitochondrien oder Chloroplasten (Baumann et a. 1995). Ein weiteres
interessantes Ergebnis der genetischen Untersuchung von Buchnera ergab die Betrachtung des
rRNA Operons der Symbionten. Das Operon ist nicht, wie bei den meisten Bakterien, in der
Rehenfdge rrsrrl-rrf (16S-, 23S-, 5S- rDNA) angeordnet, sondern besteht bel Buchnera aus
zwe Transkriptionseinheiten rrs und tRNA®-rrl-rrf (Munson et d. 1993; Rouhbakhsh und
Baumann 1995). Diese untypische Anordnung der rRNA-Gene konnte fir eine Identifikation von
Buchnera mittels PCR-Technik verwendet werden (Rouhbakhshetd. 1994). Die
Teatsefliegensymbionten  besitzen eine ,normaée*  Operon-Struktur, wie die frellebenden
Enterobakterien (Aksoy 1995a; Aksoy et d. 1995). Dartiber hinaus wurden bei Wigglesworthia
bisher noch keine weiteren Untersuchungen des Genoms vorgenommen.

Uber die Funktion der beiden beschriebenen Endosymbiontengattungen innerhalb ihrer
jewalligen Wirtsorganismen sind gesicherte Aussagen nur bel den Aphiden maglich. Generell wird
jedoch angenommen, dass Myzetozyten assoziierte Symbiosen eine Bedeutung fUr die Erndhrung
der Wirtdtiere besitzen, da sie haufig bei Nahrungsspeziaisten gefunden werden.

Blattlause erndhren sich von Pflanzensaft, der zwar reich an Kohlenhydraten, dafr aber
am an Stickgoffverbindungen i (Dixon 1973; Minks 1987). Aufgrund des niedrigen
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Sticksoffgehdts nehmen die Tiere grofe Pflanzensaftmengen auf und sondern  den
Uberschiissigen Zucker as Honigtau ab (Houk und Griffiths 1980).

Wie dle Tiere benttigen auch Insskten 10 essentielle Aminosiuren, die Se nicht selbst
hergtellen kdnnen. Diese Aminosduren konnen bel den Aphiden wenigstens teilweise von den
Symbionten synthetisert und supplementiert werden (Mittler 1988). Durch Hitze- und
Antibiotikabehandlung der Blattlause konnten symbiontenfreie Tiere erzeugt werden (Campbell
1990; Ohtaka und Ishikawa 1991, Wilkinson 1998), welche ein geringeres Gewicht und eine
verminderte Wachstumsrate aufwiesen. Studien mit symbiontenfreien Aphiden und synthetischer,
definierter Nahrung zeigten, dass essentielle Aminosduren wie z.B. Tryptophan und Leucin von
den Symbionten hergestellt werden (Douglasund Prosser 1992). Eine Beteligung der
Symbionten an der Synthese von Phenylaanin und schwefehdtigen Aminosauren wird ebenfdls
diskutiert (Mittler 1971; Baumann 1995). Tellweise konnte dies durch metabolische Studien mit
radioaktiv markierten, nicht essentidlen Aminosiuren bzw. metabolischen Vorstufen dieser
gezeigt werden. Diese markierten Molekile dienten be den Versuchen ds Vorlaufer fir die
Synthese essentidler  Aminosduren  (Douglas  1998). Auch durch  molekularbiologische
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Buchnera in der Lage i, essentielle Aminosauren
herzustdlen. Bisher wurden in Buchnera drezehn Gene identifiziert, die direkt an der
Aminosiuresynthese mitwirken: die Gene aroA, aroH und aroE, snd an der Synthese
aromatischer Aminosiuren beteiligt (Kolibachuk et d. 1995), |euABCD codieren fur Enzyme der
Leucin-Synthese (Bracho et a. 1995) und trpEGDC(F)BA fur die Tryptophan-Synthese (La et
d. 1994; Munson und Baumann 1993). Da diese Gene jedoch in dlen Bakterien zur
»Grundausstattung” gehdren, is ihre ldentifikation noch kein gichhdtiger Bewes fir ene
Aminosdureproduktion, die Uber den Eigenbedarf hinausgeht. Die Gene 1euABCD und trpEG
and dlerdings telweise auf Plasmiden lokaisert, die amplifiziert werden und den Symbionten
ermoglichen, die Syntheserate von Leucin- und Tryptophan enorm zu steigern (Douglas 1998).
Diese Uberproduktion der Aminosauren fiihrt innerhab der Buchnera- Symbionten alerdings
nicht, wie bel anderen Bakterien, zu einer dlogerischen Hemmung, sondern besitzt eine andere,
noch nicht untersuchte Regulationsart.

Interessanterweise  findet man  in Buchnera-Zdlen hohe Konzentrationen des
Chaperonproteins GroEL (Baumann et d. 1996). Dieses Protein wird bei anderen Bakterien ads
» Stressprotein” produziert, und sein codierendes Gen wird normaerweise durch die jeweiligen

Stressfaktoren reguliert. Buchnera produziert GroEL standig in grof3en Mengen, und auch in
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diesem Fdl scheint keine Regulation stattzufinden. Warum dies bel den Aphidensymbionten so i,
i noch nicht geklart. Bemerkenswert ist jedoch, dass GroEL sogar in der Hamolymphe der
Blattlduse gefunden wurde (van den Heuve et d. 1994). Da es bisher keine Hinwelse auf einen
Trangportweg von GroEL aus den Symbionten gibt, konnte das in der Hamolymphe gefundene
Protein aus lyseten Buchnera-Zdlen zu stammen (Fukasu und Ishikava 1992d). Ein
Nebeneffekt, den die Anwesenheit von GroEL in der Hamolymphe mit sch bringt, is die
Stahiliserung pflanzenpathogener Luteoviren innerhab der Blatlaus, bis diese Viren mit Hilfe der
Blattlaus wieder Pflanzen infizieren kdnnen (Douglas 1998). Stoppt man die Proteinsynthese der
Bakterien mit Hilfe eines Antibiotikums, wird die Ubertragung des Pflanzenvirus reduziert (ven
den Heuvel 1994).

Das Stressprotein GroEL wird auch von den Tsatsefliegensymbionten im Uberschuss
produziert (Aksoy 1995). Allerdings wurde hier, ebenso wie bei Buchnera, bisher noch keine
sezidle Aufgabe des Proteins beschriedben. Auch ene mogliche Funktion der
Wigglesworthia-Symbionten fir die Ernghrung ihres Wirtes ist noch nicht eindeutig gekléart.
Jedoch gibt es Hinweise dafiir, dass die Bakterien fur die blutsaugenden Tsetsefliegen Vitamine
des B-Komplexes ds Metabolit zur Nahrungserganzung produzieren (Nogge 1981; Dasch et d.
1984). Mit Antibiotika behandelte Fliegen reagierten mit vermindertem Wachstum und ener
ruckléufigen Eiablagerate (Nogge 1976, 1978, 1980; Hill und Campbel | 1973).

Eine weitere gut charakteriserte Myzetozytenassoziierte Nahrungssymbiose besteht
zwischen Schaben und ihren Symbionten, die zu den Flavobakterien gehdren (Bandi et d. 1994).
Die Schabensymbionten snd ebenfdls in spezidlen Zdlen lokdisiert, befinden sch dlerdingsim
Gegensatz zu den anderen drei Myzetozytenassoziierten Symbiontengattungen, nicht im Darm
oder in einem speziellen Organ, sondern im Fettkdrper der Tiere. Se scheinen essentidl fir das
Wachstum und die Reproduktion der Schaben zu sein (Dasch et a. 1984; Douglas 1998; Sacchi
und Grigolo 1989). Fur Schabensymbionten wurde nachgewiesen, dass se Stickstoff aus dem
Abfdlprodukt Harnsdure wiederverwerten kdnnen (Philippe und Landureau 1988).

Be Blattldusen und Tsetsefliegen kann man zusédizlich zu den priméen RSymbionten
noch sekundéare SSymbionten finden, die jedoch innerhalb der Organismen in anderen Zdlen
lokdisert and ds die P-Symbionten. Bal den Aphiden kann man die S- Symbionten hauptséchlich
in jungen Individuen, be denen das Bakteriom noch von einer Zelhille umgeben ig, finden.
Innerhab dieser Hillzdlen befinden sich wenige 0,5-1,5 pm grole, Gram-negative Stébchen, die
von ener eigenen Membran umgeben sind (Houk und Griffiths 1980). Die S Symbionten der
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TsetsHfliegen and 1-2 um lange, Gram-negative Stébchen, die in den Epithehlllzdlen des
Mittedarms zu finden sind. Zusitzlich zu den sekundéren Symbionten kann man in den
reproduktiven Organen der Tsetsefliegen noch Bakterien der Gattung Wolbachia finden.

Bad den hier beshricbenen Untersuchungen an  intrazdluld  lebenden
Myzetozytenassoziierten oder nicht Myzetozytenassoziierten Endosymbionten wurde der Frage
nach dem evolutiven Ursprung, den parastische oder mutudistische Lebensgemeinschaften
besitzen, noch nicht weiter nachgegangen. Da dies sehr schwierig und auch oft nur spekulativ
madglich ist, soll diese Fragestellung nachfolgend eingehender betrachtet werden.

2.4 Evolution von Bakterien-I nsekten-Symbiosen

Insektengruppen, die Endosymbionten bestzen, scheinen im Tierreich sehr erfolgreich zu sain.
Einige der symbiontischen Bakterien von Insekten snd phylogenetisch eng mit pathogenen
Mikroorganismen verwandt und haben sch wahrscheinlich aus gemeinsamen Vorlaufern
entwickelt. Dies ig zB. innehalb der g-Subklasse der Proteobekterien der Fdl: Die
nachstverwandte Bakteriengruppe der priméren Symbionten von Blattldusen, Tsetsefliegen und
Ameisen snd die Enterobakterien. Zu diesen gehdren fakultativ intrazdlulére Krankhetserreger,
wie z.B. Sdmonelen oder Shigdlen. Weitere, der g-Untergruppe zugehdrige Symbionten, findet
man in Zecken. Diese sind eng verwandt mit pathogenen Keimen wie z.B. Coxiella burnetii,
dem Erreger des QFiebers oder dem Tularamiearreger Francisella tularensis (Corsaro et al.
1999).

Die Gattung Rickettsia gehort der a-Subklasse der Proteobakterien an, der ebenfalls
vide symhbiontische Bakterien angehtren (Weisburg et a. 1985; Corsaro et a. 1999; Raoult und
Roux 1997). In diesr Gruppe findete man zB. pflanzenpathogene Bakterien
(Agrobacteriumtumefaciens) gemensam mit  Pflanzensymbionten  (Rhizobien). Das
interessanteste  Belspie  Selt  Scherlich der aerobe Vetreter der a-Subklasse der
Proteobakterien dar, aus dem sich nach der Endosymbiontentheorie die Mitochondrien der
Eukaryonten entwicketen (Margulis 1999).

In den enzelnen ProkaryontenGruppen haben dch sowohl Parastismus as auch
Mutudismus haufig entwickdt, weshdb die Vermutung nahe liegt, dass enige Symbiosen
eventud| aus urgpriinglich parastéren Beziehungen entstanden sind oder umgekehrt.
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FUr den parasitischen Mikroorganismus konnte es ein Selektionsvortell gewesen sain, der
Morbiditét oder Mortaitét des Wirtes entgegen zu wirken. Die Virulenzfaktoren der paragitischen
Mikroorganismen verschwanden mit der Zet, und aus den ehemals schédigenden Bakterien
entstanden harmlose, teilweise sogar nitzliche Mitbewohner. Auch der umgekehrte Prozess ist
denkbar. So konnte dch aus einem symbiontischen oder kommensden Miteinander ene
parasitére Beziehung entwicket haben. Vermutlich entstanden auf diesem Wege z.B. pathogene
Sdmondlen. Aus urspriinglich kommensaen Darmbakterien entwickelten sich durch horizontalen
Transfer von Pathogenitétsinsaln diese Krankhetserreger (Groisman und Ochman 2000).

2.5 Kospeziation von nicht Myzetozyten-assoziierten Bakterien mit

ihren Wirtstieren

Die Untersuchung der 16SrDNA von Wolbachia, brachte einige unerwartete phylogenetische
Ergebnisse mit sch. Betrachtet man die Stammb&ume von Wolbachien und ihren entsprechenden
Arthropodenwirten, so falt auf, dass einige Wolbachia-Arten in unterschiedlichen Wirten zu
finden sind (Abb. 1). Die Ubertragung von Wolbachien auf die nichste Generation erfolgt
normaerweise vertika, d.h. durch das Eizytoplasma infiziet die Mutter ihre Nachkommen
(Guillemaud und Rousset 1997; Mc Graw und O’ Nelll 1999) mit Bakterien, was Uber einen
bestimmten Zatraum zu ener kongruenten Entwicklung von Wirt und Symbionten fihren sollte.

Es gibt dlerdings Basiele, ba denen die Entwicklung nicht kongruent erfolgt sein kann
(Abb. 1), was einen horizontalen Ubertragungsweg der Endosymbionten nahe legt (Bresuwer et
a. 1992; O'Neill et d. 1992).
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Bakterien Arthropoden
Muscidifurax uniraptor - Isopoda
Drosophila simulans - s Homoptera
~ Coleoptera
Porcellio dilatatus ’
Armadillium vulgare Moptera Insecta
— Tribolium confusum T
Trichogramma spp. éﬁx
| Culex pipiens " "-,2“ Diptera

Abb. 1: Der Vergleich der phylogenetischen Stammb&ume von Wolbachien (linker Sammbaum) und deren
Wirtstieren (rechter Stammbaum) zeigt eine mehrfache horizontale Ubertragung der Bakterien
(gestrichelte Linien). Die phylogenetischen Abstdnde sind nur schematisch und nicht
malf3stabsgetreu dargestellt.

Uber die Art und Weise, wie dies bei den unterschiedlichen Arten geschieht, gibt es noch keine
genaueren Untersuchungen. Werren und Kollegen (1995) konnten z.B. zeigen, dass die Hiege
Sarcophaga und deren Insektenparasit, die Wespe Nasonia Wolbachien bestzen, die dch
phylogenetisch sehr dnlich sind. Es ig anzunehmen, dass die Infektion mit Wolbachien bel
Sarcophaga durch ihren Parasten Nasonia efolgt. Die Parthenogenese-induzierenden
Wolbachia-Symbionten, die in viden Wespenarten der Gattung Trichogramma gefunden
werden, sind eng miteinander verwandt und bilden ene monophyletische Gruppe. Vergleicht man
jedoch die Phylogenie von Wirten und Symbionten zeigt sch, dass eng verwandte
Trichogramma-Wespen kaum verwandte Wolbachien besitzen, was ein weiteres Indiz fir einen

horizontalen Transfer ist (Schilthuizen und Stouthamer 1997).

2.6 Kospeziation von Myzetozyten-assoziierten Bakterien mit ihren

Wirtstieren

Munson und Kollegen (1991) nutzten 16SrRNA-Andysen, um die priméren
Buchnera- Symbionten von Blaitldusen phylogenetisch einzuordnen. Die Buchnera- Symbionten
und ihre Wirte entwickeln sch streng kongruent (Abb. 2) (Moranet d. 1993). Evolutiv
betrachtet, begann diese Kospeziation vor ca. 160-280 Mio. Jahren (Moranet d. 1993), dsen
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Blattlausvorfahr mit einem freilebenden Eubakterium infiziert wurde (Harada und Ishikawa 1993;
Baumann et d. 1995). Die phylogenetische Einordnung der primé&ren Symbionten der
Tsets=fliegen, wurde ebenfalls mit 16S rRNA-Anaysen durchgefiihrt (Aksoy et a. 1995). Auch
die Bakterien der Gattung Wigglesworthia und deren Wirte entwickeln sich streng kongruent
(Abb. 2) (Moran et d. 1993; Chen e a. 1999). Uber den Ursprung der Koexistenz von
Wigglesworthia (Aksoy 1995) mit den Tsetsefliegen ist weniger bekannt, jedoch wird hier
angenommen, dass die ymbiontische Asoziation sait ca 40 Mio. Jahren (Aksoy et a. 1995)
exidiert. Die Myzetozytenassoziierten Schabensymbionten entwickeln sch ebenfalls kongruent
mit ihren Wirten. Se werden materna an die Nachkommen weltergegeben, und die Partnerschaft
zwischen Schaben und Bakterien exidiert sait ca. 135-300 Mio. Jahren (Bandi et a. 1995).

Die sreng kongruente Entwicklung der drel hier beschriebenen endosymbiontischen
Partnerschaften ist éin wichtiger Hinweis auf einen ausschlielich maternalen Ubertragungsveg
der Bakterien. Dies ditzt die Hypothese, dass sch ene vertikae Vererbung von
Endosymbionten langfristig neutral oder sogar positiv auf den Wirtsorganismus auswirken kann
(Herreet al. 1999).

Die Vefigbarkeit von fosslen Funden oben ewahnter Arthropodenarten erlaubte die
Kdibrierung einer molekularen Uhr, die auf die Nukleotidsubstitutionsrate in der 16S rDNA der
Symbionten riickschlief3en liefd. Dabel erwies sch die Mutationsrate bel den Symbionten ds etwa
doppet so hoch wie der fir freilebende Bakterien bestimmte Wert (Lambert und Moran 1998).
Eine Erklarung fir diese beschleunigte Mutationsrate konnte im maternalen Ubertragungsiegy
begriindet liegen, der zu einer standig wiederkehrenden starken Reduktion der Populationsgrofie
fuhrt. Somit kdnnen sich Mutationen bei den so Ubertragenen Symbionten eher manifestieren, ds
be freillebenden Bakterien mit grof3en Populationen (Andersson und Kurland 1998; Baumann et
al. 1998; Lambert und Moran 1998).

16SrRNA-Andysen an den, nicht in Myzetozyten lokaliderten, sekundéren
S-Symbionten der Gattungen Buchnera und Wigglesworthia zeigen eine enge Verwandtschaft
zu den Enterobakterien (Abb. 2). Man nimmt an, dass es sSch be diesen Symbionten um
horizontal Ubertragene Bakterien handdt, die erst vor relativ kurzer Zet in die Wirtdiere
gdangten (Moran und Baumann 1994).
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Glossina morsitans —_—

Glossina tachinoides —

Glossina palpalis — Diptera

——— Glossina brevipalpis

I
Wigglesworthia

— Schizaphis graminum  ———

—— Acyrthosiphum pisum  ——

Chaitophorus viminalis — Homoptera

[
Buchnera
|

Melaphis rhois

— Escherichia coli

L Acyrthosiphum pisum s-Symbiont

Glossina morsitans S-Symbiont

Proteus vulgaris

|
Enterobacteriaceae

Abb.2: Die kongruente Entwicklung der Myzetozyten-assoziierten Bakterien der Gattungen Buchnera,
Wigglesworthia und ihrer Wirtstiere wird durch den Vergleich der phylogenetischen Stammbaume
der Bakterien (links) und der Wirte (rechts) deutlich. Die systematische Stellung zweier sekundérer
Symbionten (S-Symbiont) ist ebenfalls dargestellt (rot). Die phylogenetischen Abstande innerhalb
dieses Schemas sind nicht mai3stabsgetreu dargestellt.

Durch die Erforschung der mutudistischen Beziehungen zwischen Aphiden und Buchnera
bzw. Tsetsefliegen und Wigglesworthia konnten bereits wichtige Erkenntnisse Uber den Sinn und
Zweck ener InsektenBakterien Symbiose gewonnen werden. Der Zusammenschluss der
Myzetozytenzdlen zu eigengéndigen Organen (Myzetomen), innerhdb der Blattléuse bzw.
TstsHfliegen eleachtet die Forschung an Buchnera und Wigglesworthia. Die in den
Bakteriomen enthadtenen Endosymbionten lassen gch schnell und sauber fir physiologische oder
molekularbiologische Untersuchungen isolieren. Schwieriger wird das Arbeiten mit Myzetozyten:
assoziierten Endosymbionten, die kein eigengtandiges Organ ausbilden, wie es z.B. bel Schaben
oder Ameisen der Fal i, Die hier vorliegende Arbeit soll zur CharakteriSerung von
Myzetozytenassoziierten Symbionten, die nicht in einem egenstdndigen Organ leben, beitragen.
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2.7 Endosymbionten von Ameisen

Schon vor Uber hundert Jahren fand Friedrich Blochmann (1882) n den Ovarien von zwel
enhemischen Ameisenarten Camponotus ligniperdus und Formica fusca ,, bakteriendhnliche
Strukturen®. Diesen gab Wheder (1889) den Namen ,,Blochmann bodies®. Erst dreildig Jahre
spéter wurden die 12-25 um langen Stdbchen im Mittddarmepithd von Arbeiterinnen und
Koniginnen von Camponotus ligniperdus naher beschrieben (Hecht 1924; Lilienstern 1932;
Buchner 1965). Die meden Untersuchungen beschéftigten dch damds dlerdings mit
entwicklungsbiologischen Aspekten.

Es gibt enige Arbeiten Uber die Embryondentwicklung der Ameisen, mit dem Zid, die
Herkunft der Myzetozytenzellen zu kldren (Hecht 1924; Liliengtern 1932; Buchner 1965). Auch
wurde die Bakterieninfektion der Oozyten innerhalb des Ovars verfolgt. Buchner (1918, 1921)
gab ene genaue Beschrelbung des Eindringens der Bakterien durch die Follikdzelen in die
wachsenden Oozyten. Otto Hecht (1924) beschéftigte sich mit der Lage der Symbionten
innerhab des Eies wéhrend der Embryondentwicklung. Er fand, dass die Endosymbionten im
abgdegten Ei dichtgedrangt as wirre Bindd, an dessen Hinterpol lokdiset snd. Mit
fortschreitender Eireifung kommt es zu ener Umlagerung der Bakterien. Zwischen primére
Bakteriozyten werden ,Zwischenzdlen® eingdagert, die spéter zu endglitigen Bakteriozyten
werden. Bel den Untersuchungen von Otto Hecht (1924) ging es vorwiegend um Fragen der
Ame senembryologie und nicht um die Beschaffenheit oder die Physiologie der Symbionten.

Die Symbiontenmorphologie innerhdb von Larven, Puppen und Jungimagines untersuchte
ersgmals Gertrud Kolb (1959). Durch sie wurden die Mikroorganismen néher charakterisert, und
ihre bakteridle Struktur wurde eindeutig bewiesen. Mit gangigen Farbstoffen angeférbt erwiesen
gedch ds Gram-negdiv.

Au3er in den Gatungen Camponotus und Formica konnten bisher auch in den
Gattungen Plagiolepsis (Jungen 1968), Colobopsis und Polyrhachis (Sameshima et d. 1999)
endosymbiontische Bakterien gefunden werden. Alle Amesengattungen, die Endosymbionten
tragen, gehoren zur Unterfamilie der Formicinae.

Dasch gelte 1975 weitere Nachforschungen Uber die Camponotus- Endosymbionten an.
So untersuchte er eektronenmikroskopisch die Ultrastruktur der Symbionten. Dabei fand er
ebenfdls die typische doppelte Membran der Gram-negativen Bakterien. Aul3erdem zeigte er,
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dass die Symbionten fra im Zytoplasma der Myzetozytenzelle vorliegen und nicht, wie vide
andere Endosymbionten (z.B. Buchnera, Wigglesworthia), von ener Wirtszelmembran
umgeben snd. Be senen nachfolgenden Untersuchungen konnte er in den Mitteldarmen 20
welterer Camponotus-Arten  Gram-negdtive, S&bchenformige  Endosymbionten  finden
(Daschet d. 1984).

D. Schroder (1996) charakterisierte die Endosymbionten der vier Arten C. herculeanus,
C. ligniperdus, C.floridanus und C.rufipes mt modenen higologischen und
molekularbiologischen Methoden. Die Entwicklung einer auf In situ-Hybridisierung beruhenden
Detektionsmethode machte detallliete Untersuchungen méglich. So konnte bestétigt werden,
dass 16SrRNA-Sequenzen, die durch Amplifikaion mit universdlen Primern aus einem
Darmlysat erhdten wurden, tatsachlich von den Endosymbionten sammten. Mit Hilfe dieser
16SrRNA-Sequenzen wurde en phylogenetischer  Stammbaum  der vier analySerten
Camponotus-Endosymbionten ergdlt. Dieser Stammbaum legt die Vermutung nahe, dass die
Endosymbionten innerhab der Subklasse der g Proteobakterien eine neue Gattung darstellen
(Schroeder et al. 1996; Schroder 1996) und eine Schwestergattung zu Buchnera und
Wigglesworthia sind.

Kultivierungsversuche der Camponotus-Symbionten mit gangigen Bakterienmedien
(Schroder 1996) schiugen auch hier, wie schon bei Dasch (1975), fehl.

2.8 Die Gattung Camponotus Vorkommen - Koloniestruktur -

L ebensgewohnheiten

Die Ameisengattung Camponotus ist innerhab der Formicidae eine der grofen Gattungen. Se
ist ubiquitér verbreitet und umfasst ca. 1000 beschriebene Arten (Bolton 1995).

Die Arbeiterinnen dieser Gattung sind polymorph und lassen sich anhand der Kopfgrofie
deutlich in ,Minors’ und ,Mgors’ unterscheiden Sanders 1964). Die Kolonien der meisten
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Arten snd monogyn und kénnen sehr grol3 werden. So wurde z.B. eine C. herculeanus Kolonie
beschrieben, die mehr as 12000 Individuen umfade (Akreetd. 1994). Bezlglich der
Koloniestruktur gibt es auch enige polygyne Ausnahmen, wie zB. C. planatus (Carlin et d.
1993). Eine besondere Art der Koloniestruktur stellt die Oligogynie dar, die Holldobler (1962)
be zwe europdischen Vertretern, Camponotus herculeanus und Camponotus ligniperdus,
entdeckte. Diese besondere Polygynieart setzt sich von der ,normaen” Polygynie dadurch &b,
dass die Koniginnen einer Kolonie raumlich voneinander getrennt sind und es bel gegenseitigen
Kontakten zu aggressiven Interaktionen beider Koniginnen kommt. Die Arbaterinnen verhaten
gch kéampfenden Koniginnen gegeniiber neutrd und greifen nicht in deren aggressive Handlungen
ein (Holldobler 1962a).

Vide europdische und nord- und sidamerikanische Arten der Gattung Camponotus
bewohnen tote oder Iebende B&ume und schaffen sich Nigiplatz, indem sSie in das Wechholz der
Baume Gangsysteme graben (Hansen und Akre 1990). So kdnnen grof3e Wohnflachen entstehen.
Die Nedser der enhemischen RolBameise (Camponotus herculeanus) koénnen in
Fichteng@mmen z.B. eine vertikale Ausdehnung von 6-10 m haben und sind oft durch tiefgehende
Einschlége des Spechtes kenntlich, welcher der grofde Fral¥eind dieser Ameisen ist (Seifert
1996).

Als Nahrung dienen den Tieren Pflanzensifte, von Blattlausen abgesonderter Honigtau
und totes Tiermaterid. Tellweise erbeuten die Ameisen aber auch aktiv Insekten (Hansen und
Akre 1990). Geschlechtstiere werden bel den mesten Arten nur saisona produziert. Sie
schltipfen am Saisonende und Uberwintern mit der Kolonie (Holldobler und Wilson 1990). Im
Frihsommer findet der Hochzetsflug statt, wenn eine bestimmte Tagestemperatur erreicht wird.
Die Hiuge snd sehr ausgedehnt, und die Psarung findet wahrscheinlich in der Luft it
(Holldobler und Maschwitz 1965). Die Mannchen serben kurz nach der Paarung. Die
Jungkoniginnen werfen ihre Figd ab und beginnen dleine mit der Koloniegriindung. Aus der
ersten Brut, um die sich die junge Konigin selbst kiimmert, kénnen bis zu 25 kleine Arbeterinnen
schlUpfen, die dann die Versorgung der Konigin tbernehmen. Die Grof3e einer Kolonie nimmt nur
sehr langsam zu, und es kann bis zu 10 Jahre dauern bis ersmals Geschlechtstiere produziert
werden (Holldobler und Wilson 1990).
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2.9 Zidsetzung

Diese Arbet hatte ads Zidsetzung die Charakteriserung der intrazdluldren, bakteridlen
Endosymbionten in Ameisen der Gattung Camponotus.

Der phylogenetische Stammbaum  der  Endosymbionten  sollte  dabe  um
Camponotus-Arten aus verschiedenen Erdteillen erweltert werden und somit die Einordnung der
Symbionten ds eigengtandige Gattung ermdglichen. Darliber hinaus gdlte sch aus evolutiver
Sicht die Frage, ob sch die Symbionten wirklich kongruent mit ihrem Wirt entwickelt haben. Um
dies zu beantworten, wurde ein phylogenetischer Stammbaum der jewelligen Wirte bendtigt.

Da man von einem rein vertikden Ubertragungswey der Endosymbionten ausgeht,
wurden higtologische Untersuchungen durchgefihrt. Mit Hilfe mikroskopischer Techniken und
In situ-Hybridiserungen konnten unterschiedliche Gewebetelle adulter Ameisenindividuen, aber
auch Eier und Larven untersucht werden. Die bisher kaum erforschte réumliche Organisation der
Bakterien wéhrend der Ameisenembryogenese konnte so ndher bel euchtet werden was zusétzlich
neue Erkenntnisse zu deren Ubertragungsweg erbringen sollte.

Die Fitterung der Tiere mit Antibiotika sollte Aufschluss tiber die Funktion der Symbionten
innerhab des Amesenorganismus bringen und kldren, ob die Camponotus- Endosymbionten
ahnlich, wie ba z.B. Buchnera einen Einfluf auf die Ernghrung ihres Wirtes haben.



