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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Blattkdfergattung Altica (Chrysomelidae, Alticinac) weist in vielen Populationen
verschiedener Arten ein stark verschobenes Geschlechterverhiltnis mit einem deutlichen
Mangel an Miannchen auf. Die vorliegende Arbeit belegt, dass verschiedene Arten mit drei
klar unterscheidbaren Stimmen endoparasitischer Wolbachia-Bakterien infiziert sind. Diese
maternal vererbten Bakterien sind allgemein bekannt fiir ihre Féahigkeit, die Reproduktion
threr Wirte zu manipulieren. Sie rufen cytoplasmatische Inkompatibilitidt, Feminisierung,
Parthenogenese oder Male Killing hervor. Die bei Altica nachgewiesenen Stimme konnnen
den beiden Wolbachia-"supergroups" A und B zugeordnet werden. Bis auf wenige
Ausnahmen weist hierbei jede Art nur einen Stamm (bezeichnet als wA1l, wA2 und wB)
auf.

Ziel dieser Arbeit war es, zu kldren, ob bei Altica ein durch Wolbachia bedingter direkter
Einfluss auf das Geschlechterverhiltnis, etwa durch Male Killing, vorliegt. Es sollte auch
Hinweisen nachgegangen werden, dass die Bakterien direkt oder indirekt phylogenetische
Beziehungen beeinflusst haben konnten, indem sie eine Rolle bei Artbildung sowie bei
Hybridisierung und Introgression gespielt haben konnten. Ausgangspunkt hierfiir ist die
polyphyletische Gruppierung der Art A. lythri in der mitochondriellen Phylogenie (COI/II-
Sequenzen) der Gattung. Die Art weist, auch innerhalb einiger Populationen, drei
wesentliche mtDNA-Haplotypen (HT1, HT2 und HT3) sowie einige abgewandelte
Varianten auf. Zwischen HT1, HT2 und HT3 fanden sich Sequenzunterschiede von 2,1 bis
4,6 % (p-Distanzen), die die Divergenz zu anderen Arten zum Teil weit iibertreffen. Eine
Uberpriifung der mitochondriellen Phylogenie unter Verwendung eines neutralen nuklefiren
Markers (ITS2) gibt die polyphyletische Gruppierung der Art A. lythri nicht in dieser Form
wieder, jedoch erweist sich die erzielte Aufldsung als zu gering, um eindeutige Aussagen
treffen zu konnen. Der Vergleich der mtDNA-Phylogenie mit der Phylogenie der diese
Individuen infizierenden Wolbachia-Bakterien (ftsZ-Sequenzen) zeigt eine klare
Assoziation jedes Haplotyps der Art A. lythri mit jeweils einem Wolbachia-Stamm. Eine
Infektion mit dem Stamm wA[1 trat nur in Verbindung mit HT1 auf; der Stamm wA2 wurde
ausschlieflich bei Individuen des Haplotyps HT2 nachgewiesen; Stamm wB fand sich
ausschlieBlich assoziiert mit HT3. Die Konstanz der Assoziation ist ein Hinweis darauf,
dass zumindest zwei der Wolbachia-Stimme gemeinsam mit der jeweils assoziierten
mtDNA mittels Hybridisierung die Artgrenzen iiberschritten haben. Interspezifische
Hybridisierung und Introgression von mtDNA konnen auch die Polyphylie der Art A. lythri

am sinnvollsten erkldren. Um das Vorhandensein der drei divergenten Haplotypen zu
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erkldaren, muss jedoch von mehr als einem Introgressionsereignis ausgegangen werden. Es
spricht alles dafiir, dass die sich ausbreitenden Wolbachia-Stimme den unterschiedlichen
mtDNA-Haplotypen iiber wiederholte "selective sweeps" zu einer weiten Verbreitung
verholfen haben.

Eine umfassende geographische Untersuchung von 14 Populationen der Art A. lythri
unterstiitzt die Annahme, dass der Mangel an Ménnchen ein allgemeines Phdnomen ist. Die
mittels RFLP durchgefiihrte Analyse der Haplotypenverteilung zeigt das Auftreten der drei
Haplotypen HT1, HT2 und HT3 sowie der Varianten HT1* und HT2* bei zahlreichen
Populationen und bestétigt eindeutig, was die phylogenetische Analyse andeutet:
Individuen der Haplotypen HT1 und HTI1* sind immer weiblich, wdhrend bei den
Haplotypen HT2, HT2* und HT3 das Geschlechterverhiltnis ausgeglichen ist. In dem
MafBe, in dem die Haufigkeit der Haplotypen in den Populationen variiert, nehmen sie
Einfluss auf das Geschlechterverhiltnis: Populationen, die einen hohen Anteil HTI
und/oder HT1* aufweisen, sind durch einen hohen Anteil Weibchen gekennzeichnet; je
mehr Individuen HT2, HT2* oder HT3 aufweisen, desto ausgeglichener ist das Verhiltnis.
Aufgrund der Assoziation zwischen HT1 und dem Wolbachia-Stamm wA1l weist dieses
Ergebnis auf einen Einfluss von wA 1 auf das Geschlechterverhéltnis hin.

Anhand einer gezielten Nachzucht sollte A. lythri auf das Auftreten cytoplasmatischer
Inkompatibilitit zwischen den unterschiedlichen Infektionstypen getestet werden. Der Test
erbrachte keinen Hinweis auf Isolation, welche als Hinweis auf einen durch Wolbachia
bedingten Speziationsmechanismus gedeutet werden konnte. Es konnte jedoch der
eindeutige Nachweis erbracht werden, dass Weibchen mit dem Haplotyp HT1, die mit dem
Wolbachia-Stamm wA1 infiziert sind, die alleinige Ursache fiir das gestorte
Geschlechterverhiltnis sind. Es konnte gezeigt werden, dass diese Weibchen ausschlielich
weibliche Nachkommen hervorbringen, wihrend die Nachkommen von Weibchen des
Haplotyps HT2 ein ausgeglichenes Geschlechterverhéltnis aufweisen. Daher ist die bislang
sinnvollste Erkldrung fiir den beobachteten Weibcheniiberschuss in einer Einflussnahme
des Stammes WAl zu sehen. Signifikant hohere Eizahlen bei Weibchen, die mit dem
Wolbachia-Stamm wA1 infiziert waren, bei andererseits im Vergleich mit allen anderen
Weibchen gleicher Nachkommenzahl konnten als Hinweis auf Male Killing gedeutet
werden. Es bediirfte jedoch weiterer Untersuchungen, um die Ursachen und die genauen

Zusammenhdnge in der Beziehung zwischen Altica und Wolbachia endgiiltig zu klaren.
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Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit umfasst die Aufklédrung der evolutiondren Beziehungen
zwischen der Blattkédfergattung Altica und den sie infizierenden Wolbachia-Bakterien (auf
die Einzelheiten wird in Abschnitt 1.7 eingegangen). Hierbei wird auf Ergebnissen
aufgebaut, die im Zuge zweier Diplomarbeiten zur Phylogenie der Blattkéfergattung Altica
und zu Charakteristika der Infektion mit Wolbachia erhalten wurden (R. Jackel 2005, D.
Mora 2006; Abschnitt 1.7.1). Diese Arbeiten behandelten die Frage, ob die Phylogenie der
Kifer Aufschluss geben konnte iiber die Tragweite einer Infektion mit Wolbachia,
insbesondere hinsichtlich einer Beeinflussung der Populationsstrukturen und der
Evolutionsdynamik der mitochondriellen DNA der Wirte. Auf der anderen Seite wurden
auch erste Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Infektion und einem
zugunsten der Weibchen verschobenen Geschlechterverhiltnis erhalten. Die genannten
Untersuchungen lieen vermuten, dass die Infektion mit Wolbachia und moglicherweise
auch cytoplasmatische Inkompatibilitit fiir die beobachteten Anomalien der
Populationsstruktur in Bezug auf die mtDNA verantwortlich sein konnten (Abschnitte 1.5
und 1.6).

Das sich aus diesen Ergebnissen ergebende Ziel war zum einen, durch eine unabhéngige,
auf nukledren Gensequenzen basierende Phylogenie der Gattung Altica zu iiberpriifen, ob
es bei A. lythri durch interspezifische Hybridisierung zu einem horizontalen Transfer eines
mtDNA-Haplotyps mit seiner assoziierten Wolbachia-Infektion gekommen ist (Abschnitte
1.7.2.1 und 1.7.2.2). Eine umfangreiche geographische Analyse sollte zusétzlich kldren, ob
die  Verteilung  bestimmter ~ mtDNA-Haplotypen  sowie das  verschobene
Geschlechterverhiltnis bei A. lythri ein allgemeines Phanomen darstellt (Abschnitt 1.7.2.3).
Zum anderen sollte experimentell iiberpriift werden, ob Individuen mit unterschiedlichen
Wolbachia-Stammen durch cytoplasmatische Inkompatibilitit reproduktiv isoliert sind, die

Bakterien also Einfluss auf Artbildungsvorginge nehmen konnten (Abschnitt 1.7.2.4).
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1. Einleitung

1.1. Allgemeine Anmerkungen zur Gattung Altica

Flohkafer der Gattung Altica GEOFFROY, 1762 (frither: Haltica) gehéren zur Unterfamilie
Alticinae innerhalb der Familie Chrysomelidae (Blattkdfer). Es handelt sich um relativ
kleine, auffallend gldnzende, pflanzenfressende Kifer (Abb. 1), die auf zahlreichen,
unterschiedlichen Familien angehdrenden Pflanzenarten vorkommen; jedoch ist der
GroBteil der Arten mono- oder oligophag (Tab. 1). Die Gattung Altica ist in Europa durch
26 Arten vertreten; diese werden mitunter in weitere Unterarten und dkologische Formen
weiter unterteilt. Weltweit sind mehr als 300 Arten dieser Gattung bekannt.

Kennzeichnend fiir die gesamte Unterfamilie Alticinae sind die stark verdickten
Hinterschenkel, die, in Ruheposition seitlich vom Tier abstehend, unmittelbar ins Auge
fallen (Abb. 3). Innerhalb befindet sich der sogenannte Maulik-Apparat (Maulik 1929), ein
chitinisierter Korper, der als zusétzlicher Muskelansatzpunkt dient und ein Sprungorgan
darstellt - daher die Bezeichnung der Unterfamilie als "Flohkdfer". Der Maulik-Apparat
schafft somit die Grundlage fiir das gut ausgebildete Sprungvermodgen, durch das die
gesamte Unterfamilie ausgezeichnet ist und das weniger der Fortbewegung denn der Flucht
vor potenziellen Fraflfeinden dient, denn die Kéfer zeichnen sich zudem durch ein gut
ausgebildetes Flugvermdgen aus. Dank dieses Merkmals gehdren Flohkdfer zu den
leistungsfdhigsten Springern nicht nur unter den Insekten, sondern im gesamten Tierreich
(Furth et al. 1983).

Fiir das heimische Faunengebiet, das heif3t fiir Deutschland, werden, wie oben angedeutet,
unterschiedliche Artenzahlen innerhalb der Gattung Altica sowie einige moglicherweise
existierende Formen und Unterarten (fiir A. oleracea beispielsweise eine sehr kleine Form,
die auf Helianthemum frisst (A. 0. f. tyrolensis (Siede 1998), und A. quercetorum mit zwei
Unterarten, die morphologische Unterschiede aufweisen sollen; Mohr 1966) genannt. So
nennt Siede (1998) 16 mitteleuropdische Arten, wiahrend Mohr (1966) lediglich 13 Arten
auffiihrt. Letztlich konnen wohl fiir Deutschland 12 Arten mit Sicherheit mit Vorkommen
angegeben werden (Tab. 1). Ob einige Arten, wie etwa die ausschlieBlich auf Vitis
vorkommende A. ampelophaga, in der Vergangenheit aus der heimischen Fauna oder
zumindest aus weiten Gebieten verschwunden sind (etwa A. tamaricis; aber vergleiche
Reichholf 1974 zur Verbreitung und Héufigkeit dieser Art im Siiden Deutschlands), kann
nicht mit Sicherheit festgestellt werden (Siede 1998).
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Manche Arten sind morphologisch schwer voneinander zu unterscheiden, denn viele
Merkmale weisen eine hohe intraspezifische Variabilitit auf (Phillips 1979). Dies betriftt
insbesondere duBlere Merkmale wie die hdufig herangezogenen Stirnhdcker und Stirnkiele
(Abb. 5), die Oberflachenstruktur oder auch Schulterbeulen und die Ausprigung der
Seitenkiele der Elytren. Kangas und Rutanen (1993) nennen weitere Merkmale wie etwa
die Anzahl der Zihne an den Mandibeln als unbrauchbare Bestimmungsmerkmale.
Niitzliche Charakteristika bietet dagegen der Aedeagus der Minnchen, jedoch auch
Spermathek (Receptaculum seminis) und Merkmale der sekundéiren Genitalstrukturen
(Styli und Spiculum ventrale) der Weibchen sind oftmals geeignet, um eine Artbestimmung
durchzufiihren. Diese weisen jedoch mitunter entweder innerhalb einer Art eine hohe
Variabilitdt auf (insbesondere das Spiculum), oder aber die Unterschiede zwischen den
Arten sind sehr gering; sicherer ist hier auf jeden Fall die Betrachtung aller drei Strukturen
(also Spermathek, Styli und Spiculum ventrale) in Kombination, um ein Individuum einer
Tab. 1 Die zwolf in Deutschland nachgewiesenen Altica-Arten mit Angabe der jeweiligen FraBpflanzenarten
bezichungsweise Pflanzengattungen. Zusammengestellt nach Doguet (1994), Mohr (1966) und Siede (1998),

Auflistung der Frapflanzenarten ergidnzt durch eigene Beobachtungen. * An welcher Pflanze A. carinthiaca frisst, ist
offenbar ungeklart.

Art Fraflpflanze

Altica aenescens WEISE, 1888 Betula-Arten

Altica brevicollis FOUDRAS, 1860 Corylus avellana
Altica carinthiaca WEISE, 1888 Polygonum aviculare?*
Altica ericeti ALLARD, 1859 Erica-Arten

Altica helianthemi ALLARD, 1859 Helianthemun-, Sanguisorba-, Potentilla-Arten
Altica impressicollis REICHE, 1862  Epilobium hirsutum, E. tetragonum, Lythrum salicaria,
Eupatorium cannabinum

Altica longicollis ALLARD, 1860 Empetrum nigrum, Calluna vulgaris (?)

Altica lythri AUBE, 1843 v.a. Epilobium-Arten, insbes. E. hirsutum, Oenothera biennis,
selten auf Lythrum salicaria. Weitere Angaben siche Text.

Altica oleracea LINNE, 1758 Oenothera, Epilobium, Fuchsia, Polygonum, Cirsium, Corylus
avellana, Quercus

Altica palustris WEISE, 1888 Epilobium-Arten, Lythrum salicaria

Altica quercetorum FOUDRAS, 1860  Quercus robur (und andere Arten)

Altica tamaricis SCHRANK, 1785 Salix- und Populus-Arten, Hippophae rhamnoides, Myricaria
germanica

Art korrekt zuordnen zu konnen. Zusétzlich sollte die Bedeutung der Kenntnis der
Futterpflanze, auf der das betreffende Individuum gefunden wurde, nicht unterschitzt
werden, denn sie ist als Anhaltspunkt zur Artbestimmung {iberaus niitzlich, zumal viele
Arten als mono- oder oligophag bekannt sind und man in Zweifelsfillen auf diese

Information zurlickgreifen kann - hierauf weist auch Mohr (1966) explizit hin.

1.2. Besondere Merkmale der Gattung Altica
Die Gattung Altica ist bekannt fiir eine teilweise starke Verschiebung des

Geschlechterverhéltnisses in vielen, interessanterweise aber nicht allen Populationen vieler
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Arten: Sie weist oft einen starken und manchmal auch dramatischen UberschuB an
weiblichen Tieren auf (Kangas & Rutanen 1993, Mohr 1966, Siede 1998 und eigene
Beobachtungen). Die Griinde hierfiir konnten bisher nicht geklirt werden; ob dieses
Phianomen mit parthenogenetischer Fortpflanzung in Verbindung zu bringen ist, wurde fiir
heimische Arten bisher nicht nachgewiesen. Eine Ausnahme stellt nur die in Nordamerika
vorkommende Art A. lazulina LECONTE, 1857 dar, welche einen triploiden
Chromosomensatz aufweist (Smith 1960). Diese Art zeigt thelytoke parthenogenetische
Fortpflanzung, erzeugt also - zumindest unter Laborbedingungen - ausschlieSlich weibliche
Nachkommen. Allerdings scheint diese Art im Freiland dennoch bisexuell zu sein, denn
dort wurden offenbar minnliche Individuen nachgewiesen (Hatch 1971, Furth 1994).

Hoffmann et al. (2008) nennen in ihrer Analyse der Héufigkeit von Parthenogenese bei
Landwirtschaftsschadlingen auch die Gattung Altica und erwdhnen eine Art als
parthenogenetisch, geben jedoch nicht an, um welche es sich hierbei handelt. Da prinzipiell
parthenogenetische Fortpflanzung bei Kéfern - oft im Zusammenhang mit polyploiden
Chromosomensitzen - bekannt ist (Smith 1971, Smith & Virkki 1978, Suomalainen et al.
1987, Normark 1996, Lachowska et al. 2008), kann diese Mdglichkeit zur Erklarung fiir
den hohen Anteil weiblicher Individuen in vielen Populationen heimischer Altica-Arten
natiirlich nicht von vornherein ausgeschlossen werden. Auf der anderen Seite wird das
starke Ungleichgewicht zwischen Ménnchen und Weibchen mitunter damit begriindet, dass
die Minnchen im Friihjahr deutlich frither die Uberwinterungspliitze verlassen, sich mit
den Weibchen paaren und danach zugrunde gehen, so dass Méannchen nur fiir einen sehr
kurzen Zeitraum vorhanden wiren, hernach folglich groBtenteils weibliche Individuen zu
finden sind - jedoch sollte man dann erwarten, dass im Laufe des Sommers, wenn die
Imagines der ndchsten Generation erscheinen, wieder mehr Mannchen vorhanden sind (zu
genaueren Angaben zur Lebensweise sieche Abschnitt 1.3). Vorab sei hier angemerkt, dass

dies nicht der Fall ist.

1.3.  Altica lythri: Eine der hiufigsten Arten und ihre Besonderheiten

Wihrend die Seltenheit ménnlicher Individuen bei Altica ein seit langem bekanntes
Phénomen darstellt, fand sich mit der phylogenetischen Analyse der Gattung Altica eine
weitere Besonderheit. Die Rekonstruktion der Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb der
Gattung zeigte das iiberraschende Ergebnis, dass die hdufige und in ganz Deutschland weit
verbreitete Art A. lythri auf der Ebene ihrer mitochondriellen DNA-Sequenzen nicht als
monophyletische Gruppe dargestellt werden kann (R. Jackel, Diplomarbeit 2005). Mittels
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DNA-Sequenzierung fanden sich bei A. lythri - populationsiibergreifend - zwei klar
unterschiedliche mitochondrielle Haplotypen (basierend auf den Sequenzdaten von
Abschnitten der Cytochrom-c-Oxydase Untereinheiten I und II (COl/II, etwa 1700bp; Abb.
9). Wihrend die anderen Altica-Arten im Wesentlichen gut abgegrenzte monophyletische
Gruppierungen bilden, ist bei A. lythri die Zuordnung der Individuen zu mtDNA-
Haplotypen (HT) nicht mit der Artzuordnung in Ubereinstimmung zu bringen. Diese
Besonderheiten fiihrten dazu, dass die intensive Untersuchung der Art A. lythri zum
wichtigsten Thema der vorliegenden Arbeit wurde.

Altica lythri AUBE, 1843 (Abb. 1 A, Abb. 3) ist eine vergleichsweise grofie Altica-Art mit
einem weiten Verbreitungsgebiet - soweit die Datenlage eine Angabe der Verbreitung
zulésst, reicht sie von Westen nach Osten von Spanien bis ins westliche Russland, von
Norden nach Siiden von Finnland bis Italien wund Griechenland (Quelle:
http://www.faunaeur.org). Zumindest die heimischen Populationen dieser Art sind oft sehr
individuenreich und aufgrund der weiten Verbreitung ihrer Frapflanzen {iberall im Gebiet
zu finden (zur Verbreitung der Art in Norddeutschland: Tolasch & Giirlich 2010). A. lythri
frisst an Pflanzen der Familie Onagraceae (Nachtkerzengewichse), vornehmlich auf
Epilobium hirsutum (Zottiges Weidenréschen), kann gelegentlich jedoch auch auf
Oenothera-Arten (Nachtkerze) sowie anderen Arten der Gattung Epilobium wie Epilobium
palustre (Sumpf-Weidenrdschen) gefunden werden. Kangas & Rutanen (1993) geben E.
montanum (Berg-Weidenrdschen) als Frafpflanze an. Doguet (1994) nennt als weitere
FraBBpflanzen zudem auch Epilobium (Chamaenerion) angustifolium (Schmalblattriges
Weidenroschen), Circaea lutetiana (GroBes Hexenkraut), Ludwigia palustris (Sumpf-
Ludwigie, Sumptheusenkraut) und Lythrum salicaria (Gewohnlicher Blutweiderich) sowie
einige kultivierte Onagraceae wie Fuchsia (Fuchsien), Clarcia (Atlasblume,
Mandelréschen), Boiduvalia und Eucharidium (Eucharidie), auerdem einige Rosaceae wie
Rosa canina (Hundsrose) sowie Vitis vinifera (Weinrebe). Bevorzugt wird jedoch sowohl
von den Larven als auch den Adulten sowie zur Ablage der Eier die Art Epilobium
hirsutum (Phillips 1977). Unabhéngig von der jeweils besuchten Frafpflanze verursachen
adulte Altica jedweder Art einen deutlichen Lochfra3 in den Pflanzenbléttern (Abb. 1 A),
wiéhrend die Larven zunichst das Blattgewebe zwischen den Blattadern fressen und

mitunter eine der Cuticularschichten stehenlassen (Abb. 1 C).
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Abb. 1 A Zwei Exemplare der Art Altica lythri auf einem Blatt ihrer FraBpflanze Epilobium hirsutum, das bereits
den typischen LochfraB aufweist. B Eier der Art A. lythri auf der Unterseite eines Blattes von E. hirsutum. C
Halbwiichsige Larven der Art A. aenescens auf einem Blatt ihrer FraBpflanze, Betula. Die schwarze Farbung weist auf
die nahende Hautung der Tiere hin. D Puppe der Art A. ericeti (D).

Die Individualentwicklung von A. lythri sowie auch aller anderen Arten findet groBtenteils
auf der jeweiligen FraBpflanze statt. Die Imagines liberwintern in der Streuschicht und
paaren sich im Friihling auf den neu austreibenden Pflanzen oder auf in der Umgebung
wachsenden oder abgestorbenen Pflanzen.
Hierbei kann es, vor allem im zeitigen
Friihling, zu Massenansammlungen
kommen, die schon aus einiger Entfernung
gut sichtbar sind. Die Ablage der hellgelben
Eier (Abb. 1 B) erfolgt an geschiitzten

Stellen auf den Pflanzen, in erster Linie auf

Abb. 2 Zwei iltere Larven der Art A. lythri an

der Blattunterseite entlang der Blattnerven, Eilobium hi
pilobium hirsutum.

in den Blattachseln oder, seltener, am
Stengel. Die hellbraunen Larven schliipfen ein bis zwei Wochen spiter. Junge Larven

fressen zwischen den Blattnerven, meist von der Oberseite her, und lassen dann die
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Cuticula der Blattunterseite sowie die Blattnervatur stehen (Abb. 1 C), dltere Larven
verzehren das gesamte Blatt, verschméhen aber auch Knospen, Bliiten und zarte Teile der
Stengel nicht (Abb. 2). Die Pflanzen werden bei starkem Befall nicht selten bis auf die
SproBachse kahlgefressen. Kurz vor der Verpuppung wandern oder fallen die nun etwa 15
mm langen, dunkelbraunen Larven zum Erdboden, um sich dort in selbstgegrabenen
Erdkammern zu verpuppen. Der Schlupf der Imagines aus den leuchtend orangegelben
Puppen (Abb. 1 D) erfolgt wenige Wochen spiter. Die Kéfer erklettern dann die
mittlerweile in die Hohe gewachsenen Pflanzen und fressen dort bis zum Herbst Blitter,
Knospen und Bliiten, bevor sie
sich zur Uberwinterung wieder
in die Streuschicht

zuruckziehen.

Die GroBe der Imagines ist
variabel und wird mit 3,5 bis
5,0 mm Lénge von Kopf- bis
Abdomenspitze angegeben
(Kangas & Rutanen 1993,
Doguet 1994). Dabei sind

Abb. 3 GroBenvergleich zwischen einem weiblichen (links) und einem
méannlichen Exemplar der Art A. lythri. Die abgebildeten Tiere sind  mannliche Individuen
typische Vertreter ihrer Art.

gewohnlich deutlich  kleiner
und zierlicher als weibliche Tiere (Abb. 3), es kommen jedoch auch sehr kleine Weibchen
vor, so dass die KorpergroBe allein kein sicheres Unterscheidungskriterium darstellt.
Mainnliche und weibliche Individuen lassen sich jedoch sehr einfach anhand leicht
erkennbarer Merkmale schon mit bloBem Auge unterscheiden (Abb. 4). Betrachtet man die
Abdomenspitze von der Ventralseite (letztes
Abdominalsternit), so siecht man beim
Minnchen einen deutlichen Eindruck, der sich

zur Abdomenspitze hin 6ffnet und mittig meist

Abb. 4 Vergleich der Abdomenenden (ventral) einer
weiblichen (links) und einer ménnlichen A. lythri.

eine feine Kerbe aufweist (deutlich zu erkennen
in Abb. 4). Das distale Ende des Sternits ist
zudem abgeflacht und weitgehend unbehaart, wihrend das Abdomen der Weibchen spitz

zulduft und mit zahlreichen, nach hinten abstehenden Haaren bedeckt ist.
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Die Korperform ist bei beiden Geschlechtern langlich-oval und oberseits leicht bis deutlich
abgeflacht. Diese Abflachung, die bei seitlicher Betrachtung sichtbar wird, ist insbesondere
bei groBen Weibchen ausgeprigt, bei Madnnchen hingegen kaum. Die Farbung ist sehr
variabel und reicht von griin iiber griin-blau bis hin zu dunkelblau, mitunter bldulich-lila
oder, selten, rotlich-kupferfarben. Das Pronotum kann von den Elytren farblich abgesetzt
sein. Die Tiere glinzen schwach,
mitunter aber auch stark und lassen sich
insbesondere im  Sonnenlicht  auf
Pflanzen oder Substrat leicht ausmachen,
zumal sie meist auf der Oberseite der
Blatter sitzen. Die Elytren sind in
variabler Stiarke und Dichte punktiert
und weisen hdufig mehr oder weniger

stark ausgepragte Andeutungen

longitudinaler Leisten (Carinae) auf, die

Abb. 5 Frontalansicht einer weiblicheﬁ A Iythri.mi.t typisch.
ausgepragten  Stirnhdckern und  charakteristisch  scharf
vorspringendem Stirnkiel.

aber ebenso oft fehlen. Die weiblichen
Individuen weisen in iiberwiegender
Anzahl einen scharf vorspringenden Stirnkiel (Carina), auf jeder Seite flankiert von je
einem flachen, rundlichen Stirnhocker, auf (Abb. 5). In manchen Fillen ist der Stirnkiel
jedoch bei Weibchen abgerundet beziehungsweise abgeflacht, bei Miannchen offenbar
immer (eigene Beobachtungen). Auch Kangas & Rutanen (1993) erwdhnen, dass bei A.
lythri zwei unterschiedliche Ausprdgungen dieses Merkmals auftreten. Die Stirnhdcker,
insbesondere ihre Form und der Grad ihrer Erhabenheit, sind zwar allein nicht fiir die
Artbestimmung ausreichend, jedoch als sinnvolle Ergidnzung zur Absicherung zu
betrachten. Neben dem typischen Stirnkiel der Weibchen und der abgeflachten Korperform

stellen sie ein wichtiges dulleres Merkmal dar.

1.4. Wolbachia-Infektionen bei Altica

Innerhalb der Gattung Altica konnte ecine weit verbreitete Infektion vieler Arten mit
Bakterien aus der Gruppe der Wolbachia nachgewiesen werden (D. Mora, Diplomarbeit
2006). Wolbachia, 1924 von Hertig & Wolbach in den Ovarien der Miicke Culex pipiens
entdeckt (Hertig & Wolbach 1924) und 1936 von Hertig als Wolbachia pipientis
beschrieben (Hertig 1936), weist insbesondere bei Insekten eine weite Verbreitung auf.

Wolbachia gehort zur Gruppe der Rickettsiaceae, zu denen wahrscheinlich auch der
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Vorgénger der Mitochondrien gehort. Es handelt sich um gram-negative a-Proteobakterien,
die bei Insekten und anderen Arthropoden sowie bei Nematoden mit mehreren
molekulargenetisch voneinander unterscheidbaren sogenannten "Supergroups”, die weiter
in Stimme unterteilt werden konnen, weit verbreitet sind. Zwar gehen die Schitzungen
relativ weit auseinander, doch kann man davon ausgehen, dass zwischen 20% und zwei
Drittel aller Insektenarten mit Wolbachia infiziert sind (Werren & Windsor 2000, Duron et
al. 2008, Hilgenboecker et al. 2008). Hinzu kommen Nachweise von Springschwénzen
(Collembola) und Cheliceraten (etwa Skorpione, Webspinnen und Milben). Wihrend
Wolbachien, die Nematoden infizieren, Mutualisten sind, stellen solche, die bei
Arthropoden gefunden werden, eine grole Gruppe parasitischer Formen; doch auch hier
fanden sich in letzter Zeit vermehrt Hinweise auf Mutualismus und symbiontische
Beziehungen zwischen Bakterium und Wirt (Dedeine et al. 2001, Dobson et al. 2002,
Zchori-Fein et al. 2006, Weeks et al. 2007, Teixeira et al. 2008, Pike & Kingcombe 2009,
Timmermans & Ellers 2009). Die Bakterien finden sich intrazelluldr in erster Linie im
Reproduktionsgewebe, aber auch in anderen Geweben ihres Wirts (und haben, je nachdem,
in welchem Gewebe sie verbreitet sind, unterschiedliche Auswirkungen auf den Wirt;
Saridaki & Bourtzis 2010); sie werden in maternaler Linie an die Nachkommen
weitergegeben. Viele Stimme beeinflussen die Reproduktion ihrer Wirte in entscheidender
Weise, indem sie bei threm Wirt einen von vier unterschiedlichen Phianotypen hervorrufen,
die die Verbreitung der Bakterien fordern (siehe unten). Bisher wurden elf unterschiedliche
Wolbachia-Supergroups (benannt von A bis K) aufgrund von Unterschieden in der DNA-
Sequenz (in erster Linie augrund der bakteriellen Gene ftsZ und wsp) beschrieben (Baldo et
al. 2006b, Werren et al. 2008, Bordenstein et al. 2009, Ros et al. 2009). FtsZ ("Filamenting
temperature-sensitive mutant Z") ist ein Protein des prokaryotsichen Cytoskeletts; es spielt
eine Rolle bei der Zellteilung, indem es weitere Proteine rekrutiert, die in der sich
teilenden Zelle eine neue Zellmembran aufbauen. Es ist das Homologon zum
eukaryotischen Tubulin, und seine Rolle ist analog der des Actin bei der Zellteilung bei
Eukaryoten.

Wsp ("Wolbachia surface protein") ist ein Protein der duBleren Membran der Bakterien
(Braig et al. 1998). Die genaue Fuktion ist unbekannt, doch gehdrt es zu einer
Proteinfamilie (pfam0617), die beispielsweise an der Antikorper-Erkennung beteiligt ist
(Noh et al. 2006), Antigen-Reaktionen beim Wirt ausldst (French et a. 1999) und das
Eindringen in die Wirtszellen ermoglichen (Mohan Nair & Venkitanarayanan 2007). Es ist
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also anzunehmen, dass Wsp bei Wolbachia eine Rolle im Zusammenhang mit der
Infektion, der Vermehrung oder der Pathogenitét spielt (Serbus et al. 2008).

Bei Arthropoden finden sich, basierend auf Sequenzen des ftsZ-Gens der Bakterien, in
erster Linie die Supergroups A und B (Werren et al. 1995a), die vor etwa 58 bis 66
Millionen Jahren divergierten (Werren et al. 1995b). Bei Nematoden wurden die
Supergroups C und D nachgewiesen (Bandi et al. 1998); E findet sich bei Springschwénzen
(Collembola; Vandekerckhove et al. 1999, Czarnetzki & Tebbe 2004). Supergroup F ist
von vielen sehr unterschiedlichen Taxa bekannt; so fand sich diese Wolbachia-Gruppe bei
Blattodea, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Isoptera, Neuroptera, Orthoptera und
Phthiraptera unter den Insekten, wurde aber auch bei Cheliceraten sowie bei Nematoden
der Art Mansonella ozzardi nachgewiesen (Casiraghi et al. 2001, Lo et al. 2002, Casiraghi
et al. 2004, 2005, Dunn & Stabb 2005, Sakamoto et al. 2006, Baldo et al. 2007, Covacin &
Barker 2007, Panaram & Marshall 2007, Vaishampayan et al. 2007). Supergroup G wurde
ausschlieBlich aufgrund von wsp-Sequenzen als bei Spinnen vorkommend beschrieben
(Rowley et al. 2004), jedoch fehlt hier die Bestitigung auf der Grundlage anderer
Wolbachia-spezifischer Gensequenzen, und es wird vermutet, dass es sich um eine durch
Rekombination zwischen A und B entstandene Variante handelt (Baldo & Werren 2007). H
wiederum wurde ausschlieBlich bei Isoptera gefunden (Bordenstein & Rosengaus 2005).
Eine mit I benannte Gruppe wurde bei Flohen definiert, J wiederum ist von Nematoden
bekannt, und K kommt bei Milben vor (eine detaillierte Ubersicht bieten Ros et al. 2009).
Zudem gibt es aber auch zahlreiche Berichte iiber doppelt und sogar dreifach infizierte
Wirtsorganismen (Bordenstein & Werren 1998, Vavre et al. 1999). Hohe Infektionsraten
sowohl auf Art- als auch auf Populationsebene heben hervor, wie erfolgreich die
Gruppierung ist.

Interessanterweise gehort Wolbachia, genau wie Mitochondrien, zu den a-Proteobakterien.
Sie existieren im Cytoplasma der Wirtszellen und werden genau wie die Mitochondrien
ausschlieflich maternal an die nichste Generation weitergegeben - abgesehen von selten
auftretender paternaler Vererbung, die sowohl bei Mitochondrien als auch bei Wolbachia
vorkommt (Lansman et al. 1983, Hoffmann & Turelli 1988, Satta et al. 1988, Hoffmann et
al. 1990, Kondo et al. 1990, Turelli et al. 1992, Turelli & Hoffmann 1995). Daher hiangt die
Fitness der Bakterien davon ab, ob sie sich in einem weiblichen oder in einem méannlichen
Wirt befinden, und aufgrund der ausschlielich maternalen Weitergabe ist ihre Fitness in
ménnlichen Wirten Null (Ménnchen stellen fiir die Bakterien also eine Sackgasse, ein

"dead end" dar; Werren 1997a, McGraw & O’Neill 2004). Daher fordert Wolbachia die
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Produktion weiblicher Wirte, erhoht also deren Fitness gegeniiber nicht infizierten
Weibchen, und verhindert oder reduziert die Produktion von Minnchen. Dies ist auf
verschiedenen Wegen (sogenannten Phinotypen) verwirklicht (Werren et al. 1995b), indem
die Bakterien mit dem Reproduktionssystem des Wirtes interagieren (Stouthamer et al.
1999). Aus diesem Grund wird Wolbachia auch als reproduktiver Parasit oder als "selfish
genetic element" bezeichnet (Hurst & Schilthuizen 1998).

Die Phénotypen, die beim jeweiligen Wirt zutage treten, hdngen nicht zwangsweise vom
jeweiligen Wolbachia-Stamm, sondern tendenziell offenbar eher vom genetischen
Hintergrund des jeweiligen Wirtes ab. Das bedeutet, dass Verallgemeinerungen nicht
moglich sind, wenn einmal der Phédnotyp eines bestimmten Stammes in einem bestimmten
Wirtsorganismus bekannt ist, da dieser, in einen anderen Wirt verbracht, einen ganz
anderen Phénotyp hervorrufen kann (Reynolds et al. 2003, Jaenike 2007).

Die Einflussnahme von Wolbachia auf ihre Wirte umfasst vier unterschiedliche
Phanotypen: Male killing, Feminisierung, Induktion von Parthenogenese und das
Hervorrufen cytoplasmatischer Inkompatibilitét.

Liegt Male-Killing (MK) vor, wird die Produktion méinnlicher Nachkommen verhindert
oder zumindest deren Anzahl reduziert, indem ménnliche Embryonen absterben. Dieser
Phanotyp wurde bei Pseudoskorpionen (Zeh et al. 2005, Zeh & Zeh 2006, Koop et al.
2009) sowie den Insektenordnungen Diptera (Hurst et al. 2000, Dyer & Jaenike 2004),
Lepidoptera (Hurst et al. 1999b, Jiggins et al. 2000a, Dyson et al. 2002) und Coleoptera
(Hurst et al. 1999b, Fialho & Stevens 2000) nachgewiesen. Einer der ersten Félle von
Erzeugung einer rein weibliche Nachkommenschaft sowie der Nachweis der maternalen
Vererbung dieses Merkmals, welches nicht auf parthenogenetische Fortpflanzung
zuriickgefiihrt werden konnte, beobachtete H.W. Simmonds bereits in den 20er und 30er
Jahren des 20. Jahrhunderts bei der Schmetterlingsart Hypolimnas bolina (Poulton 1923).
Dyson et al. (2002) wiesen nach, dass es sich hier um einen Fall von Male Killing handelt,
zuriickzufiihren auf eine Infektion mit Wolbachia.

Feminisierung als Folge einer Infektion mit Wolbachia kommt in erster Linie bei Isopoda
(Crustacea) vor, wurde jedoch auch bei Insekten der Ordnungen Hemiptera und
Lepidoptera nachgewiesen (Rousset et al. 1992, Juchault et al. 1994, Rigaud 1997, Rigaud
et al. 1999b, Hiroki et al. 2002, Negri et al. 2006). Feminisierung ist die Umwandlung
genetischer Mannchen in funktionelle Weibchen und funktioniert wahrscheinlich iiber die
Storung der Funktion von Hormondriisen und somit der Produktion der Hormone, die fiir

die Entwicklung mannlicher Merkmale notwendig sind (Rigaud 1997, Vandekerckhove et

18



Einleitung

al. 2003). In diesem Zusammenhang ist auch das oben beschriebene Male Killing
wahrscheinlich als eine Art ,tddliche Feminisierung® anzusehen, wenn die ménnlichen
Embryonen die Umwandlung in Weibchen nicht iiberleben.

Ein dritter, auf einige wenige Insektenordnungen beschrinkter Phidnotyp, der auf die
Wirkung einer Infektion mit Wolbachia zuriickzufiihren ist, ist die Induktion obligater
(thelytoker) Parthenogenese (PI), also unisexueller Produktion ausschlieSlich weiblicher
Nachkommen. Durch Wolbachia hervorgerufene thelytoke Parthenogenese wurde bisher
ausschlieBlich bei Hymenoptera (Zchori-Fein et al. 1992, Stouthamer 1997, Plantard et al.
1998), Thysanoptera (Arakaki et al. 2001) sowie Acari (z.B. Weeks & Breeuwer 2001)
nachgewiesen. Wo aus unbefruchteten Eiern ménnliche haploide Nachkommen
hervorgehen, sind die Bakterien verantwortlich fiir eine rein weibliche Nachkommenschaft
auf dem Wege der Gameten-Duplikation (Stouthamer & Kazmer 1994, Stouthamer 1997,
Gottlieb et al. 2002, Pannebakker et al. 2004). Die Verdoppelung der Gameten erzeugt
logischerweise homozygote Nachkommen (Suomalainen et al. 1987), und es kommt zu
einer Reduktion der genetischen Variabilitit in infizierten Populationen (Pannebakker et al.
2004). Moglicherweise ist eine von Wolbachia hervorgerufene parthenogenetische
Fortpflanzung durch Gametenduplikation beschriankt auf haplodiploide Systeme (Cook &
Butcher 1999, Stouthamer 1997, Stouthamer et al. 1999). Allerdings gibt es Hinweise
darauf, dass diese Einschrinkung nicht unbedingt die Regel ist, denn anscheinend kann
Wolbachia auch funktionell apomiktische Parthenogenese hervorrufen und koénnte so
prinzipiell fir Fille von Parthenogenese verantwortlich sein, die bei diplodiploiden
Arthropoden auftritt (Weeks & Breeuwer 2001).

Diese durch Wolbachia-Infektionen hervorgerufenen Phédnotypen dienen der Vermehrung
der Bakterien, die sich somit als Parasiten definieren lassen. Es gibt jedoch Wolbachia-
Wirt-Assoziationen, die als mutualistisch beschrieben werden. Wolbachia, die in
Nematoden gefunden werden, gehoren nicht nur anderen Bakterien-Stdmmen an als
diejenigen, die in Arthropoden gefunden werden, sondern scheinen zudem obligate
Mutualisten zu sein (Taylor & Hoerauf 1999, Foster et al. 2005). Manche Untersuchungen
deuten darauf hin, dass derartige Assoziationen auch bei Insekten vorkommen und die
Bakterien in solchen Fillen fiir die Reproduktion der Wirte notwendig sind oder diese
fordern (Dedeine et al. 2001, Dobson et al. 2002, Timmermans & Ellers 2009). Wolbachia
kann beim Wirt die Fruchtbarkeit und die Uberlebensrate erhdhen. So hat die Wolbachia-
Infektion der Wespenart Trichogramma bourarachae nur einen bekannten Effekt: Sie

steigert die Fruchtbarkeit von Weibchen auf das Doppelte (Girin & Boulétreau 1995, Vavre
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et al. 1999). Auch ein Fall von Steigerung der Widerstandskraft des Wirtes (Drosophila
melanogaster) gegen Viren ist bekannt (Teixeira et al. 2008). Die Evolution von vertikal
weitergegebenen Parasiten hin zum Mutualisten macht insofern Sinn, als dass ihr
Uberleben in einer Population gesichert wird, denn Organismen, die ihrem Wirt Schaden
zufiigen, werden mit hoherer Wahrscheinlichkeit eliminiert werden.

Auf welchem Wege die einzelnen Phédnotypen ausgeprigt werden, das heiflt, welche
Mechanismen Wolbachia dazu in die Lage versetzen, derartig auffillige Merkmale
hervorzurufen, ist weitgehend ungeklért. Hinweise finden sich im Genom der Bakterien. So
sind parasitische Wolbachia-Stamme durch das Vorhandensein von Phagen charakterisiert,
die wiederum Ankyrin-Repeat-Proteine aufweisen. Diese Proteine konnten in die
Wirtszellen exportiert werden und fiir Manipulationen der Reproduktion verantwortlich
sein (Fenn & Blaxter 2006). Diese Phagen fehlen bei den mutualistischen Wolbachia-

Stdmmen, die bei Nematoden vorkommen.

Die phéanotypischen Effekte von Wolbachia auf ihre Wirte lassen einen Zusammenhang
zwischen der Infektion der Gattung Altica mit diesen Bakterien und dem bei manchen
Arten beobachteten verschobenen Geschlechterverhiltnis vermuten und bieten daher einen
der Ansatzpunkte fiir die in dieser Arbeit angestrengten Untersuchungen zur Kldrung des

Phianomens des teilweise sehr hohen Weibchenanteils bei Altica.

1.5. Cytoplasmatische Inkompatibilitit: Speziation durch Wolbachia?

Der Nachweis, dass Wolbachia die Ursache fiir inkompatible Paarungen, aus denen keine
oder eine reduzierte Anzahl Nachkommen hervorgeht, sein kann, wurde 1971 erbracht
(Yen & Barr 1971). Von allen vier bekannten Moglichkeiten der Einflussnahme von
Wolbachia auf die Reproduktion des Wirtes ist von den Bakterien hervorgerufene
cytoplasmatische Inkompatibilitdt (CI) die am hdufigsten gefundene Variante. Wolbachia
ruft auf diesem Wege reproduktive Einschrinkungen bis hin zur reproduktiven Isolation
zwischen Individuen, die entweder mit unterschiedlichen Wolbachia-Stimmen infiziert
sind (bidirektionale Inkompatibilitit) oder aber bei Paarungen zwischen infizierten
Mainnchen und nicht infizierten Weibchen (unidirektionale Inkompatibilitét), jedoch nicht
zwischen infizierten Weibchen und nicht infizierten Mannchen (Abb. 6); folglich ist die
reproduktive Einschrankung asymmetrisch. Die Einflussnahme der Bakterien zielt also auf

die Forderung und Vermehrung infizierter Weibchen der Wirtsart. Dieser Phénotyp wurde
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bei Acari, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Isopoda, Lepidoptera und
Orthoptera nachgewiesen (Hoffmann & Turelli 1997, Werren et al. 2008).
Das Phénomen der cytoplasmatischen Inkompatibilitit sowie die maternale Vererbung
dieses Merkmals wurde erstmals 1952 bei Culex pipiens, also bei der gleichen Art, bei der
Wolbachia erstmals entdeckt wurde, beschrieben (Ghelelovich 1952). SchlieSlich wurde
die Infektion mit Bakterien der Gattung Wolbachia als Ursache fiir die Inkompatibilitét bei
C. pipiens erkannt (Yen & Barr 1971). CI funktioniert iiber zwei Komponenten: Im
Minnchen wird das Sperma durch die Anwesenheit der Bakterien wéahrend der
Spermatogenese modifiziert ("mod"); beherbergt das Weibchen den gleichen Wolbachia-
Stamm, "retten" diese Bakterien den sich entwickelnden Embryo vor den modifizierten
Spermien ("resc"). Hierauf beruht das sogenannte mod/resc-Modell (siehe unten). Sind
dagegen die Spermien modifiziert, das Weibchen aber beherbergt nicht den gleichen
Stamm oder ist nicht infiziert, entwickelt sich der Embryo nicht (Werren 1997¢).
Cytoplasmatische Inkompatibilitdt ist

A Wt x dlw_ . QQQQ bei NaSOnIaVItI“Ip‘ennls (Hyme'noptera)
d' d' d d und wabhrscheinlich auch in allen

B Qw_ X dw.,. X X X X anderen Fillen die Folge des

sogenannten "delayed nuclear
C QWA X d WB —p X XXX envelope breakdown" des ménnlichen
Pronucleus (Tram & Sullivan 2002),
D QWB X dWA — XXXX was eine Asynchronitidt zwischen dem

ménnlichen und dem weiblichen
Abb. 6 Schematische Darstellung der Moglichkeiten des

Auftretens cytoplasmatischer Inkompatibilitat bei Pronucleus und letztlich den Verlust
Verpaarungen zwischen Individuen mit unterschiedlichem
Infektionsstatus. A: Keine Inkompatibilitit zwischen des paternalen Chromosomensatzes
infizierten Weibchen und nicht infizierten Mainnchen. B:
Cytoplasmatische Inkompatibilitdt (keine Nachkommen) wahrend der Mitose hervorruft (Reed
zwischen nicht infizierten Weibchen wund infizierten
Minnchen. C und D: Inkompatibilitdt (keine Nachkommen) & Werren 1995)_ Wenn a]]erdings im
zwischen Individuen, die mit unterschiedlichen Wolbachia-
Stammen infiziert sind. Ei ebenfalls Wolbachien (des gleichen

Stammes) vorhanden sind, wird die Synchronitdt wieder hergestellt, was die Kompatibilitit
zwischen mit dem gleichen Stamm infizierten Wirten beziehungsweise zwischen infizierten
Weibchen und nicht infizierten Mannchen erkldrt (mod/resc-System, Werren 1997c).
Wolbachia wirkt offenbar gezielt auf die den Zellzyklus regulierenden Proteine ein. Dabei
scheint der verspitet in die mitotische Teilung eintretende paternale Pronucleus der
wichtigste Defekt bei von cytoplasmatischer Inkompatibilitit betroffenen Embryonen zu

sein. Die Unfédhigkeit der paternalen Chromosomen, zu kondensieren, ist dann eine weitere

21



Einleitung

Konsequenz. Durch den Verlust des paternalen Chromosomensatzes ist der Embryo
haploid und, bei diplo-diploiden Taxa, nicht lebensfdhig (Callaini et al. 1997). Bei haplo-
diploiden Taxa hingegen gehen aus solchen Paarungen ausschlieflich méinnliche
Nachkommen hervor. Die Folge der Lethalitit der Zygoten, die von CI betroffen sind, ist
eine reduzierte Nachkommenzahl beziehungsweise eine hohe Embryonensterblichkeit
(O’Neill & Karr 1990). Also produzieren infizierte Weibchen, unabhéngig davon, ob sie
sich mit einem infizierten oder einem nicht infizierten Minnchen paaren, mehr
Nachkommen als nicht infizierte Weibchen, deren Nachkommen bei einer Paarung mit
infizierten Méannchen unter hoher Embryonensterblichkeit leiden. Die Folge ist, dass die
Frequenz der Wolbachia-Infektion von einer Generation zur nichsten ansteigt (Turelli &
Hoffmann 1995).

Evolutionsbiologisch und insbesondere hinsichtlich der Moglichkeit der Forderung von
Artbildung ist die Induktion von cytoplasmatischer Inkompatibilitdit durch Wolbachia
besonders interessant (O'Neill & Karr 1990, Shoemaker et al. 1999, Bordenstein et al.
2001, Bordenstein 2003). Da die Bakterien auf diesem Wege theoretisch

Allopatrie Sympatrie

Population 1

Population 2 WB

Abb. 7 Theoretischer Ablauf einer Artbildung durch Infektion zweier Populationen der gleichen Art (in
Allopatrie) mit zwei unterschiedlichen, inkompatiblen Wolbachia-Stimmen. Gelangen die Gruppen wieder in
Sympatrie, sind sie reproduktiv gegeneinander isoliert.

genetische  Unterschiede zwischen Populationen, die einen unterschiedlichen
Infektionsstatus aufweisen, hervorrufen kénnen, konnten sie eine Ursache fiir reproduktive
Isolation zwischen Populationen der gleichen Art darstellen (Abb. 7). Diese konnte sogar
innerhalb ein und derselben Population ursdchlich fiir eine Separation zwischen
unterschiedlichen Infektionsgruppen sein. Wenn inkompatible Paarungen Genflufl
zwischen Populationen verhindern, wéren die Bakterien also die erste Ursache oder
zumindest einer von vielen Faktoren fiir reproduktive Isolation (Werren 1997b, Rokas
2000, Bordenstein 2003, Telschow et al. 2005). Natiirlich kann man dieses Szenario auch

von der anderen Seite betrachten, wenn ndmlich Wolbachia mittels Hervorrufung
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cytoplasmatischer Inkompatibilitit die Produktion hybrider Nachkommen verhindert (Trpis
et al. 1981, Dean & Dobson 2004).

1.6. Wolbachia-Infektionen und mitochondrielle DNA

Die iiber die maternale Vererbung gekoppelte Weitergabe von Mitochondrien und
Wolbachia hat weitreichende Konsequenzen, die sich auf die Verwendung mitochondrieller
DNA fiir phylogenetische Analysen auswirken (Hurst & Jiggins 2005). Ungewdhnliche
Populationsstrukturen, die auf der Ausbreitung von Wolbachia-Stimmen beruhen, kénnen
also potentiell durch die Verwendung von mtDNA-Sequenzen sichtbar gemacht werden.
Wenn etwa die auf mitochondriellen Daten beruhende Phylogenie der Wirtsart in
Ubereinstimmung mit der Phylogenie der diese Wirte infizierenden Bakterien steht, kann
man annehmen, dass Wolbachia zumindest auf der Ebene der Mitochondrien einen Einfluss
auf die genetische Struktur der Wirte haben oder hatten (Narita et al. 2006). Die
Assoziation zwischen einem mtDNA-Haplotyp und einem bestimmten Wolbachia-Stamm
konnte oft nachgewiesen werden (Schulenburg et al. 2002, Jiggins 2003, Shoemaker et al
2003, Keller et al 2004). Da die Bakterien auflerdem ihre eigene Verbreitung in einer
Population des jeweiligen Wirtes fordern, beispielsweise 1iiber die Induktion
cytoplasmatischer Inkompatibilitét, wird sich eine Infektion innerhalb der Wirtspopulation
ausbreiten, und sie wird denjenigen mtDNA-Haplotyp mit sich verbreiten, der mit dem
zuerst infizierten Wirtsindividuum assoziiert war (Abb. 8). Eine derartige Infektionswelle
bezeichnet man als "mtDNA-sweep", den Vorgang als "genetic hitchhiking" (Turelli et al.
1992, Rigaud et al. 1999a). Eine auf mitochondrieller DNA beruhende Phylogenie kann
folglich sogar verwendet werden, um die Reihenfolge, in welcher unterschiedliche
Wolbachia-Stamme Populationen ihrer Wirte infizierten, zu bestimmen (Schulenburg et al.
2002). Da nur eine geringe Anzahl von Mitochondrien von einigen wenigen
Griinderindividuen, die den Ursprung eines "sweep" darstellen, abstammt, wird die
Diversitit der Mitochondrien in einer neu infizierten Population reduziert sein (Baudry et
al. 2003).

Interessant sind Wolbachia-Infektionen auch im Zusammenhang mit interspezifischer
Hybridisierung und Introgression von mtDNA. Da auf dem Wege der Hybridisierung
zwischen verschiedenen Arten und anschlieender Riickkreuzung mit einer der Elternarten
Mitochondrien die Artgrenzen iiberschreiten konnen, konnen auf demselben Wege auch
assoziierte Wolbachia-Infektionen von einer Art auf eine andere iiberspringen. In der Folge

kann, sofern die Infektion sich in der Population verbreitet, auf diesem Wege auch die
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assoziierte mitochondrielle DNA in der betreffenden Population effektiv verbreitet werden

und die urspriingliche Form nach und nach ersetzen (Abb. §; Jiggins 2003).

Abb. 8 Schematische Darstellung der Ubertragung eines Wolbachia-Stammes (W,) und des mit dieser Infektion
assoziierten mtDNA-Haplotyps (HT,) von einem infizierten weiblichen Tier auf eine nicht infizierte Population der
gleichen Art, die den Haplotyp HTy aufweist. Aufgrund der Kompatibilitdt zwischen infizierten Weibchen und nicht
infizierten Minnchen kommt es zu einer Ubertragung der Infektion, zur Ausbreitung der Wolbachien in der Population
und damit einhergehend zur Ausbreitung des assoziierten mitochondriellen Happlotyps HT a.

Die Betrachtung der Charakteristika und Effekte dieser Bakterien und die weite
Verbreitung dieses Taxons innerhalb der Arthropoda machen deutlich, dass Wolbachia in
der Evolution einen wichtigen Faktor repréasentiert (Bordenstein et al. 2001, Charlat et al.
2003). Die vorliegende Arbeit befasst sich daher insbesondere mit dem Einfluss dieser

"reproduktiven Parasiten" auf die Gattung Altica.

1.7. Untersuchungen zur Gattung Altica und zum Einfluss von Wolbachia
1.7.1. Einfluss von Wolbachia-Infektionen auf phylogenetische Muster: Bisherige
Ergebnisse

Aufgrund der bereits in zahlreichen Studien nachgewiesenen Moglichkeit -einer
Einflussnahme eines duBleren Faktors wie Wolbachia auf phylogenetische Prozesse eines
Wirtstaxons (z.B. Hurst & Jiggins 2005) wurde die Untersuchung der mit Wolbachia
infizierten Gattung Altica im Hinblick auf diese schon in vorangegangenen Untersuchungen
tiberpriift (Diplomarbeit R. Jackel 2005, Diplomarbeit D. Mora 2006). Diese Thematik
betreffend wurde eine phylogenetische Analyse einer Reihe heimischer Altica-Arten mittels
Sequenzierung eines etwa 1700bp langen Abschnitts der mtDNA (Abschnitte von COIl und
COIl sowie die dazwischen liegende Sequenz der tRNA'") durchgefiihrt (Abb. 9). Um
einen moglichen Einfluss einer Infektion mit Wolbachia auf die Dynamik der mtDNA
aufzudecken, wurde die mittels dieser mtDNA-Sequenzdaten rekonstruierte Phylogenie der
Kédfer mit der Phylogenie der diese Individuen infizierenden Wolbachia-Bakterien
verglichen. Letztere wurde auf der Grundlage eines etwa 1000bp langen Abschnitts des

bakteriellen ftsZ-Gens erstellt. Dieses Gen weist eine hohe Variabilitit auf, die es zu einem
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A. aenescens (Koberg, SH) A_aen_1

g3 A. aenescens (Koberg, SH) A_aen_2

59 ﬂ': A. ericeti (Koberg, SH) A _eri_1
A. ericeti (Koberg, SH) A_eri_2 A2
— A. lythri (Giister, SH) A_lyt_10

86 A. lythri (Giister, SH)_A_lyt_12
L A. lythri (Wedel, SH) A_lyt_1
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A. sp. 1 (Aumiihle, SH) A_sp1_1
lythri (Ménerbes, F) A_lyt_5
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90 nicht
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longicollis (Li§t/SyIt, SH) A lon_2
98 engstroemi (Osterdliren, S) A_eng_1
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quercetorum (Wedel, SH) A_quer_1
— A. lythri (Geesthacht, SH) A_lyt_7
—— A. lythri (Neugraben, HH) A_lyt 8

—— A. lythri (Neugraben, HH) A_lyt_9
100 A. lythri (Wedel, SH) A_lyt_2 AM

i‘: A. lythri (Guster, SH) A_lyt_4
A. lythri (Giister, SH) A_lyt_11

A. carinthiaca (Pevestorf, NI) A_carinth_1

engstroemi (Osterdliren, S) A_eng_2

100
60 100

99 — A. palustris (Neugraben, HH) A_pal_1

100 A. palustris (Neugraben, HH) A_pal_4 nicht
—— A. palustris (Wohltorf, SH) A_pal_2 nachweisbar
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. palustris (Wohltorf, SH) A_pal_3

. oleracea (Aumuehle, SH) A_ol_5
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. oleracea (Fuerstenfeld, A) A_ol_13

63

A

A

A

A. oleracea (Havekost, SH) A_ol_10 A1
100 85 A. oleracea (Wohitorf, SH)_A_ol_6

A

A

A

. oleracea (Wohltorf, SH) A_ol_7

100 . oleracea (Takern, A) A_ol_8

. oleracea (Takern, A) A_ol_14

Longitarsus tabidus

Aphthona lutescens
Abb. 9 Strikter MP-Konsensus-Baum (Lénge: 864 Schritte; CI = 0,77), erstellt aus 195 kiirzesten Badumen. Die
Analyse umfasst 10 Arten beziehungsweise 32 Individuen der Gattung Altica sowie Aphthona lutescens und
Longitarsus tabidus als AuBengruppe. Die Werte an den Asten entsprechen Bootstrap-Werten in 500
heuristischen Suchen. Auf der rechten Seite ist der jeweilige Status der Wolbachia-Infektion fiir alle Altica-
Individuen angegeben (Daten tiber Infektionstypen: D. Mora, 2006). A1-Wolbachia-Stamm A1; A2-Wolbachia-
Stamm A2; B-Wolbachia-Stamm B.

fir die Unterscheidung zwischen nah verwandten Wolbachia-Stammen, wie sie bei

Untersuchungen auf der Ebene von Gattungen und Arten zu erwarten sind, geeigneten

Marker machen. Die Ergebnisse dieser Untersuchung lassen einige Erkenntnisse zu, warfen

jedoch auch eine Reihe weiterer Fragen auf.

Bei fast allen untersuchten Altica-Arten und einem Grofteil der zur Verfiigung stehenden

Individuen konnte eine Infektion mit Wolbachia der Supergroups A bezichungsweise B
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nachgewiesen werden (Abb. 9, Daten von D. Mora, Diplomarbeit 2006). Der Grof3teil der
gefundenen Bakterien gehorte hierbei der Supergroup A an; hierbei lieBen sich zwei

, _ deutlich verschiedene Stimme unterscheiden, die als Al
Tab. 2 Nachgewiesene Wolbachia-

Infektionen (ftsZ-Sequenzen) bei
den zehn bislang analysierten

und A2 bezeichnet wurden, und bei lediglich drei Altica-

Altica-Arten. Daten ermittelt von

Arten wurde ein Stamm nachgewiesen, der der

D. Mora, 2006.

Art \S/\igllgifhia- Supergroup B zugeordnet werden konnte (Tab. 2). Das
A.aenescens A2 auffilligste Ergebnis der phylogenetischen Analyse der
A. carinthiaca Al . .
A engstroemi B mtDNA-Sequenzen der Gattung Altica war die
2 fc::mzeit(!ollis A_2 polyphyletische Auflosung der Art A. lythri. Innerhalb
A. lythri Al, A2 dieser Art fanden sich zwei durch hohe p-Distanzen
A. oleracea Al

A. palustris Al voneinander getrennte mtDNA-Haplotypen (HT1 und
A. quercetorum B

A.sp. 1 A2 HT2); die Sequenzdivergenzen zwischen diesen Formen

lagen bei 4,3%, was die genetischen Unterschiede zu
anderen Arten teilweise deutlich iibertraf. Bemerkenswerterweise konnten die beiden
Haplotypen sogar innerhalb der gleichen Population nachgewiesen werden (zum Beispiel
Population Wedel, Abb. 9).
A. lythri erwies sich zudem als die einzige Art, deren Individuen mit unterschiedlichen
Wolbachia-Stammen infiziert waren (Al und A2; Tab. 2), und auch hier fanden sich
unterschiedliche Infektionstypen innerhalb von Populationen. Entsprechend der auf der
Assoziation beider Elemente beruhenden Annahme waren die bei A. lythri gefundenen
mtDNA-Haplotypen HT1 und HT2 zudem konstant mit jeweils einem spezifischen
Wolbachia-Stamm assoziiert: So trat eine Infektion mit A1 nur bei Tieren des Haplotyps
HT1 auf, der Stamm A2 fand sich ausschlief8lich bei Individuen des Haplotyps HT2.

Die hier dargestellten Ergebnisse vorheriger Untersuchungen fiihren zu einer wesentlichen
Fragestellung: Inwieweit haben die Wolbachia-Bakterien die Evolution ihres Wirtes
beeinflusst? Insbesondere soll geklart werden, wie bedeutend der Einfluss der Bakterien auf
die Populationsdynamik der mtDNA ist. Die Beantwortung dieser Frage beinhaltet jedoch
nicht nur Effekte der Assoziation zwischen mtDNA und Wolbachia-Stamm, sondern soll
klaren, ob die Bakterien bei Altica einen Einfluss auf die Reproduktion haben. Von
besonderem Interessse ist hier die Beantwortung der Frage, ob Individuen durch
cytoplasmatische Inkompatibilitit reproduktiv isoliert sind. Auf diese und andere Fragen,
auf die in den folgenden Kapiteln eingegangen wird, soll in der vorliegenden Arbeit eine

Antwort gefunden werden.
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1.7.2. Phylogenie, Populationen, Einfluss von Wolbachia: Weiterfiihrende
Untersuchungen

1.7.2.1. Analyse der Polyphylie: Mitochondrielle und nukleire Daten

Die auf der Basis der mitochondriellen DNA polyphyletische Gruppierung der Art A. lythri
ist eine der augenfalligsten Besonderheiten des untersuchten Systems und die Hypothese zu
Hybridisierung und Introgression von mtDNA bedarf weiterer Uberpriifung. Da die mittels
mitochondrieller Daten rekonstruierte Phylogenie der Gattung Altica bisher lediglich einen
kleinen Ausschnitt aus einer groBeren Anzahl Arten und eine limitierte Anzahl Individuen
aus einer geringen Zahl unterschiedlicher Populationen umfasst, war es notwendig, zum
einen eine Erweiterung der phylogenetischen Analyse um Sequenzdaten weiterer Arten und
weiterer Individuen bereits enthaltener Arten, zum anderen aber auch eine Uberpriifung
dieser Ergebnisse mittels unabhéngiger nukledrer Marker durchzufiihren.

Da mtDNA und der jeweils assoziierte Wolbachia-Stamm miteinander gekoppelt an die
jeweils ndchste Generation weitergegeben werden, ist eine auf Daten der mitochondriellen
DNA beruhende phylogenetische Analyse zwangsweise vom Einfluss der Bakterien
gepragt und ldsst keine unabhingige Interpretation der Verwandtschaftsverhéltnisse zu.
Doch nicht nur Wolbachia beeinflusst die Populationsdynamik der mtDNA, auch
Hybridisierung und nachfolgende Introgression von mtDNA tragen, neben anderen
Faktoren, dazu bei, dass eine allein auf mitochondriellen Daten beruhende Phylogenie nicht
unbedingt die tatsdchlichen Verwandtschaftsverhdltnisse des untersuchten Taxons
widerspiegelt. Andererseits bietet eine solche Analyse aber auch erste Anhaltspunkte fiir
Hinweise auf eine derartige Beeinflussung und auf Introgression, welche dann mittels
Analyse nukledrer DNA {iberpriift werden konnen.

Einen wesentlichen Bestandteil der erforderlichen Untersuchungen stellte daher die Suche
nach der Herkunft der moglicherweise von anderen Altica-Arten stammenden und mittels
interspezifischer Hybridisierung und Introgression in die Art A. lythri gelangten
mitochondriellen DNA dar. Auch zu diesem Zweck hatte diese Untersuchung zum Ziel,
bislang fehlende Arten in die phylogenetische Untersuchung zu integrieren. Die
Erweiterung der phylogenetischen Analyse zielte jedoch auch darauf ab, die Verlasslichkeit
der Ergebnisse zu sichern. Insbesondere sollte sichergestellt werden, dass die
polyphyletische Auflosung nicht ein allgemeines Problem des untersuchten Systems ist,
welches etwa auf fehlerhafter Artbestimmung oder auf Fehlerquellen beruht, die sich
aufgrund des verwendeten Markers ergeben, wie Pseudogene oder aber urspriingliche

Polymorphismen (das sogenannte unvollstdndige "lineage sorting").

27



Einleitung

Die Erweiterung der Phylogenie umfasst nicht nur die Integration zahlreicher weiterer
Sequenzen der mtDNA von zusidtzlichen Individuen verschiedener Populationen und
weiterer Arten, sondern auch die Uberpriifung der auf mitochondrieller DNA beruhenden
Phylogenie mittels nukledrer Genabschnitte. Da es sich hier um ein System enger
Verwandtschaftsverhéltnisse handelt, ist fiir die Auflosung desselben die Verwendung
eines hochgradig variablen Markers notwendig. Die Verwendung von Sequenzen des
Introns des Gens EF-1a (Elongationsfaktor-1a) beziehungsweise der rDNA-Spacer ITS1
oder ITS2 (Internal Transcribed Spacer 1 beziehungsweise 2) hat sich zu diesem Zweck bei
einer ganzen Reihe verschiedener Forschungsansitze bewdhrt (Vogler & DeSalle 1994,
Miller et al 1996, Fabry et al.1999, Schulenburg et al. 1999, Bargues et al. 2000, Sanchis et
al. 2001, Coleman 2007). Wahrend EF-la an sich ein sehr konserviertes Gen darstellt,
evolvieren eingeschlossene Introns schnell und lassen sich fiir phylogenetische
Fragestellungen zu jiingeren Evolutionsereignissen verwenden. Mittels an die konservierten
Bereiche der Exons bindenden Primern kann man iiber Introns hinwegsequenzieren (EPIC:
"exon primed intron crossing"; Sanchis et al. 2001) und spéter Exon- und Intronsequenzen
voneinander unterscheiden.

Die ebenfalls hochgradig variablen Marker ITS1 und ITS2 umfassen einen Abschnitt
ribosomaler DNA (rDNA), der bei Eukaryoten typischerweise aus hunderten hintereinander
liegender Kopien der Transkriptionseinheit besteht, die fiir die Gene 18S, 5.8S und 28S

codiert. Zwischen diesen DNA-
] 18S ITST FEE) 11S2 28S ]

Abschnitten liegen die Spacer

Abb. 10 Lage der transkribierten Spacer-Regionen ITS1 und ITS2 in :
der ribosomalen DNA zwischen den codierenden Genabschnitten 18S, ITST und ITS2 (Abb' 10)’ die

585 und 28S. aufgrund ihrer hohen Variabilitit

hédufig fiir die Rekonstruktion von Phylogenien auf Populations- und Artebene verwendet
werden.  Beide  Marker  eignen sich  ebenso  zur  Verwendung  bei
Hybridisierungsexperimenten sowie zur Detektion kryptischer Arten, Unterarten sowie zur
Analyse von Populationsstrukturen (Bargues et al. 2001, Bargues et al. 2003, Mas-Coma et
al. 2001). Offenbar koevolvieren ITS1 und ITS2; folglich reicht es aus, nur einen der
beiden Spacer zu analysieren (Bargues et al. 2006). Zudem scheinen Beflirchtungen, es
konne aufgrund des Vorhandenseins mehrerer hundert Kopien der Transkriptionseinheiten
Probleme in Bezug auf intragenomische Variabilitdt kommen, offenbar als unbegriindet, da
die Repeats einer konzertierten Evolution unterliegen, was dazu fiihrt, dass die ITS-Kopien
eines Organismus untereinander identisch sind (Elder & Turner 1995, Alvarez & Wendel

2003, Ganley & Kobayashi 2007).
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ITS2-Sequenzen weisen normalerweise Langen zwischen 400 und 600 Basenpaaren auf
(e.g. Fritz et al. 1994), kénnen aber auch deutlich ldnger sein sowie eine interspezifische
Langenvariabilitdit aufweisen (Harris &
Drandall ~ 2000). Sie  bestehen aus
unterschiedlich gestalteten Bereichen, die
durch Riickfaltung aufeinander

Sekundirstrukturen mit ,,stems* und ,,loops*

Abb. 11 Sekundirstruktur des internal transcribed ~ @usbilden, deren spezifische Formen ihrerseits
spacer ITS2 inklusive der angeschlossenen

Abschnitte der codierenden rRNA-Gene 288  IUr phylogenetische Untersuchungen
beziechungswesie 5.8S. Abb. leicht verdndert nach .
http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/ herangezogen werden konnen (Abb. 11).

images/its2_58 28.jpg . 1o
Zur Klarung der Verwandtschaftsverhéltnisse

innerhalb der Gattung Altica wurden in der vorliegenden Untersuchung sowohl Sequenzen
des EF-la-Introns als auch ITS2-Sequenzen derselben Individuen fiir die Berechnung der
phylogenetischen Beziehungen verwendet, anhand derer die mitochondrielle Phylogenie

rekonstruiert wurde.

1.7.2.2. Phylogenetische Analyse des Taxons Wolbachia

In unmittelbarem Zusammenhang mit der Analyse der mitochondriellen DNA der Gattung
Altica steht die Erweiterung des von D. Mora (Diplomarbeit 2006) erhobenen Datensatzes
zur phylogenetischen Analyse der in der Gattung Altica gefundenen Wolbachia-Bakterien.
Diese Analyse wurde unter Einbeziehung weiterer Individuen (in Ubereinstimmung mit
dem mtDNA-Datensatz) unter Verwendung der Sequenzen des bakteriellen ftsZ-Gens
durchgefiihrt. Das ftsZ-Gen bietet fiir diese Analysen den Vorteil einer hohen Variabilitdt
bei geringer bis fehlender Rekombinationsrate. Im Gegensatz zum ebenfalls sehr variablen,
jedoch stirker der Rekombination unterliegenden Gen wsp ist ftsZ fiir phylogenetische
Analysen sowie fiir den Nachweis und die Identifikation von Wolbachia gut geeignet
(Werren et al. 1995b). Im relativ neu entwickelten ‘Multilocus sequence typing system’
(MLST) werden ftsZ-Sequenzen zusammen mit Sequenzen der bakteriellen Gene gatB,
CoxXA, hcpA und fbpA verwendet, um Wolbachia-Stamme und ihre zahlreichen Allele zu
definieren (Baldo et al. 2006b; http://pubmlst.org/Wolbachia).

Der Vergleich der aus dem Altica- und dem Wolbachia-Datensatz rekonstruierten
Phylogenien ermoglichte es, den Hinweisen auf eine Beeinflussung der Dynamik der
mtDNA durch Wolbachia nachzugehen. Hier werden insbesondere "selective sweeps"

erkennbar sowie der Zusammenhang zwischen Introgression von mtDNA und
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nachfolgender Ausbreitung eines bestimmten Wolbachia-Stammes in einer neu infizierten
Wirtsart. Gleichzeitig konnte die Diversitét der Bakterien differenzierter aufgeklart werden.
Unter Einbeziehung weiterer ftsZ-Daten aus unterschiedlichen Datenbanken wurde
auflerdem eine genaue Zuordnung der bei Altica vorkommenden Wolbachia-Staimme zu
Stammen und Varianten, die von anderen Wirten des Taxons Arthropoda bekannt sind,
vorgenommen. Im Zusammenhang hiermit war es moglich, zu kldren, wie stabil die
Assoziation zwischen Altica und Wolbachia ist und inwieweit sich Cospeziation zwischen

Wirt und Parasit nachweisen lésst.

1.7.2.3. Geographische Analyse der Haplotypen-Verteilung von Altica lythri

Als besonderer Vorteil erweist es sich, dass A. lythri in Deutschland eine der hiufigsten
und am weitesten verbreiteten Arten ist, die zudem teilweise, vor allem im Friihling,
umfangreiche Aggregationen bildet; daher kann die Art leicht in groBeren Individuenzahlen
gesammelt werden, und umfangreiche Analysen mit gro3en Stichproben sind problemlos
durchzufiihren.

Wie erwihnt, konnte bisher gezeigt werden, dass A. lythri zwei durch eine hohe
Sequenzdivergenz von etwa 4,3% unterscheidbare mitochondrielle Haplotypen aufweist.
Dartiber hinaus lagen aus den bisherigen phylogenetischen Untersuchungen Hinweise
darauf vor, dass Individuen mit diesen unterschiedlichen Haplotypen in Populationen der
Art nebeneinander vorkommen (so fanden sich in den Populationen aus Giister und Wedel
beide Haplotypen nebeneinander, Abb. 9). Bisher existierten jedoch relativ wenige Daten
sowohl iiber die Verteilung der Haplotypen innerhalb von Populationen als auch iiber das
Vorkommen der einzelnen Formen (oder auch weiterer, bisher unentdeckter Varianten) auf
einer groferen geographischen Skala. Daher wurden umfassende Untersuchungen zum
generellen Vorkommen der einzelnen Haplotypen, zu ihrer Koexistenz und zu ihrer
Haufigkeit durchgefiihrt. Dies ermdglichte zudem noch eine umfangreiche Analyse der
Geschlechterverteilung in den untersuchten Populationen. Die RFLP (restriction fragment
length polymorphism)-Methode zum Nachweis von Polymorphismen im Bereich der
Schnittsequenz von Restriktionsenzymen ermoglicht eine schnelle Analyse einzelner
mtDNA-Haplotypen (Dobler & Farrell 1999). Diese Methode wurde hier bei der
deutschlandweiten geographischen Analyse der Haplotypenverteilung bei A. lythri
angewandt. Dank der bereits erfolgten Sequenzierung der einzelnen mtDNA-Varianten
(vergleiche Abschnitt 1.7.2.1) konnte dann jedes Enzymschnittmuster einem der bekannten

Haplotypen direkt zugeordnet werden. Aulerdem bot sich hier die Mdglichkeit, {iber die
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RFLP-Schnittmuster gegebenenfalls schnell neue mtDNA-Varianten ausfindig zu machen,
die dann sequenziert und in die phylogenetische Untersuchung eingeschlossen werden

konnten.

1.7.2.4. Test auf cytoplasmatische Inkompatibilitiit bei Altica lythri

Der Nachweis von unterschiedlichen Wolbachia-Stimmen innerhalb von Populationen der
Art A. lythri (Abb. 9, Tab. 2) wirft die Frage auf, ob zwischen Individuen unterschiedlicher
Infektionstypen cytoplasmatische Inkompatibilitit auftritt. Wire dies der Fall, wire dies ein
Fall von reproduktiver Isolation zwischen Individuen derselben Art beziehungsweise
zwischen Individuen derselben Population. Ein derartiger Befund hitte im Hinblick auf die
Moglichkeit einer Einflussnahme von Wolbachia auf Speziationsereignisse eine grofe
Bedeutung.

Die experimentelle Uberpriifung, ob ein derartiger Isolationsmechanismus innerhalb der
Art A. lythri vorliegt, erfolgte iiber die Aufzucht virgineller Tiere mit bekanntem Haplotyp
und bekanntem Infektionsstatus unter Durchfiihrung gezielter Verpaarungen. Diese
Verpaarungen fanden zwischen Individuen unterschiedlicher und gleicher Infektionstypen
statt, um mehrere Varianten von Kompatibilitdt und Inkompatibilitit auf ihr Auftreten
testen zu konnen. Im Falle reduzierter Schlupfraten bei potenziell inkompatiblen
Verpaarungen im Vergleich zu potenziell kompatiblen Verpaarungen sollten auf
Reproduktionshindernisse  beziehungsweise Isolationsmechanismen hinweisen, die
moglicherweise auf den Einfluss der Infektion mit unterschiedlichen Wolbachia-Stammen

zuriickgefiihrt werden konnen.

1.7.2.5. Karyologische Untersuchungen zu Polyploidie

Abgesehen von der Mdoglichkeit, dass die Infektion mit Wolbachia bei Altica die Ursache
fiir die Verschiebung des Geschlechterverhdltnisses zu von Weibchen dominierten
Populationen ist, miissen alternative Erkldrungsansitze in Erwédgung gezogen werden. Die
Seltenheit von Minnchen lieBe moglicherweise auf parthenogenetische Fortpflanzung
schlieBen, doch wurde fiir heimische Arten diesbeziiglich bisher kein Nachweis erbracht.
Thelytok-parthenogenetische Fortpflanzung ist oft gekoppelt mit Polyploidie (Lachowska
et al. 2008), und auch die sich parthenogenetisch fortpflanzende Art A. lazulina weist einen
triploiden Chromosomensatz auf (Smith 1960). Untersuchungen zu Chromosomenzahlen

ménnlicher Exemplare der Art A. Iythri deuten bislang auf einen diploiden
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Chromosomensatz der Art hin; die Chromosomenzahlen werden mit 11"+X+y angegeben
(Segarra & Petitpierre 1982).

Da ein vervielféltigter Chromosomensatz als Hinweis auf diesen Weg der Fortpflanzung
betrachtet werden kann, sollte fiir Altica iiber eine karyologisch-mikroskopische
Untersuchung des Chromosomensatzes bei Mannchen und Weibchen verschiedener Arten
nach Hinweisen auf Polyploidie gesucht werden. Wichtig war diese Untersuchung
insbesondere deshalb, da bereits Hinweise auf polyploide Chromosomensitze bei einigen,
aber nicht allen Individuen der Art A. oleracea vorliegen (L. Striiven, Bachelorarbeit
2008).
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2. Material und Methoden

2.1. Altica und Wolbachia: Phylogenetische Untersuchungen

2.1.1. Vorbereitung der Proben

Fiir die Erweiterung und Vervollstindigung der phylogenetischen Untersuchung der
Gattung Altica wurden weitere heimische und nicht heimische Altica-Arten sowie
zusdtzliche Individuen bereits analysierter Arten gesammelt beziehungsweise es wurde auf
gefrorene oder in Ethanol konservierte Exemplare zuriickgegriffen (Tab. 3). Wurden an
einem Fundort keine oder keine ausreichenden Anzahlen Imagines gefunden, wurden
Larven unterschiedlicher Altersstadien gesammelt, im Labor aufgezogen und die
geschliipften Kéfer fiir die Untersuchungen verwendet. Wann immer mdéglich, wurden von
jeder Art beziehungsweise Population mehrere Individuen analysiert. Als AuBBengruppe fiir
die Rekonstruktion der Phylogenie der Gattung Altica wurden zwei Vertreter der mit Altica
nahe verwandten Gattungen Hermaeophaga (H. mercurialis) und Podagrica (P. fuscipes)
gewdhlt. Das fiir die DNA-Extraktion vorgesehene Gewebe wurde bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert.

Jede Imago wurde einer Préparation unterzogen. Nur das Abdomen wurde fiir die
Isolierung der DNA zuriickbehalten und die Genitalien der Kéfer sowie der Rest des
Korpers fiir die Artbestimmung herangezogen. Fiir jedes Individuum wurden sowohl der
Aedeagus der Ménnchen beziehungsweise Spermathek, Styli sowie Spiculum ventrale der
Weibchen als auch der nach Abtrennung des Abdomens verbleibende Rest des Kéfers fiir
spitere Uberpriifungen in einer Sammlung hinterlegt. Jedes Individuum wurde in erster
Linie anhand der Genitalmorphologie, zusitzlich jedoch auch anhand &uBlerer Merkmale
bestimmt. Hier sind insbesondere Ausprdagung und Form von Stirnhdckern und Stirnkiel zu
nennen. Zusitzlich bot, sofern bekannt, die Frapflanze wichtige Hinweise auf die
Artzugehorigkeit. Zur Artbestimmung wurden ausschlielich solche Bestimmungsschliissel
verwendet, die unter besonderer oder zusitzlicher Beriicksichtigung der weiblichen
Genitalmerkmale erstellt wurden (Kangas & Rutanen 1992, Doguet 1994, Siede 1998). Da
héufig angefiihrt wird, dass die Artbestimmung bei Altica schwierig sei und nur anhand der
Genitalmorphologie der Ménnchen iiberhaupt mdglich, wurde besonderes Augenmerk auf
die Verwendung ménnlicher Kéfer gelegt, und wo moglich, wurden zusdtzlich zu den

Weibchen auch immer die zugehdrigen Méannchen prapariert und analysiert.
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Tab. 3 Liste der fiir die phylogenetischen Analysen bearbeiteten Arten und Individuen der Gattung Altica.
Individuen, um die die bestehende mtDNA-Phylogenie erweitert wurde, sind in Fettdruck hervorgehoben.
Grau hinterlegt: ftsZ-Sequenzdaten fiir Wolbachia erhoben von D. Mora, 2006. Spalte 1: Art. Spalte 2:
individueller Code zur Identifizierung jedes Individuums. Spalte 3: DNA-Extraktionsmethode. Spalte 4:
Fundort; angegeben ist jeweils die ndchste Stadt oder der nichstgelegene Ort. Fundorte innerhalb
Deutschlands: BW-Baden-Wiirttemberg, HH-Hamburg, NI-Niedersachsen, SH-Schleswig-Holstein, ST-
Sachsen-Anhalt, TH-Thiiringen. Fundorte auBerhalb Deutschlands: A-Osterreich, CH-Schweiz, DK-
Déanemark, E-Spanien, F-Frankreich, PL-Polen, S-Schweden. Spalte 5: Funddatum. Spalte 6: Pflanzenart, auf
der das jeweilige Individuum gefunden wurde. *Pflanze nicht bekannt (entweder keine Angabe oder
Kescherfang aus Vegetation); ** Beifang aus Getreidefeldern. T Tier war in Alkohol konserviert.

Art Code Extr. Herkunft Datum Pflanze

A. aenescens Aaenl Kit Koberg, SH 27.V.05 Betula sp.
A aen2 Kit Koberg, SH 27.V.05 Betula sp.
A aen 3 Kit Koberg, SH 27.V.05 Betula sp.

A. ampelophaga Aamp17f  Kit Soller, Mallorca, E  18.IX.06 Vitis vinifera
Aamp 2t  Kit Soller, Mallorca, E 18.1X.06 Vitis vinifera
Aamp3t Kit Soller, Mallorca, E 18.1X.06 Vitis vinifera

A. birmanensis A bir 1 Kit Fushan, Taiwan 12.11.01 - *

A. brevicollis A brev 1 Kit Griesheim, BW 20.V1.96 -k

A. carinata Acarinal Kit Taos, USA ohne Angabe Onagraceae Gen. sp.
Acarina2  Kit Taos, USA ohne Angabe Onagraceae Gen. sp.

A. carinthiaca A carinth1  Kit Pevestorf, NI 12.V.05 -— %
A carinth 2 Kit Pevestorf, NI 01.IX.06 -— %

A. engstroemi Aeng 1 Kit Osterdllren, S 04 Filipendula ulmaria
Aeng2 Kit Osterdllren, S 04 Filipendula ulmaria

A. ericeti Aceril Kit Koberg, SH 17.V1.05 Erica tetralix
Aeri2 Kit Koberg, SH 17.V1.05 Erica tetralix

A. helianthemi A hel 1 Kit Badberg, BW 02.V.00 - K
A hel 2 Chelex Freiburg, BW 02.V.08 - K
A hel 3 Chelex  Freiburg, BW 02.V.08 - *

A. impressicollis A imp 1 Kit Altenteil, SH 12.VIIL.O7 Epilobium hirsutum

A. longicollis Alon 1 Kit List, SH 28.V.05 Empetrum nigrum
Alon 2 Kit List, SH 28.V.05 Empetrum nigrum

A. lythri Alytl Kit Wedel, SH 03.V.05 Epilobium hirsutum
Alyt2 Kit Wedel, SH 03.V.05 Epilobium hirsutum
Alyt3 Kit Wedel, SH 03.V.05 Epilobium hirsutum
Alyt4 Kit Giister, SH 21.VL.05 Epilobium hirsutum
AlytSs Kit Ménerbes, F 18.V.05 -—-*
Alyt6 Kit Geesthacht, SH VI.05 Epilobium hirsutum
Alyt7 Kit Geesthacht, SH VI.05 Epilobium hirsutum
Alyt8 Kit Neugraben, HH 10.VI.05 Epilobium hirsutum
Alyt9 Kit Neugraben, HH 10.VL.05 Epilobium hirsutum
Alyt10 Kit Giister, SH 21.VIL.05 Oenothera sp.
Alyt11 Kit Giister, SH 21.VL.05 Oenothera sp.
Alyt12 Kit Giister, SH 21.VL.05 Epilobium hirsutum
Alyt13 Kit Geesthacht, SH 16.VI.05 Oenothera sp.
Alyt 14 Kit Freiburg, BW VII.O6 Epilobium hirsutum
Alyt15 Kit Freiburg, BW VILO6 Epilobium hirsutum
Alyt16 Kit Seedorf, SH 28.VIIL.OS Epilobium hirsutum
Alyt17 Kit Seedorf, SH 28.VIIL.OS Epilobium hirsutum
Alyt18 Kit Molin, SH 18.V1.06 Epilobium hirsutum
Alyt19 Kit Pevestorf, NI 04.IX.06 Epilobium hirsutum
Alyt20 Kit Biichen, SH 28.1V.06 Epilobium hirsutum
Alyt21 Kit Ilmenau, TH 27.1X.06 Epilobium hirsutum
Alyt 22 Kit Freiburg, BW VIIL.06 Epilobium hirsutum
Alyt23 Kit Freiburg, BW VIIL.06 Epilobium hirsutum
Alyt 24 Kit Ilmenau, TH 27.I1X.06 Epilobium hirsutum
Alyt 25 Kit Ilmenau, TH 27.IX.06 Epilobium hirsutum
Alyt 26 Kit Ilmenau, TH 27.IX.06 Epilobium hirsutum
Alyt27 Kit Ilmenau, TH 27.IX.06 Epilobium hirsutum
Alyt 28 Kit Altenteil, SH 14.VIL.O7 Epilobium hirsutum
Alyt 29 Chelex Wedel, SH 02.v.07 Epilobium hirsutum
Alyt30 Chelex Wedel, SH 02.v.07 Epilobium hirsutum
Alyt 31 Chelex Wedel, SH V.06 Epilobium hirsutum
Alyt 32 Chelex Altenteil, SH 09.VIL.O7 Epilobium hirsutum
Alyt33 Kit Escheburg, SH 01.VIL.O7 Epilobium sp.
A lyt 34 Chelex Bretten, BW 13.VL.07 Epilobium sp.
A lyt 35 Kit Escheburg, SH 01.VIL.07 Epilobium sp.
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Tab. 3 Liste der fiir die phylogenetische Analyse bearbeiteten Individuen der Gattung Altica (Fortsetzung).

Art Code Extr. Herkunft Datum Pflanze
Alyt 36 Kit Escheburg, SH 08.VI.08 Epilobium sp.
Alyt37 Chelex Bretten, BW 18.V1.07 Epilobium hirsutum
Alyt 38 Chelex Hahndorf, NI 15.VIIL.07  Epilobium hirsutum
Alyt 39 Chelex Hahndorf, NI 15.VII1.07  Epilobium hirsutum
Alyt40 Kit Escheburg, SH 01.VILO7  Epilobium sp.
Alyt41 Chelex Bretten, BW 16.V1.07 Epilobium hirsutum
Alyt 42 Kit Escheburg, SH 08.VI.08 Epilobium sp.
Alyt43 Chelex Karlsruhe, BW 15.V1.07 Epilobium hirsutum
Alyt 44 Chelex Karlsruhe, BW 15.V1.07 Epilobium hirsutum
Alyt 45 Chelex Karlsruhe, BW 15.V1.07 Epilobium hirsutum
Alyt 46 Kit Komorze, PL 22.VIII.O8  Epilobium hirsutum
A lyt 47 Kit Komorze, PL 22.VIII.O8  Epilobium hirsutum
Alyt48 Chelex Treia, SH 14.1v.07 Epilobium hirsutum
Alyt49 Chelex Treia, SH 14.1v.07 Epilobium hirsutum
Alyt 50 Chelex  Treia, SH 14.1V.07 Epilobium hirsutum
A. oleracea Aoll Kit Wedel, SH 18.V.04 - ¥
Aol2 Kit Wedel, SH 18.V.04 -k
Aol3 Kit Hamfelde, SH 27.V.05 Epilobium sp.
Aol4 Kit Aumiihle, SH 22.V.05 - ¥
Aol5 Kit Aumiihle, SH 12.V1.05 Epilobium angustifolium
Aol6 Kit Wohltorf, SH 14.VI1.05 Epilobium sp.
Aol7 Kit Wohltorf, SH 31.II1.05 - ¥
Aol 8 Kit Takern, A 23.1V.05 Weizen **
Aol9 Kit Havekost, SH 18.VIII.0O5 Corylus avellana
Aol 10 Kit Havekost, SH 18.VIII.0O5 Corylus avellana
Aolll Kit Hamfelde, SH 27.V.05 Epilobium sp.
Aol 12 Kit Furstenfeld, A 24.1V.05 Gerste **
Aoll3 Kit Fiirstenfeld, A 24.1V.05 Gerste **
Aol 14 Kit Takern, A 23.1V.05 Dinkel **
Aol 15 Kit Brunstorf, SH 15.1V.05 - ¥
Aol 16 Kit Pevestorf, NI 02.IX.06 Oenothera sp.
Aol 17 Kit Pevestorf, NI 02.IX.06 Oenothera sp.
Aol 18 Kit Lund, S 27.1X.06 Epilobium hirsutum
Aol19 Kit Helnees, DK VIIIL.O6 - ¥
Aol20 7 Kit Burgwenden, TH 03.VIL.O6  ---*
Aol21 ¥ Kit Himmelsberga, S 11.VL.06 Helianthemum nummularium
Aol 22 Chelex Waghéusel, BW  14.V1.07 Oenothera sp.
Aol 23 Chelex  Quickborn, SH 20.V.08 Epilobium angustifolium
Aol24 Chelex  Barendorf, NI 09.1X.07 Epilobium hirsutum
A. palustris Apall Kit Neugraben, HH 10.VL.05 Epilobium sp.
A pal2 Kit Wohltorf, SH 13.VIIL.0O5 Epilobium
A pal 3 Kit Wohltorf, SH 13.VIIL.0O5 Epilobium
A pal 4 Kit Neugraben, HH 10.VI.05 Epilobium sp.
A pal5 Kit Griesheim, BW 20.V1.96 -k
A pal 6 Kit Pevestorf, NI 05.IX.06 Lythrum salicaria
A pal7 Kit Escheburg, SH 01.VIL.07  Epilobium sp
A pal 8 Chelex Schelingen, BW  02.V.08 - %
A pal 9 Chelex Treia, SH 14.1v.07 Epilobium hirsutum
A. quercetorum A quer 1 Kit Wedel, SH 03.1X.04 Quercus robur
A quer2 it Kit Berkau, ST 25.11.2009 ---*
A sp. 1 Aspl 1 Kit Aumiihle, SH 12.VI.05 Epilobium angustifolium
Aspl2 Kit Aumiihle, SH 12.VL.05 Epilobium angustifolium
Aspl3 Kit Aumiihle, SH 13.VII1.0O6  Epilobium angustifolium
Aspl 4 Kit Aumiihle, SH 13.VII.06  Epilobium angustifolium
A.sp.2 Asp21 Kit Bos-Cha, CH 1X..96 -
Asp22 Kit Bos-Cha, CH 1X..96 - ¥
A. tamaricis A tam 1 Kit Les Vans, F 22.V1.97 Salix sp.
A tam 2 Kit Les Vans, F 22.V1.97 Salix sp.
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2.1.2. DNA-Extraktion und Amplifizierung

Fiir jede DNA-Probe (jeweils ein Individuum) wurde die DNA aus dem Abdomen isoliert.
Hierzu wurde das Gewebe in 1,5ml-Reagiergefdlen (Firma Sarstedt, Niimbrecht) mit Hilfe
eines Homogenisators unter fliissigem Stickstoff pulverisiert und zur anschlieBenden
Extraktion entweder das DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden) nach den Vorgaben des
Herstellers oder eine 10%ige Chelex-Suspension (in 1XTE-Puffer, pH 8,0; autoklaviert)
verwendet (Walsh et al. 1991). Zur genauen Durchfiihrung der Extraktion mittels Chelex
siche Abschnitt 2.2. Die isolierte Gesamt-DNA wurde fiir die Dauer der Untersuchungen in
Puffer (entweder in Elutionspuffer des Herstellers Qiagen oder im TE-Puffer der Chelex-
Suspension) bei +4°C aufbewahrt.

Ein etwa 1740bp langes Fragment der mtDNA, bestehend aus einem Teil des COI-Gens,
der Sequenz der zwischenliegenden tRNA"" sowie eines Teils des COll-Gens wurde mit
Hilfe der drei Primerpaare S1634/A2188 (ca 550bp), S2095/A3020 (ca 920bp) und
S2798/A3380 (ca 580bp) (Tab. 4) in 25ul-Ansdtzen amplifiziert. Folgendes Programm
fiihrte zu optimalen Ergebnissen: Initiale Denaturierung bei 95°C fiir 2 Minuten; 35 Zyklen
bei 95°C fiir 45 Sekunden, 48°C (Annealing-Temperatur) fiir 1 Minute, 72°C fiir 1 Minute,
gefolgt von einem finalen Elongationsschritt bei 72°C fiir 5 Minuten.

Die zwecks Uberpriifung der auf mitochondriellen Daten beruhenden phylogenetischen
Analyse eingesetzten nukledren Sequenzdaten der entsprechenden Altica-Individuen
wurden mit den Primerkombinationen EF-INS und EF-INA fiir das EFlo-Intron
beziehungsweise ITS3f und ITS4r fiir ITS2 (Gémez-Zurita et al. 2000) durchgefiihrt (Tab.
4). Fir die Amplifizierung des DNA-Abschnittes wurde folgendes PCR-Programm mit
Annealing-Temperaturen (Ts) zwischen 28 und 54°C, abhingig von der jeweiligen Probe,
verwendet: Initiale Denaturierung bei 95°C fiir 2 Minuten; 35 Zyklen bei 95°C fiir 45
Sekunden, Ta fir 1 Minute, 72°C fiir 1 Minute, gefolgt von einem finalen
Elongationsschritt bei 72°C fiir 5 Minuten.

Der Nachweis einer Infektion mit Wolbachia-Bakterien sowie die Bestimmung des
Infektionstyps (das heifit, des Wolbachia-Stammes) unter Verwendung des bakteriellen
ftsZ-Gens erfolgten wiederum bei denselben Individuen. Es wurde die Primerkombination
ftsZf1/ftsZrl verwendet (Werren et al. 1995b; Tab. 4); das resultierende DNA-Fragment
umfasste etwa 1100 Basenpaare. Die PCR-Reaktionen wurden mit folgendem Programm
durchgefiihrt: Initiale Denaturierung bei 95°C fiir 5 Minuten; 35 Zyklen bei 95°C fiir 45
Sekunden, 45°C fiir 1 Minute, 72°C fiir 1 Minute, gefolgt von einem finalen
Elongationsschritt bei 72°C fiir 10 Minuten.
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Alle Primer waren mit einem der Komplementirsequenz der infrarotmarkierten
Sequenzierungsprimer M13 und M13rev (Tab. 4) entsprechenden sogenannten "Tail"
ausgestattet. Dies bedeutet, dass die Nucleotidabfolgen der Sequenzierungsprimer am 5’-
Ende der PCR-Primer angehéngt sind und wihrend der Amplifizierungsreaktion in das
PCR-Produkt inkorporiert werden. Jedes auf diese Weise erhaltene PCR-Produkt kann
anschlieBend mit den infrarotmarkierten Sequenzierungsprimern sequenziert werden.

Die PCR-Produkte wurden auf Agarose-Gelen (1% Agarose in 1XTAE-Puffer) mittels
Ethidiumbromid-Féarbung iiber UV-Licht sichtbar gemacht und bei erfolgreicher

Amplifikation unter
P Tab. 4 Auflistung der in den phylogenetischen Analysen verwendeter Primer;

Verwendun des PCR jeweils mit M13-Tail am 5'-Ende (nicht gezeigt). Die Primer mit der Bezeichnung
g M13 beziechungsweise M13rev wurden flir sdmtliche Sequenzierungsarbeiten
fluoreszenzmarkiert verwendet (700nm bzw. 800nm).

Purification Kit (Qiagen,

Primer Sequenz
Hilden) den Anweisungen  S1634 5 - ATTGGAGATGAYCAAATTTATAAYGT - 3'
A2188 5' - CCWGGTAGAATTARAATRTADACTTCWGG - 3'
des Herstellers folgend  $2095 5' - GCGCGCGCGCGGDGCWATYACHATAYT - 3'
. . . A3020 5' - GGAGCTTAAATCCAATACACTATTCTGCC - 3'
gereinigt; die Eluate (in  g579g 5' - GGWATACCWCGACGTTATTCTGAYTATCC - 3'

o A3380 5' - GATCARTATCATTGATGDCCAAT - 3'

H:0) wurden bei -20°C  priie 5. CONACNGARAARCCCCTNCGTCTTCC-3!

gelagert.  Im  Falle EFINA  5'-GGTACTGTTCCRATACCWCCAATYTTGT-3
ITS3 £ 5' - GCATCGATGAAGAACGCAGC - 3'

"unsauberer" Banden ITS4 r 5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3'
ftsZf1 5' - GTTGTCGCAAATACCGATGC - 3'

oder Doppelbanden  fis7r1 5'- CTTAAGTAAGCTGGTATATC - 3'
MI13 5' - TGTAAAACGACGGCCAGT - 3'

wurden  die  DNA-  \j3y  5'- CAGGAAACAGCTATGACC - 3'

Abschnitte  gewlinschter

Lange mit Hilfe des Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) aus einem 2%igen préparativen
Agarose-Gel herausgeldst, nach Vorgabe des Herstellers gereinigt und die DNA mit H,O
eluiert. Dies betrifft insbesondere Amplifikationen des Markers ITS2, da hier hdufiger eine
zusitzliche DNA-Bande auftrat (Abschnitt 3.1.2.2).

2.1.3. Sequenzierung

Bidirektionale Sequenzierungen wurden nach der Kettenabbruchmethode (Sanger 1977)
durchgefiihrt. Der GroBteil der Proben wurde unter Verwendung des Thermosequenase
Sequencing Kits (Amersham, Braunschweig) auf einem automatischen Sequenzierer (Li-
Cor 4200L, MWG Biotech, Ebersberg) sequenziert (Lange der Polyacrylamidgele: 66¢cm).
Folgendes Sequenzierungsprogramm wurde verwendet: Initiale Denaturierung bei 95°C fiir
2 Minuten; 20 Zyklen bei 95°C fiir 30 Sekunden, 56°C fiir 20 Sekunden und 65°C fiir 2
Minuten. Jeder Reaktionsansatz wurde mit 3 ul Li-Cor IR* Stop-Losung versetzt, fiir 3

Minuten bei 95°C denaturiert und unmittelbar auf Eis heruntergekiihlt. Von jeder Probe
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wurden 0,5 bis 1 upl auf das Sequenzierungsgel geladen. Das Einlesen der Sequenzen
erfolgte iiber das Programm e-seq (Li-Cor, MWG Biotech). Einige wenige Proben wurden
unter Verwendung eines Kapillarsequenzierers (ABI 3100, Applied Biosystems,
Darmstadt) sequenziert. In diesen Fillen wurde folgendes Sequenzierungsprogramm
verwendet: Initiale Denaturierung bei 96°C fiir 60 Sekunden; 30 Zyklen bei 96°C fiir 30
Sekunden, 56°C fiir 15 Sekunden und 60°C fiir 4 Minuten. Die Sequenzierungen erfolgten
bidirektional mit den mit unterschiedlichen Infrarot-Farbstoffen  markierten

Sequenzierungsprimer (M13-IR800 und M13rev-IR700, Tab. 4).

2.1.4. Phylogenetische Analyse

Unter Verwendung des BLAST-Algorithmus (Basic Local Alignment Search Tool,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) wurden sdmtliche Sequenzen abgeglichen und verifiziert,
danach mittels des Programms Sequencher 4.6 (Gene Codes Corporation) editiert und
aligniert; fiir den mitochondriellen Datensatz erfolgte das Zusammenfiigen der
abschnittweise sequenzierten DNA ebenfalls mit diesem Programm. Die Alignierung der
ITS2-Sequenzen erfolgte mittels ClustalX (Thompson et al. 1997) unter Verwendung der
Voreinstellungen.

Zur Analyse des Verwandtschaftsverhéltnisses zwischen den bei Altica gefundenen
Wolbachia-Stammen wurden zwecks Etablierung einer Auflengruppe zusitzlich die ftsZ-
Sequenzen der Supergroups E (von Folsomia candida, Collembola; Acc.No. AJ344216)
und F (von Kalotermes flavicollis, Isoptera; Acc.No. AJ292345) aus der NCBI-Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) bezogen. Um den von Altica erhaltenen ftsZ-Datensatz im
Hinblick auf Cospeziation zwischen Altica und Wolbachia untersuchen zu kénnen, wurde
dieser zudem um eine grofe Vielfalt von ftsZ-Sequenzen erweitert; hierzu wurden
Sequenzen sowohl von der MLST (http://pubmlst.org; 47 Allele) als auch von der NCBI-
Datenbank (22 Sequenzen) bezogen und zusammen mit den von Altica erhaltenen Daten
ausgewertet (Tab. 5).

Da sich die Sequenzen des EFla-Introns als weitgehend invariabel herausstellten, wurden
die Anstrengungen zur Analyse dieses Markers sehr bald eingestellt, und eine
phylogenetische Auswertung fand wegen der fehlenden Aussagekraft nicht statt.

Das Programm Modeltest (Posada & Crandall 1998) wurde zur Berechnung von
Likelihood-Scores fiir 56 Substitutionsmodelle unter PAUP 4.0b10 (Swofford 2002) fiir die
fir COI/IN, ITS2 und ftsZ erhaltenen Datensdtze verwendet. Die Auswahl der optimalen
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Tab. 5 Auflistung der aus der MLST-bezichungsweise NCBI-Datenbank bezogenen ftsZ-Sequenzen. Die
Bezeichnungen fiir die Allele (MLST) bzw. die Zugriffscodes sowie das jeweilige Wirtstaxon (NCBI) sind
angegeben. Wenn ein und dasselbe Allel in mehreren unterschiedlichen Wirten gefunden wurde, sind
lediglich Familie und die Ordnung des Wirtes aufgefiihrt.

MLST-Datenbank

Allel Wirt
ftsZ 1 Drosophila melanogaster (Diptera)
ftsZ 2 Lycaenidae, Nymphalidae (Lepidoptera)
ftsZ 3 Hymenoptera (z.B. Nasonia spp.; Formicidae), Lepidoptera (z.B. Lycaenidae), Drosophila spp. (Diptera)
ftsZ 4 Drosophila simulans (Diptera)
ftsZ 5 Pheidole gatesi (Hymenoptera, Formicidae)
ftsZ 6 Hymenoptera (z.B. Nasonia vitripennis; Formicidae)
ftsZ 7 Lycaeides idas (Lepidoptera), Nasonia vitripennis (Hymenoptera)
ftsZ 9 Armadillidium vulgare (Crustacea, Isopoda)
ftsZ 10 Aedes albopictus (Diptera)
ftsZ 11 Acraea encedon (Lepidoptera)
ftsZ 12 Chelymorpha alternans (Coleoptera)
ftsZ 13 Drosophila bifasciata (Diptera)
ftsZ 14 Drosophila orientacea, D. neotestacea (Diptera)
ftsZ 15 Encarsia formosa (Hymenoptera), Protocalliphora sialia (Diptera)
ftsZ 16 Gryllus firmus (Orthoptera)
ftsZ 17 Formicidae (Hymenoptera), Isoptera
ftsZ 18 Tribolium confusum (Coleoptera)
ftsZ 19 Trichogramma deion (Lepidoptera)
ftsZ 20 Teleogryllus taiwanemma (Orthoptera)
ftsZ 21 Acromis sparsa (Coleoptera)
ftsZ 23 Ephestia kuehniella (Lepidoptera)
ftsZ 24 Cimex lectularius (Hemiptera)
ftsZ 25 Camponotus pennsylvanicus (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 30 Agelenopsis aperta (Araneae)
ftsZ 32 Ceutorhynchus obstrictus (Coleoptera, Curculionidae), Hymenoptera (Pompilidae, Formicidae)
ftsZ 33 Agelenopsis aperta, A. emertoni, A. oklahoma (Araneae)
ftsZ 34 Jamides alecto (Lycaenidae, Lepidoptera)
ftsZ 35 Lycaenidae, Pieridae (Lepidoptera)
ftsZ 36 Lycaenidae, Pieridae (Lepidoptera)
ftsZ 37 Stenamma snellingi, Myrmica incompleta (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 38 Wasmannia sp. (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 39 Metapone madagascaria (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 40 Polyergus breviceps (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 41 Pheidole sciophila (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 42 Camponotus leonardi (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 43 Pheidole vallicola (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 44 Rhytidoponera metallica (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 45 Formicidae (Hymenoptera)
ftsZ 46 Dorymyrmex elegans (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 47 Agelenopsis utahana (Araneae)
ftsZ 57 Zootermes angusticollis (Isoptera)
ftsZ 64 Iraota rochana (Lycaenidae, Lepidoptera)
ftsZ 65 Brangas felderi (Lycaenidae, Lepidoptera)
ftsZ 66 Libythea myrrha (Nymphalidae, Lepidoptera)
ftsZ 67 Odontomachus clarus (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 68 Ocymyrmex picardi (Formicidae, Hymenoptera)
ftsZ 73 Hypolimnas bolina, Colias elate poliographus (Lepidoptera)
NCBI-Datenbank
Acc.-No. Wirt
AB499742 Orius strigicollis (Heteroptera)
AJ292345 Kalotermes flavicollis (Isoptera)
AJ344216 Folsomia candida (Collembola)
AY136550 Aphthona nigriscutis (Coleoptera)
AY227737 Rhagoletis/Drosophila (Diptera)
EF219196 Ixodes ricinus (Acari)
EU126324 Apoica sp. (Hymenoptera)
EU126333 Drosophila innubila (Diptera)
EU126335 Suillia sp. (Diptera)
EU126338 Drosophila munda (Diptera)
EU126341 Hirtodrosophila trilineata (Dipera)
EU126342 Drosophila orientacea (Diptera)
EU126353 Polistes dominulus (Hymenoptera)
EU126355 Polybia sp. (Hymenoptera)
EU126366 Leucophenga maculosa (Diptera)
GQ150289 Psyttalia lounsburyi (Hymenoptera)
GQ422850 Odontotermes horni (Isoptera)
GU013554 Conotrachelus nenuphar (Coleoptera)
GUO013555 Conotrachelus nenuphar (Coleoptera)
GU724214 Tetrastichus coeruleus (Hymenoptera)
GU901160 Culex pipiens (Diptera)
HM104434 Cotesia sesamiae (Hymenoptera)
HM104435 Cotesia sesamiae (Hymenoptera)
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Evolutionsmodelle erfolgte unter Verwendung von Modeltest und des Akaike Information
Criterion. Die ausgewihlten Modelle waren TVM+I+G fiir COIl/Il, GTR+G fiir ftsZ
beziehungsweise TVM+G fiir ITS2. Die phylogenetischen Analysen wurden separat fiir
jeden Marker durchgefiihrt; die Berechnungen erfolgten mit dem Programm MrBayes 3.1.2
(Ronquist & Huelsenbeck 2003) unter Verwendung des GTR+G+I-Modells. Die Analysen
umfassten jeweils zwei Laufe mit je drei Millionen Generationen (fiir den erweiterten ftsZ-
Datensatz und fiir ITS2) bezichungsweise fiinf Millionen Generationen (fiir den von Altica
erhaltenen ftsZ-Datensatz und fiir COI/I1), mit Datenaufnahme in jeder 500 Generation und
je vier parallel laufenden Markov chains (drei "heated" chains). Jeweils die ersten 25% der

generierten Bdume wurden als sogenannter "burn-in" verworfen.

2.2. Geographische Analyse der Haplotypen-Verteilung bei Altica lythri

2.2.1. Vorbereitung der Proben

Fiir die geographische Analyse der Haplotypen-Verteilung bei der Art A. lythri wurden
Individuen aus insgesamt 14 Populationen vom Norden bis in den Siiden Deutschlands

entnommen (Abb. 12, Tab. 6). Die
Tab. 6 Auflistung der 14 in die geographische Analyse der .
Haplotypenverteilung der  Art A. lythri  eingegangenen Populatlonen "Bad Segeberg" und
Populationen, sortiert von der ndrdlichsten (1) zur siidlichsten (14)
Population, mit Angabe des jeweiligen Bundeslandes sowie der "Bretten" umfassen hierbei
Gesamtzahl der aus jeder Population entnommenen Individuen.
*Population unter Zusammenfassung von zwei oder mehr nah Individuen, die an mehr als zwel
beieinander liegenden Fundorten, vgl. Tab. 7.

Nr_ Population Bundesland Anzahl  Standorten gesammelt wurden

1 Altenteil Schleswig-Holstein (SH) 83 g .

2 Treia Schleswig-Holstein (SH) 36 (Tab. 7); die Einzelfundorte lagen

3 Tumlauer Koog Schlesw%g-Holste%n (SH) 89 jedoch nah beicinander und

4 Pratjau Schleswig-Holstein (SH) 16

5  Bad Segeberg*  Schleswig-Holstein (SH) 36 wurden daher zusammengefasst.

6  Kollmar Schleswig-Holstein (SH) 33 )

7 Wedel Schleswig-Holstein (SH) 37 Bei der Suche nach Populationen
8  Biichen Schleswig-Holstein (SH) 63 .

9  Barendorf Niedersachsen (NI) 32 wurde gezielt nach Standorten der
10 Pevestorf Niedersachsen (NI) 79 A .

11 Hahndorf Niedersachsen (NI) 61 Frafipflanze, EpIIOblum hirsutum,
12 Ilmenau Thiiringen (TH) 11 esucht Standen keine
13 Bretten* Baden-Wiirttemberg (BW) 89 g '

14  Freiburg Baden-Wiirttemberg (BW) 33 ausreichenden Anzahlen Imagines

zur Verfligung, wurden Larven
oder auch Eier von den FraBpflanzen gesammelt und die Tiere im Labor aufgezogen. Fiir
die molekularbiologische Analyse wurden ausschlieBlich Imagines eingesetzt. Fiir jedes
Individuum wurde das Geschlecht festgehalten. Die Tiere (fiir manche Populationen nur
eine Auswahl der gesammelten Individuen) wurden wie oben beschrieben (vergleiche

Abschnitt 2.1.1) prépariert, um die Artbestimmung anhand der Genitalmorphologie
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Tab. 7 Prizisierung der Fundorte fiir die Populationen Bad Segeberg und
Bretten. Entfernung Itzstedter See - Mozener See: ca 17km; Biichig -
Karlsruhe: ca 29km; Maulbronn - Karlsruhe: ca 37km; Biichig - Maulbronn:
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durchfithren zu konnen.

Ausnahmen betreffen die

ca 13km.

Population Bundesland Anzahl  Individuen der
Itzstedter See . . 21 . ..
Bad Segeberg Mozener See Schleswig-Holstein (SH) Is Populationen Biichen und
Biichig i} 48 Treia; hier fand keine
Bretten Karlsruhe Baden-Wiirttemberg (BW) 5
Maulbronn 36 Genitalpréparation statt,
jedoch wurde nach

Abtrennung des Abdomens jeweils der Rest des Kifers wie oben beschrieben in einer

Sammlung hinterlegt.

2.2.2. DNA-Extraktion und Amplifizierung

Die DNA wurde entweder aus dem Abdomen oder aber aus den Beinen der Tiere isoliert

(zu den Griinden hierfiir siche unten). Die Extraktion erfolgte nach der Chelex-Methode

mittels Mazeration des Gewebes in 1,5ml-ReagiergefaBen mit Hilfe eines Homogenisators

und unter Verwendung
flissigen  Stickstoffs sowie
einer 10%igen Chelex-

Suspension (in 1XTE-Puffer,
pH 8,0). Hierbei wurden zu
jeder mazerierten Probe 500ul
der Chelex-Suspension
gegeben, diese anschlieBend
mehrfach invertiert und fiir 15
Minuten bei 95°C inkubiert.
Nach Abkiihlung der Proben
auf Raumtemperatur wurden
diese kurz (30 Sekunden) bei
13,4rpm anzentrifugiert und
etwa 200pl des Uberstandes in
ein neues 1,5ml-Reagiergefdl3
iberfithrt. Die so isolierte
DNA wurde in TE-Puffer bei
+4°C gelagert.

Mitunter erwies es sich fiir eine

Bad Segeberg, SH

Pevestorf, NI

Barendorf, NI

limenau, TH

Freiburg, BW

-

Abb. 12 Fundorte der 12 in der geographischen Analyse der Haplotypen-
Verteilung verwendeten Populationen der Art A. lythri. BW-Baden-
Wiirttemberg; NI-Niedersachsen; SH-Schleswig-Holstein; TH-Thiiringen.
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erfolgreiche Amplifizierung als notwendig, die DNA-Extrakte 1:100 zu verdiinnen (mit
H,O reinst und autoklaviert). Fiir die Amplifikation eines etwa 1400bp langen mtDNA-
Fragments von COl wurde die Primer-Kombination S1634/A3020 (Tab. 4) unter
Verwendung des in Abschnitt 2.1.2 genannten Programms zur Amplifizierung von COI/II
verwendet. In einigen Féllen konnten aus Extrakten, die aus dem Abdomen gewonnen
wurden, keine Amplifikate erhalten werden; hier erwiesen sich DNA-Extrakte aus den
Beinen der Tiere als erheblich besser geeignet. Eine Ursache konnte die grole Menge Eier
im Abdomen der Weibchen gewesen sein, da dieses Phdnomen bei aus Abdomen von

Mainnchen extrahierter DNA nicht auftrat.

2.2.3. Restriktionsanalyse (RFLP) und Auswertung der Daten

Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden mittels Restriktionsverdau mit den Enzymen
BamHI, Haelll und Hinfl (Fermentas, St. Leon-Rot) und den jeweils zugehorigen Puffern
fiir 100% Enzymaktivitdt (Fermentas; Tab. 8) analysiert. Die Brauchbarkeit dieser Enzyme
zur Unterscheidung der Haplotypen wurde zuvor mit Hilfe der fiir die phylogenetische
Analyse ermittelten Sequenzen unter Verwendung des Programms Sequencher 4.6 (Gene

Tab. 8 Die bei der Restriktionsanalyse zur Bestimmung der  Codes Corporation) l'iberpriift (Tab. 9; zu
mitochondriellen Haplotypen der Art A. lythri eingesetzten

Enzyme sowie die zugehorigen Enzympufter. den jeweils definierten mtDNA -
Marker Enzym Puffer
BamHI Unique (BamHI-Puffer) Haplotypen siehe Abschnitt 3.2).
COI Haelll (BsuRI) Red . . .
Hinfl Red Fiir jede positive Probe wurde ein 20pl-

Verdau mit je 2ul Puffer und 0,2ul
Enzym angesetzt. Je nach Stirke der jeweiligen PCR-Bande erfolgte eine Zugabe von H,O
oder unterblieb (es wurden maximal 18l unverdiinntes PCR-Amplifikat eingesetzt). Der
Restriktionsverdau erfolgte bei 37°C fiir mindestens 4 Stunden oder iiber Nacht in einem
Wiérmeschrank. Die resultierenden DNA-Fragmente wurden mit Hilfe eines 1,5%igen
Agarosegels (3,75g Agarose in 250ml 1XTBE) aufgetrennt und nach Farbung in einem
Ethidiumbromid-Bad und Sichtbarmachung der DNA iiber UV-Licht gegen einen

addquaten o o _
Tab. 9 Die mittels der Restriktionsenzyme BamHI, Haelll und Hinfl aus dem
GrofBenstandard Ausgangsamplifikat (COl) erzeugten Fragmentlingen. Die Angaben zu den
Fragmentlingen beziehen sich auf jeweils exakt gleich lange
photographiert und Ausgangsfragmente.
. ) COl Fragmentlidngen fiir COl (1381bp) fiir das jeweilige Enzym
analysiert. ~ Da  die “Haplotyp BamHI  Haelll Hinfl
.o 11: HTI 511-870  98-309-974 135-598 -648
tatséchliche Basenabfolge  pyr)« 511-870  98-309-974  135-175-186-237 - 648
e : ; HT2 non-cutter 98 -402 - 881 361 - 1020
fur jeden der bei A WM 1o, foncutter  98-402-881  135- 361 - 885
auftretenden Haplotyp HT3 511 -870 98 - 1283 135-175-1071
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aufgrund der durchgefiihrten Sequenzierungen bereits bekannt war, lieen sich fiir jeden
mtDNA-Typ die Schnittstellen und somit die genauen Fragmentlingen im Vorwege
ermitteln und jedes auf den Gelen sichtbare Schnittmuster konnte unmittelbar einem
definierten Haplotyp zugeordnet werden (Tab. 9).

Die aus den Restriktionsanalysen erhaltenen Daten zum Vorhandensein beziehungsweise
Fehlen der jeweiligen Enzym-Schnittstellen wurden verwendet, um mittels des Programms
Network (Version 4.5.1.6., Fluxus Technology Ltd., 2004-2010) iiber die entsprechende
Datenmatrix ein Haplotyp-Netzwerk aller bei A. lythri nachgewiesenen Haplotypen zu
erstellen. Die Diversitdt der Haplotypen und die Populationsstrukturen wurden unter

Verwendung des Programms Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 1992) ermittelt.

2.3. Test auf cytoplasmatische Inkompatibilitit

2.3.1. Aufzucht der Tiere fiir die Verpaarungsexperimente

Fir die Untersuchungen zum Auftreten cytoplasmatischer Inkompatibilitit zwischen
Individuen der Art A. lythri, die unterschiedliche Wolbachia-Infektionstypen aufweisen,
wurde zwecks Entnahme von Tieren die Population in Wedel (bei Hamburg; Schleswig-
Holstein; Abb. 12) ausgewahlt, denn von dieser zudem sehr individuenreichen Population
war bekannt, dass die dort vorkommenden Kifer mit mehreren unterschiedlichen
Wolbachia-Stammen infiziert waren. Von Mitte April bis Anfang Juni 2006 wurden
insgesamt 109 Weibchen ("Muttertiere") zur Eiablage angesetzt. Die Tiere wurden zu

unterschiedlichen
Tab. 10 Angaben zu den Zuchtbedingungen der 109 zur Erzeugung virgineller

Weibchen eingesetzten weiblichen A. lythri. Die Tiere wurden nach dem Datum der Zeitpunkten (Tab. 10)
Vereinzelung in sechs Gruppen unterteilt. Spalte 1: Nummer der Gruppe. Spalte 2:

Bezeichnung der Weibchen. Spalte 3: Anzahl der Individuen in der jeweiligen  direkt aus der
Gruppe. Spalte 4: Datum der Aufsammlung. Spalte 5: Datum der Vereinzelung zur
Eiablage. Spalte 6: Dauer der Eiablageperiode (Tage). Population entnommen,
Gruppe Weibchen N gesammelt vereinzelt Dauer Eiablage . "

- . wo S1€ von mnren
| Q1 -939 39 15.1V.2006 21.IV.2006 ggi ) %gg %23
il 040-950 11 150V.2006 25IV.2006 ©40- 950:224  [raBpflanzen gesammelt
111 Q51-970 20 15.1V.2006 29.IV.2006 951-270:20d und ins Labor verbracht
1\ Q71-990 20 09.V.2006 09.V.2006 71-990:13d
\Y Q91-994 4 02.VL2006 02.VI.2006 991-994:11d wurden. Es wurden zum
VI Q95-9109 15 10.V.2006 10.V.2006 995-2109:11d

Zweck der Eiablage
solche Individuen ausgewéhlt, anhand deren Korperfiille (angeschwollenes Abdomen) auf
eine gute Eiproduktion geschlossen werden konnte, um eine moglichst hohe
Nachkommenzahl zu erhalten. Die ausgewihlten Tiere wurden in kleinen Plastikzylindern
(klare Polystyrolgldser in der GroBe 36x83mm, sogenannte ,,Drosophila-Glaschen®)

vereinzelt, deren Boden abschlieBend ausgefiillt war mit angefeuchtetem Blumen-
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Steckschaum (fiir gleichmifBige Luftfeuchtigkeit) sowie mit Blittern der Frafpflanze
Epilobium  hirsutum.  Verschlossen =~ wurden die Gldser mit milbendichten
Schaumstoffstopfen, da die Weibchen bei Verwendung normaler Stopfen ihre Eier in den
porosen Schaumstoff ablegen, von wo sie nicht wieder hervorzuholen sind. Die
Vereinzelung der Tiere erfolgte entsprechend der Zeitpunkte der Aufsammlung im Feld
iiber eine Zeitspanne von iiber einem Monat (Tab. 10). Jedes Individuum wurde zwecks
spiterer Zuordnung der Nachkommen mit einer individuellen Bezeichnung (91 bis ©109)
versehen. Unter konstanten klimatischen Bedingungen und Langtagsrhythmus bei einer
Temperatur von 18°C wurde ihnen nun erlaubt, iiber mehrere Wochen hinweg Eier
abzulegen (Tab. 10). Nach dieser Periode der Eiablage (wenn sich ein Ausbleiben neuer
Eier und/oder der baldige Tod der Tiere abzeichnete) wurden die Weibchen einzeln in
1,5ml-Reagiergefdlen (Firma Sarstedt, Niimbrecht) bei -20°C bis zur Durchfithrung aller
weiteren Untersuchungen aufbewahrt.

Die abgelegten Eier wurden mindestens jeden zweiten Tag mit Hilfe eines weichen Pinsels
in Petrischalen (Durchmesser 90mm, ohne Nocken) auf trockenem Filterpapier platziert.
Das Innere jeder Petrischale wurde zusétzlich mit einen Stiick angefeuchteten
Steckschaums  ausgestattet, um eine gleichmdBlige Feuchtigkeitsversorgung zu
gewihrleisten. Die Eier wurden unter den oben genannten Bedingungen (18°C, Langtag) im
Klimaschrank inkubiert. Der Schlupf wurde mindestens jeden zweiten Tag kontrolliert und
die frisch geschliipften Larven umgehend abgesammelt; die Larven wurden in
Familiengruppen, das heiflt in Gruppen, deren Individuen jeweils vom selben Muttertier
abstammten, aufgezogen. Hierzu wurden Plastikzylinder (siehe oben), die ebenso
ausgestattet und verschlossen wurden wie im Falle der eierlegenden Weibchen, verwendet.
Die Larven wurden ausschlieflich mit ihrer natiirlichen FraB3pflanze, Epilobium hirsutum,
gefiittert, welche zu diesem Zweck in regelméBigen Abstinden frisch im Feld gesammelt
wurde. Hierbei wurde besonderes Augenmerk darauf gerichtet, dass die verfiitterten Blatter
frei von Eiern oder Larven waren; gegebenenfalls wurden die Pflanzen gereinigt. Larven,
die sich kurz vor der Verpuppung befanden (zu erkennen an der Einstellung der
Nahrungsaufnahme, dem Verlassen der FraBpflanze und einer deutlichen Abnahme der
Aktivitdt) wurden in mit leicht feuchtem Substrat (feiner Kokosfaserhumus aus dem
Terraristik-Bedarfshandel, parasitenfrei) gefiillte Petrischalen (Durchmesser 55mm, mit
Nocken) iiberfiihrt, in denen die Verpuppung stattfand. Unmittelbar nach dem Schlupf
wurden die Imagines einzeln in kleine Petrischalen (Durchmesser 55mm, mit Nocken)

iiberfiihrt, in denen sie zum Aushérten vorerst einige Tage verblieben. Die Petrischalen
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enthielten einen kleinen Block angefeuchteten Blumensteckschaums sowie je ein Blattstiick
der FraBpflanze. Erst nach der vollstindigen Aushértung wurde bei jedem Tier unter dem
Binokular das Geschlecht bestimmt. Die Tiere wurden nun, entsprechend ihres jeweiligen
Geschlechts sowie der Zugehorigkeit zu einer "Familie", in Gruppen in groferen
Plastikdosen mit Deckel (Zylinder der Grofle 100x80mm) gehalten. Diese waren am Boden
mit mehreren Lagen feuchten Zellstoffs sowie Bléttern der FraBBpflanze ausgestattet und mit
einem Schaumstoffstopfen verschlossen. Nachdem alle Nachkommen geschliipft waren,
wurden die jeweiligen Anzahlen von weiblichen und ménnlichen Nachkommen jedes
Muttertieres festgehalten. Die Tiere wurden bis Anfang September 2006 weiter im
Klimaschrank unter den oben genannten Bedingungen gehalten. Zu dieser Jahreszeit geht
die Futterpflanze im Feld zur Neige. Die Tiere wurden nun in neue, mit feuchtem
Kokosfaserhumus etwa drei Zentimeter hoch angefiillte Plastikzylinder (GroBe wie oben
angegeben) umgesetzt und hierin fiir drei Monate im Kiihlschrank bei +4°C belassen, um
die Diapause zu simulieren, die die Imagines im Freiland einlegen, bevor sie sich im
Friihling des folgenden Jahres fortpflanzen. Beobachtungen im Labor wéhrend dieses
Versuches ergaben, dass es ohne oder nach zu kurzer Diapause nicht zur Verpaarung

zwischen den Tieren kommt.

2.3.2. Bestimmung der mtDNA-Haplotypen und der Wolbachia-Infektion

2.3.2.1. Vorbereitung der Proben und DNA-Extraktion

Fiir jedes der 109 im Freiland gesammelten Weibchen, auf deren Nachkommen alle
weiteren Untersuchungen zum Test auf cytoplasmatische Inkompatibilitdt beruhten, wurde
eine Genitalpriparation durchgefiihrt (vergleiche Abschnitt 2.1). Die Extraktion der
Gesamt-DNA der Muttertiere erfolgte mittels Chelex wie in Abschnitt 2.2 beschrieben.

2.3.2.2. Amplifizierung der mtDNA (COIl) und der bakteriellen Gene ftsZ und wsp

Zur Bestimmung des mtDNA-Haplotyps der Muttertiere wurden Amplifizierungen von
COI (Lange des Abschnitts ca 1400bp) wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben durchgefiihrt.
Die Feststellung des Wolbachia-Infektionstyps erfolgte mittels Amplifikation des wsp-Gens
(Lange des Abschnitts ca 650bp) mit den Wolbachia-spezifischen Primern wsp-f und wsp-r
(Tab. 11). Zusitzlich wurde der Infektionsstatus mittels Amplifizierung des Wolbachia-
Gens ftsZ (Lange des Abschnitts ca 1100bp) tiberpriift (Primer laut Tab. 11), um fehlerhafte
Interpretationen als Folge von Integration einzelner Wolbachia-Gene in das Wirtsgenom zu

vermeiden. Sémtliche Reaktionen erfolgten unter Verwendung des in Abschnitt 2.1.2
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Tab. 11 Die fiir die Determination des mtDNA-Haplotyps und des Wolbachia- genannten PCR-
Infektionsstatus der A. lythri-Muttertiere verwendeten Primer. *entsprechen dem .
Primerpaar 81F und 691R bei Braig et al. 1998 bezichungsweise Mavingui et al. Programms. Die
2005. A i
Primer Sequenz nnealing-

S1634 5’ - ATTGGAGATGAYCAAATTTATAAYGT - 3’

Temperaturen ~ waren
A3020 5" - GGAGCTTAAATCCAATACACTATTCTGCC - 3°

ftsZf1 5 - GTTGTCGCAAATACCGATGC - 3’ 45°C fiir COl und ftsZ
ftsZrl 5’ - CTTAAGTAAGCTGGTATATC - 3’ . . ‘
wsp-f* 5’ - TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC - 3’ beziehungsweise 50 bis

wsp-r* 5’ - AAAAATTAAACGCTACTCCA - 3°

54°C fir wsp. Die
weitere Analyse der Fragmente mittels Restriktionsverdau erfolgte ohne eine vorherige

Reinigung der Produkte.

2.3.2.3. Restriktionsanalyse (RFLP) fiir Altica-COIl und Wolbachia-wsp

Die Bestimmung der Haplotypen der Muttertiere erfolgte auf der Basis von COIl wie in den

Abschnitten 2.2.2 und 2.2.3 beschrieben. Fiir die Auswahl der Enzyme zur Bestimmung des

Infektionstyps wurden wsp-Sequenzen der drei bekannten Wolbachia-Stimme verwendet,

die aus den entsprechend infizierten Altica-Individuen isoliert wurden (D. Mora,
Tab. 12 Die von den Enzymen Mael und Acil erzeugten  Dyinlomarbeit 2006). Zur Identifizierung

Fragmentldngen des wsp-Genabschnittes (Bestimmung des

Infektionstyps bei A. Iythri). Die Angaben zu den  {eg jeweiligen Wolbachia-Stammes
Fragmentléngen beziehen sich jeweils auf exakt gleich lange

Ausgangsprodukte. wurden die erhaltenen wsp-DNA-
Enzym Wolbachia-Stamm Fragmentlingen
wAl non-cutter Fragmente unter Verwendung des
Mael wA2 241 - 295 - )
WB 5 -66-107 - 361 Restriktionsenzyms Mael (Tab. 12;
wAl 113 - 423 verwendeter  Puffer:  Tango  1X,
Acil wA2 non-cutter .
wB non-cutter Fermentas) verdaut. Der Infektionstyp

derjenigen Weibchen, deren
Nachkommen fiir den Test auf cytoplasmatische Inkompatibilitit verwendet wurden, wurde
zusétzlich unter Verwendung des Enzyms Acil iiberpriift, auch wenn dieses Enzym nur
eingeschriankte Ergebnisse zuldsst, da es zwischen den Stimmen wA2 und wB keine
Unterscheidung zulésst (Tab. 12). Die Analyse wurde wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben
durchgefiihrt. Auf der Grundlage der Ergebnisse wurden im Anschluss die gezielten
Verpaarungsexperimente zwischen Individuen mit jeweils unterschiedlichen oder gleichen
Infektionstypen durchgefiihrt. Hierbei bedeuten die Abkiirzungen: SwA2 beziehungsweise
Q@wA2 - Minnchen bezichungsweise Weibchen infiziert mit dem Stamm wA2; YwAl -
Weibchen infiziert mit dem Stamm wAl; $wB - Weibchen infiziert mit den Stamm wB;

Jd'w- beziehungsweise Qw- - Minnchen beziehungsweise Weibchen nicht infiziert.
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2.3.3. Durchfiihrung der Verpaarungsexperimente

Im Anschluss an die Bestimmung der Haplotypen und der jeweiligen Infektionstypen der
Muttertiere wurden nach Ende der Diapause (vergleiche Abschnitt 2.3.1) die Verpaarungen
zwischen den Nachkommen dieser Weibchen durchgefiihrt. Hierbei wurde auf die Vitalitat
der eingesetzten Weibchen geachtet und offensichtlich kranke oder deformierte Individuen
wurden von den Experimenten ausgeschlossen. Die Verpaarungen fanden entweder
innerhalb oder zwischen den einzelnen Infektionstypen statt und wurden mit so vielen
Replikaten wie moglich durchgefiihrt. Folgende Kombinationen waren méglich: JwA2 x
QwAl, 3wA2 x QwB, dwA2x Qw-, dw-x QwA2, Sw-x QwWAIl, dw- x QwB, JwA2
x PwWA2, dw- x Qw-. Inzucht wurde vermieden, obwohl natiirlich unklar war, inwieweit
Inzucht schon im Freiland eine Rolle spielt; die Seltenheit von Ménnchen in der
verwendeten Population 1dsst moglicherweise auf einen hohen Grad an Inzucht schlieen.
Es wurde immer nur ein Weibchen mit einem Ménnchen in jeweils einem Polystyrolglas
der Grofe 36x83mm gepaart. Aufgrund der geringen Anzahl von Ménnchen wurden diese
zum groften Teil mehrfach verpaart, jedoch immer nur mit einem Weibchen zur Zeit. Die
Behélter waren mit einer den Boden bedeckenden Lage feuchten Blumen-Steckschaums
sowie jeweils einem Blatt der Frapflanze versehen und mittels eines milbendichten
Schaumstoffstopfens verschlossen. Auch hier wurde wieder darauf geachtet, dass auf den
aus dem Freiland stammenden Pflanzen weder Eier noch Larven vorhanden waren. Die
Paare verblieben gewohnlich fiir mehrere Wochen zusammen, und die abgelegten Eier
wurden regelmdfig abgesammelt und ebenso behandelt wie oben beschrieben (Abschnitt
2.3.1). Die Miannchen wurden allerdings nach einiger Zeit von den Weibchen getrennt, um
sie mit neuen Weibchen zusammenzusetzen. Sowohl Minnchen als auch Weibchen
wurden, sobald ihre Aktivitdt abnahm und sie offensichtlich das Ende ihres Lebens erreicht
hatten, einzeln in 1,5ml Reagiergefaf3e iiberfiihrt und bei -20°C eingefroren. Sowohl die
Anzahl der von jedem Weibchen abgelegten Eier als auch die der hieraus geschliipften
Larven wurde fiir jede Verpaarung festgehalten, um die Schlupfrate ermitteln zu kénnen.
Jedoch wurde ein GrofBteil der geschliipften Nachkommen nicht weiter als bis zu einem
frithen Larvalstadium aufgezogen. Alle Nachkommen wurden fiir spitere Untersuchungen

einzeln bei -80°C eingelagert.

2.4. Karyologische Untersuchung der Art Altica lythri
Das hinlénglich bekannte Phdnomen des verschobenen Geschlechterverhédltnisses innerhalb

der Gattung Altica sollte an dieser Stelle mit besonderem Augenmerk auf die Art A. lythri
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untersucht werden, da offenbar gerade Populationen dieser Art besonders wenige
ménnliche Individuen aufweisen. Zusétzlich wurden jedoch auch Individuen anderer Arten
stichprobenartig einer karyologischen Untersuchung unterzogen. Diese beschriankte sich auf
das Feststellen der Anzahl der Chromosomen, um moglicherweise vorhandene polyploide
Chromosomensitze nachweisen zu konnen, welche wiederum ein Hinweis auf thelytok-
parthenogenetische Fortpflanzung sein kdnnten.

Fiir die Untersuchung wurden im April und im Mai 2009 zunichst weibliche Imagines in
drei verschiedenen Populationen der Art A. lythri gesammelt. Im Einzelnen entstammten 25
Tiere einer Population in Giister am Elbe-Liibeck-Kanal (Schleswig-Holstein), 14 Tiere
wurden aus einer Population bei Konigreich/Jork bei Stade (Niedersachsen) entnommen,
und 11 Tiere entstammten der Population in Wedel (Schleswig-Holstein; vergleiche
Abschnitt 2.2 und 2.3.1). Die Tiere wurden wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben zur Eiablage
gehalten. Der Boden der Glédser war mit feuchtem Blumen-Steckschaum bedeckt. Nur die
unter Laborbedingungen abgelegten Eier wurden fiir die Bestimmung der
Chromosomenzahlen verwendet. Das Verfahren zur Praparation und zur Sichtbarmachung
der Chromosomen richtete sich fiir diese Tiere stark nach der von Webb (1978)
entwickelten Methode. Jeweils mehrere ein bis maximal drei Tage alte Eier pro
Individuum, gerechnet ab Ablagedatum, wurden fiir jedes Weibchen getrennt analysiert.
Jeweils 1 bis 5 Eier wurden in einem Tropfen einer 0,005%igen Colchicin-Losung (in
1%iger Natrium-Citrat-Losung) in 1,5ml-Reagiergefdlen (Sarstedt, Niimbrecht) fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Mit einer Pasteur-Pipette wurde die Colchicin-
Losung entfernt und die Eier mit einigen Tropfen Clarke’s fluid (Ethanol:Eisessig im
Verhiltnis 3:1) liberdeckt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Hernach
wurde wiederum die Fliissigkeit entfernt und die Eier auf in Methanol gelagerte und
gereinigte, fettfreie, trockene Objekttriger gegeben. Die Eier wurden dann mit einigen
Tropfen 50%iger Essigsdure iliberdeckt und mit dem flachen Ende des Griffes einer
Prépariernadel mazeriert. Anschlieend wurden die Préparate luftgetrocknet und wie unten
beschrieben gefirbt.

Zwei weitere Arten (A. aenescens und A. ericeti, alle Individuen aus Koberg, Schleswig-
Holstein; Tab. 3) sowie ecinige weitere Einzeltiere der Art A. lythri aus weiteren
Populationen (Altenteil und Bordesholm, Schleswig-Holstein, sowie Reisdorf bei [lmenau,
Thiiringen; Abb. 12) wurden einer Analyse ihrer Chromosomenzahlen unterzogen (alle
Tiere stammten aus Aufsammlungen im Jahr 2008). Die Stichprobengrdf3e ist hier mit drei

(A. aenescens), einem (A. ericeti) bezichungsweise vier Individuen (A. lythri) allerdings
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sehr gering. Fiir A. aenescens wurde je ein Méannchen und ein Weibchen sowie eine Puppe,
fiir A. ericeti ein Ei, fiir A. lythri aus Altenteil ein Weibchen, fiir ein Tier aus Bordesholm
ein Minnchen und im Falle der Tiere aus Reisdorf je ein Méinnchen und ein Weibchen
analysiert. Bei Imagines wurden Eier oder Gewebeproben aus Ovariolen beziehungsweise
Hoden untersucht.

Fiir die Préparation von Eiern der Arten A. aenescens und A. ericeti wurden diese wie oben
beschrieben vorbereitet, die mit Colchicin behandelten und getrockneten Praparate wurden
jedoch abweichend hiervon unter leichter Neigung der Objekttriger mit einigen Tropfen
Fixative-I-Losung (60% Essigsdure-Ethanol; Eisessig, absol. Ethanol, Aqua Dest 3:3:4) in
der Art iiberdeckt, dass die Losung sofort an den Rand des Objekttragers lief und dort
abtropfte. Danach wurden die Eier mit zwei weiteren Tropfen Fixative-I-Losung liberdeckt
und die Eier mit einer Prépariernadel mazeriert. In der Horizontalen wurden die in einzelne
Zellen zerlegten Eier nun sofort mit zwei Tropfen Fixative-II-Losung (absol. Essigsdure-
Ethanol; Eisessig, Ethanol 1:1) iiberdeckt. Nach 15 bis 30 Sekunden wurden alle
Fliissigkeitsreste durch Kippen der Objekttriger entfernt und vor Antrocknen des
Priparates zwei Tropfen Fixative-III-Losung (Eisessig) hinzugegeben und nach etwa 10
Sekunden durch Abkippen wieder entfernt.

Fiir die Herstellung von Quetschpridparaten (Hoden der méannlichen A. aenescens und
Puppe derselben Art sowie Hoden und Ovariolen von A. lythri) wurden die jeweils
verwendeten Gewebe (im Falle der verpuppten Larve das mittlere Drittel des Korpers) in
Ringer-Losung fiir Insekten freigelegt und auf einem Objekttriger (Vorbehandlung wie
oben beschrieben) platziert. Auf das Gewebe wurde dann jeweils ein Tropfen 60%iger
Essigsdure gegeben. Die Priparate wurden mit einem Deckglas abgedeckt und das Gewebe
unter starkem Druck zerquetscht. Die Objekttriger wurden dann fiir etwa 20 Sekunden in
fliissigen Stickstoff getaucht und die Deckgldschen mit Hilfe eines Skalpells vorsichtig
abgehebelt.

Nach erfolgter Trocknung wurden sdmtliche der nach unterschiedlichen Methoden
hergestellten Préparate in Giemsa-Féarbelosung (1:24 verdiinnt in Serensen’s Phosphat-
Puffer, pH 6,8) fiir 10 Minuten gefarbt und anschlieBend in Leitungswasser durch kurzes
Spiilen geblaut. Zwecks Herstellung von Dauerprdparaten wurden die Prédparate mit
EinschluBmittel (Roti-Histokitt II) und einem Deckgldschen bedeckt. Die Auszéhlung der

Chromosomen erfolgte bei 1000facher Vergroerung unter einem Mikroskop.
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3. Ergebnisse

3.1. Phylogenetische Untersuchungen: Die drei Genome von Altica lythri

Die Ursachen fiir die Polyphylie der Art Altica lythri wurden mittels Ergédnzung der
bestehenden Phylogenie der Gattung um mtDNA-Daten (COI/Il) bisher fehlender Arten
sowie weitere Individuen bereits enthaltener Arten zu klaren versucht. Zur Unterstiitzung
erfolgte eine phylogenetische Analyse zweier unabhédngiger nukledrer Marker, des EF1a-
Introns sowie ITS2. Zudem wurden Wolbachia-Infektionsstatus sowie Infektionstyp
(jeweiliger Wolbachia-Stamm) fiir jedes in der mitochondriellen Phylogenie enthaltenen
Individuum, sofern infiziert, bestimmt, um beide Datenséitze miteinander in Beziehung
setzen und moglicherweise Riickschliisse auf eine Einflussnahme der Bakterien auf die

Dynamik der mitochondriellen DNA des Wirtes ziehen zu kénnen.

3.1.1. Die Phylogenie der Gattung Altica auf der Grundlage mitochondrieller Daten

Da die Analyse der Phylogenie der Gattung Altica neben der Ergdnzung moglichst vieler
Arten in erster Linie die Aufklarung der von A. lythri gezeigten Besonderheiten
beabsichtigte, enthdlt die phylogenetische Analyse eine groBe Anzahl Exemplare dieser
Art. Zahlreiche Individuen wurden gezielt nach dem Ergebnis der fiir die geographische
Analyse der Haplotypenverteilung durchgefiihrten Bestimmung der mtDNA-Haplotypen
(Abschnitt 3.2) ausgewihlt; aus diesem Grund geschah fiir diese Art die Auswahl der

Individuen fiir die Rekonstruktion der Phylogenie nicht in allen Féllen zufillig.

3.1.1.1. Analyse der Sequenzen

Die Analyse von Teilsequenzen der Cytochrom Oxidase-Untereinheiten I und II (COI/II)
der mitochondriellen DNA der Gattung Altica umfasst nach der Ergédnzung der Sequenzen
weiterer heimischer und nicht-heimischer Arten insgesamt 115 Individuen aus 18 Arten
(Abb. 13, Tab. 14). Zu 16 europdischen Arten, von denen zwei bislang unbestimmt sind (A.
sp. 1 und A. sp. 2), kommen je eine Art aus den USA (A. carinata, zwei Exemplare) sowie
eine Art aus Taiwan (A. birmanensis, ein Exemplar). Die Exemplare der beiden Arten A.
sp. 1 und A. sp. 2, die mit den verfligbaren Bestimmungsschliisseln (Kangas & Rutanen
1992, Doguet 1994, Siede 1998) keiner heimischen Art zugeordnet werden konnten, sind in
der phylogenetischen Analyse mit insgesamt sechs Exemplaren (vier Exemplare von A. sp.
1 aus Norddeutschland und zwei Exemplare von A. sp. 2 aus der Schweiz) vertreten.
Weitere Arten stammen aus Schweden (A. engstroemi) und aus Spanien (A. ampelophaga)

(vergleiche Tab. 3 in Abschnitt 2.1.1). Gegeniiber der bereits bestehenden
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phylogenetischen Analyse (Abb. 9 in Abschnitt 1.7.1.) konnte der mtDNA-
Sequenzdatensatz also um die Arten A. ampelophaga, A. brevicollis, A. birmanensis, A.
carinata, A. helianthemi, A. impressicollis, A. sp. 2 und A. tamaricis erweitert werden. Fiir
A. helianthemi, A. lythri, A. oleracea, A. palustris und A. quercetorum war es zudem
moglich, aus unterschiedlichen Populationen stammende Individuen zu analysieren.
Umfangreichere Stichproben aus mehr als einer Population konnten von den wenigsten
Arten erhalten werden (A. lythri, A. oleracea und A. palustris). Die Arten A. birmanensis,
A. brevicollis und A. impressicollis sind durch Einzelindividuen reprasentiert.

Die verwendeten mitochondriellen DNA-Sequenzen umfassen eine maximale Linge von
etwa 1740 Basenpaaren. Hiervon entfallen etwa 1380bp auf COIl, 64bp auf die
zwischenliegende tRNA'" und etwa 300bp auf COIl. In allen Fillen zeigten
Amplifizierung und Sequenzierung eine hohe Spezifitit der eingesetzten Primer; von jeder
DNA-Probe wurde ein distinktes PCR-Amplifikat erhalten. Wie fiir Insekten typisch, sind
die Sequenzen A-T-reich (etwa 70% A+T). Eine Deletion von der Lénge -eines
Basentripletts am Ende der COI-Sequenz zeichnet die Arten A. aenescens, A. ampelophaga,
A. brevicollis, A. carinata, A. engstroemi, A. ericeti, A. longicollis, A. lythri, A.
quercetorum, A. sp. 1 und A. sp. 2 aus (mit Sternchen markiert in Abb. 13).

Fiir die 115 analysierten Sequenzen kann aufgrund einer 100%igen Ubereinstimmung der
jeweiligen Nukleotidzusammensetzungen eine Homogenitdt der Basenfrequenzen und
somit gleiche Bedingungen fiir die Evolution der Basensequenzen angenommen werden
(x*-Homogenititstest, y° = 26,426313 (df = 342), P = 1,00). Der G+C-Gehalt betrigt im
Mittel 30% (16,3% C und 13,6% G).

3.1.1.2. Phylogenetische Beziehungen

Die Rekonstruktion der Verwandtschaftsverhéltnisse zeigt fiir fast alle Arten eine distinkte
interspezifische Differenzierung in monophyletische Gruppierungen (Abb. 13). Die
intraspezifischen genetischen Distanzen liegen hierbei fiir die monophyletischen Gruppen
zwischen 0,0% und 1,2%. Die Analyse ergibt eine geringe Auflosung des Clusters, das die
Arten A. aenescens, A. brevicollis, A. ericeti, A. longicollis, A. sp. 1 sowie einigen
Individuen der Art A. lythri umfasst. Innerhalb dieser Gruppierung sind die Arten A.
aenescens, A. lythri und A. sp. 1 problematisch, da nicht alle Individuen jeweils in einer
Gruppe zusammenfallen.

Abgesehen von den einzelnen Individuen der Arten A. aenescens und A. sp. 1 stellt A. lythri

hierbei einen umfassenden und sehr bedeutenden Fall von polyphyletischer Gruppierung
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innerhalb der rekonstruierten Phylogenie dar. Diese Art ist in der Analyse mit 50
Individuen aus 18 Populationen (16 Populationen aus Deutschland, eine aus Frankreich und
eine aus Polen) vertreten. Unter Einbeziehung aller Individuen kann zwischen drei deutlich
unterschiedlichen mitochondriellen Haplotypen, im Weiteren bezeichnet als HT1, HT2 und
HT3, differenziert werden (Abb. 13, Tab. 13).
Zwischen diesen drei Haplotypen liegen p-Distanzen von 2,1 bis 2,5% zwischen HT1 und
HT3, 4,2 bis 4,3% zwischen HT1 und HT2 beziehungsweise 4,2 bis 4,6% zwischen HT2
und HT3 (Tab. 13). Diese Distanzen sind deutlich hoher als die p-Distanzen zwischen
einigen der monophyletischen Altica-Arten und verdeutlichten, dass diese drei Typen
mitochondrieller DNA  nicht von

Tab. 13 Sequenzdivergenz (p-Distanzen) innerhalb und monophyletischer Herkunft sein kénnen.
zwischen den drei mtDNA-Haplotypen der Art A. lythri,

basierend auf COW/II._ Innerhalb der von A. lythri gebildeten
p-Distanzen
innerhalb zwischen den Haplotypen Haplogruppen liegen die p-Distanzen
HT2 HT3

HT1 0,0-0,64% | 420-430% 2,10-2,50 % zwischen 0,0 und 0,8% (Tab. 13). Einige

HT2 0,0-0,80% | - 4,20 - 4,60% ..
HT3 00-052% | - ) Individuen (A lyt 4, A lyt 6, A Iyt 11, A

lyt 20, A lyt 24, A lyt 48) weisen eine

von HT1 abgeleitete Variante auf, die im Folgenden als HT1* bezeichnet wird und sich
von HT1 durch eine Divergenz von 0,6% unterscheiden ldsst. Wie im Weiteren erortert
werden wird, mag diese Abgrenzung in Zusammenhang mit wichtigen
populationsgenetischen Faktoren stehen.

Als Folge dieser nicht-monophyletischen Gruppierung der drei wesentlichen Haplotypen
der Art A. lythri bleibt die Verwandtschaftsbeziehung zu den anderen Arten teilweise
unklar. Lediglich die Gruppierung, die die Individuen mit dem Haplotyp HT1 (inklusive
HT1*) umfasst, bildet eine geschlossene Gruppe. Die Individuen des Haplotyps HT3
weisen eine nahe Verwandtschaft mit der Art A. engstroemi auf. Fiir die Gruppe des
Haplotyps HT2 dagegen sind die Verhiltnisse besonders undurchsichtig, denn die
Individuen dieses Haplotyps weisen signifikante Ahnlichkeiten mit mehreren,
morphologisch teilweise sehr unterschiedlichen Arten auf; insbesondere sind hier A.
aenescens (Individuum A aen 1), A. longicollis und A. sp. 1 (nur die Individuen A spl 1
und A spl 3) zu nennen (Abb. 13). Weitere Fille nicht-monophyletischer Gruppierungen
betreffen, wie oben erwihnt, die Arten A. aenescens und A. sp. 1. So ist eines der drei

Individuen der Art A. aenescens (A aen 1) durch eine genetische Distanz von 0,6% von den
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Ergebnisse

anderen beiden Vertretern dieser Art abgegrenzt, ein Wert, der die interspezifische Distanz
von 0,2% zwischen diesen beiden Individuen und der Art A. ericeti deutlich tibertrifft. Zum
anderen sind zwei Individuen der Art A. sp. 1 (A spl 1 und A spl 3) aufgrund einer Distanz
von 0,35% von den beiden anderen Vertretern ihrer Art getrennt, welche die
interspezifische genetische Distanz dieser Individuen zu A. longicollis (0,17%) sowie
einigen Individuen des HT2-Clusters der Art A. lythri (0,0%) deutlich tibersteigt.

Die Sequenzunterschiede zwischen den Individuen der Art A. lythri und somit die in der
phylogenetischen Analyse widergespiegelten Verwandtschaftsverhiltnisse innerhalb dieser
bemerkenswerten Art lassen sich nicht mit der geographischen Herkunft der Tiere in
Ubereinstimmung bringen (Abb. 14); dies gilt nicht nur zwischen, sondern auch innerhalb der
verschiedenen Haplotypen. Lediglich innerhalb von einzelnen Populationen, beispielsweise
Ilmenau, Escheburg oder Freiburg, sind die Sequenzen so &hnlich, dass die meisten
Individuen eines Haplotyps jeweils eine geschlossene Gruppe bilden.

Fiir die Individuen der Art A. palustris gilt dies dagegen nicht: Hier bilden alle Individuen
aus Norddeutschland (von Treia bis Pevestorf) eine Gruppe mit sehr geringer
Sequenzdivergenz, wihrend das Individuum aus Siiddeutschland (Griesheim, Baden-
Wiirttemberg) eine deutlich abweichende Sequenz aufweist (Abb. 14). Bei A. oleracea findet
sich zum Teil dhnliches: Hier unterscheiden sich zwei Individuen aus Osterreich (A ol 8
und A ol 14 aus Takern) deutlich von allen anderen Individuen, wihrend allerdings zwei
weitere Individuen von einem anderen Fundort in Osterreich (A ol 12 und A ol 13 aus

Fiirstenfeld) nicht von Tieren

A ol 5 Epilobium angustifolium verschieden sind die in
AA (I)I32§ (_?eg_othera sp. ’
(o] lopium sp.
Aol 11 Epilobium gﬁ Norddeutschland gesammelt
AA IO[I}S Epilort]Jium irsutum
(o] Oenothera sp. . .
A p?| |2?5E9i|obium ar'])gustifonum wurden. Ebenso wenig lassen sich
)
A ol 9 Corylus avellana S 5
100 % °|| 11 % 90¥y|u avelnna Individuen aus Dénemark und
o] .
Aol4* Schweden von in Deutschland
A ol 16 Oenothera sp.
Aol1* . .
99 Aol 6 Epilobium sp. gesammelten Tieren unterscheiden.
Aol7*
Aol 12 **
Aol 13 **
100 A Ol 2 * . . . . .
_[? I 24 Epilobium hirsutum In diesem Zusammenhang bleibt
ol 21 Helianthemum nummularium . . .
Lr ﬁ gll ?4*: . zu erwdhnen, dass fir die
50

Abb. 15 Die Verwandtschaftsverhiltmisse innerhalb der Art A, Polyphage Art A. oleracea, welche
oleracea mit Angabe der FraBpflanzenart, auf der das jeweilige . e

Individuum gefunden wurde. Gesamte Phylogenie rekonstruiert auf sehr unterschiedliche Pflanzenarten
der Grundlage mitochondrieller DNA-Sequenzen (COI/Il) unter

Verwendung von Bayesian Analysis (ndhere Angaben: vgl. Abb. 13). aus verschiedenen
* Pflanze nicht bekannt (entweder keine Angabe oder Kescherfang aus .l
Vegetation); ** Beifang aus Getreidefeldern. Pflanzenfamilien nutzt (Tab 1)’
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kein Zusammenhang zwischen der Variabilitdt der mtDNA und der Frapflanzennutzung
festgestellt werden kann, was Hinweise auf ein Speziationsgeschehen mittels
Wirtspflanzenwechsel geben konnte (Abb. 15). Insbesondere beziiglich der fiir A. oleracea
genannten Unterart, welche auf Helianthemum nummularium (Sonnenréschen, Cistaceae)
friB}t, ist anzumerken, dass das hier untersuchte Exemplar (A ol 21) innerhalb der iibrigen
Individuen eingeordnet ist und somit nicht als Vertreter einer Unterart bezeichnet werden
kann. Da diese Untersuchung jedoch lediglich auf einer eingeschrinkten Auswahl der
moglichen Fraflpflanzen beruht, ist nicht auszuschlieBen, dass umfangreichere
Untersuchungen zu anderen Ergebnissen fiihren konnten, insbesondere dann, wenn

variablere Marker zur Auflésung der Phylogenie eingesetzt wiirden.

3.1.2. Uberpriifung der mitochondriellen Phylogenie mittels nukleirer
Genabschnitte

Die phylogenetische Analyse der Gattung Altica auf der Grundlage nukledrer DNA-
Abschnitte (Sequenzen des EFlo-Introns sowie von ITS2) wurde mit dem Ziel
durchgefiihrt, die auf mitochondriellen Sequenzdaten beruhende Analyse zu liberpriifen, da
diese aufgrund verschiedener Einfliisse offenbar nicht in allen Fillen die korrekten
Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen den Arten widerspiegelt. Die Rekonstruktion einer
alternativen Phylogenie war insbesondere im Hinblick auf die Art A. lythri wiinschenswert.
Die Hypothese, dass die polyphyletischen Muster als Folge von Hybridisierungen zwischen
Arten und Introgression von mtDNA entstanden sind, sollte auf diesem Wege getestet
werden; zudem sollte anhand der unabhingigen, auf nukledren Daten beruhenden

Phylogenie die mogliche Herkunft artfremder mtDNA-Haplotypen geklért werden.

3.1.2.1. EFlo-Intron

Die Analyse der etwa 600bp langen Sequenzen des EF1a-Introns ergab sehr schnell, dass
zwischen den von verschiedenen Arten erhaltenen Sequenzen nahezu keine Variabilitét
nachzuweisen und somit eine Auflosung der Taxa in einer phylogenetischen Analyse nicht
moglich war, so dass dieser Ansatz nicht weiter verfolgt wurde und lediglich fiir ITS2 eine

groflere Anzahl Sequenzierungen fiir verschiedene Arten durchgefiihrt wurde.

3.1.2.2. ITS2
Zur Analyse geeignete, das heifit gut lesbare Sequenzen ausreichender Lange des Markers

ITS2 wurden von insgesamt 17 Altica-Arten beziehungsweise 61 Individuen sowie von den
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AuBengruppen-Individuen H. mercurialis und P. fuscipes erhalten. Die Analyse deckt
somit einen grofen Teil der im Datensatz zur phylogenetischen Analyse der mtDNA
enthaltenen Individuen ab, entspricht dem Datensatz der mitochondriellen DNA jedoch aus
zwei Griinden nicht vollstindig. Zum Einen war es nicht mdglich, fiir jedes im mtDNA-
Datensatz enthaltene Individuum eine analysierbare Sequenz zu erhalten; zum Anderen
wurde die Datenaufnahme eingestellt, als sich abzeichnete, dass die Variabilitdt der
Sequenzen fiir ein eindeutiges Ergebnis nicht ausreichend ist. Dennoch erweisen sich die
Sequenzunterschiede zwischen den Arten in einigen Fillen als so weit ausgeprégt, dass sich

neue Ergebnisse und wichtige Anhaltspunkte daraus ableiten lassen.

A Analyse der Sequenzen

Alle von Altica erhaltenen ITS2-Sequenzen umfassen etwas mehr als 400bp Lange. Die
erhaltenen PCR-Produkte erwiesen sich im Normalfall als saubere Einzelbanden (zu den
Ausnahmen siehe Abschnitt C). Es konnte keine Liangenvariabilitit zwischen den
Einzelproben festgestellt werden (mit Ausnahme einzelner Basendeletionen).
Wabhrscheinlich aufgrund der Ausbildung von Sekundarstrukturen (ITS-DNA faltet sich zu
"stems" und "loops" und bildet eine kleeblattdhnliche Struktur aus), die zum Abbruch der
Kettenverlingerung wihrend der Sequenzierungsreaktionen fithrten, enden alle Sequenzen
kurz vor dem Beginn des 28S-Genabschnittes, da die Basenfolge auf den Gelen dariiber
hinaus nicht mehr lesbar war. Eine komplette Sequenz, die den gesamten Bereich vom
Ende des 5.8S Abschnittes, die gesamte ITS2-Sequenz sowie den Beginn des 28S-
Abschnittes iiberspannt, konnte dagegen von H. mercurialis erhalten werden. Diese
vollstindige Sequenz ermdglicht es, aufgrund des Vergleichs mit dem bei Gomez-Zurita et
al. (2000) veroffentlichten Genabschnitt die Lange des ITS2-Abschnittes bei Altica auf
430bp zu schitzen.

Einige Arten sind durch Deletionen eines oder einiger weniger Basenpaare charakterisiert.
Das Fehlen einzelner Basen ist allerdings nicht in allen Féllen als Charakteristikum einer
bestimmten Art zu sehen, sondern tritt mitunter nur bei einigen Individuen einer Art auf; so
beispielsweise bei A. lythri.

Es lassen sich keine Hinweise auf Unterschiede in der Nukleotidzusammensetzung
zwischen den analysierten Sequenzen fetstellen (x>-Homogenititstest, y° = 23.700478 (df =
180), P =1,00). Der G+C-Gehalt betragt 37,4% (17,7% C und 19,7% G).

Die Alignierung der Sequenzen der Arten H. mercurialis und P. fuscipes zeigt eine starke

Konservierung des Abschnittes der 5.8S DNA-Region innerhalb der Gattung Altica und
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Abb. 16 Phylogenetische Analyse der Gattung Altica auf Grundlage der ITS2-Sequenzen einer Auswahl der in der
Analyse der mitochondriellen DNA enthaltenen Individuen sowie H. mercurialis und P. fuscipes als AuBengruppe.
Berechnung der Verwandtschaftsverhéltnisse mittels Bayesian Analysis. An den Knoten sind jeweils die Bayesian
Posterior Probabilities angegeben. Sie basieren auf zwei unabhiangigen Laufen mit jeweils drei Millionen Generationen.
A. lythri in blau hervorgehoben und mit Angabe des jeweiligen mtDNA-Haplotyps (HT1, HT1*, HT2) sowie des

Wolbachia-Infektionsstatus. wA1-Wolbachia-Stamm wA1l; wA2-Wolbachia-Stamm wA2;

nachweisbar.

Wolbachia nicht
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auch im Vergleich mit der AuBlengruppe. Im Gegensatz hierzu sind die ITS2-Sequenzen
zwischen Innen- und Aufengruppe hochdivergent mit Sequenzunterschieden von iiber 30%
(bis 50%) mit wenigen kurzen konservierten Regionen.

Die genetischen Distanzen (p-Distanzen) zwischen den ITS2-Sequenzen variieren
interspezifisch zwischen 0,0% und 7,5%. Intraspezifische Distanzen umfassen einen
Bereich zwischen 0,0% und 1,1% genetischer Distanz. Insgesamt zeigen die Analysen, dass
die ITS2-Region aufgrund der Invariabilitét fiir die Auflosung der Phylogenie der Gattung
Altica nahezu unbrauchbar ist (Abb. 16). Die Auflésung ist fiir einen grolen Teil der Arten
minimal oder fehlt ganz. Ein volliges Fehlen intraspezifischer Variabilitit (0,0%
Sequenzdivergenz) zeigen die Arten A. aenescens, A. carinthiaca, A. engstroemi, A. ericeti,
A. helianthemi, A. longicollis, A. oleracea, A. sp. 2 und A. tamaricis. Fiir A. aenescens steht
dieser Befund somit im Gegensatz zu der nicht-monophyletischen Darstellung der Art auf
Basis der mtDNA (Abb. 13), doch weist A. aenescens nach den ITS2-Sequenzen
andererseits zu A. quercetorum keine genetischen Unterschiede auf. Die nukleére
Phylogenie bestatigt fiir A. lythri die Aufteilung in drei polyphyletische Gruppen nicht,
doch sind die Individuen dieser Art auch hier in mehr als eine Gruppe aufgeteilt. Da zwar
die genetischen Distanzen zwischen den Individuen von A. lythri gering beziehungsweise
die Sequenzen teilweise sogar identisch sind, andererseits jedoch auch mehrere andere
Arten zu denen von A. lythri identische Sequenzen aufwiesen, kann eine Monophylie dieser
Art auf nukledrer Basis weder bestitigt noch widerlegt werden. Diejenigen Individuen
anderer Arten, die zu A. lythri identische oder sehr dhnliche ITS2-Sequenzen aufwiesen,
also A. brevicollis, A. ampelophaga (nur das Individuum A amp 1), A. engstroemi und A.
longicollis, entsprechen dabei zum Teil denjenigen Individuen, die nach der auf der
Grundlage der mtDNA erstellten Phylogenie eine nahe Verwandtschaft mit A. lythri
aufweisen; dabei erweist sich allerdings die Auflosung des entsprechenden Arten-Clusters

im Falle der nukledren DNA in einigen Féllen als weitaus geringer.

B Vergleich der nukleiren mit der mitochondriellen Phylogenie

Zwischen den ITS2-Sequenzen der Arten A. ampeloghaga, A. brevicollis, A. engstroemi, A.
longicollis und A. lythri fehlt Divergenz weitgehend, so dass gesicherte Aussagen zu den
Verwandtschaftsverhiltnissen und im Vergleich mit der mitochondriellen Phylogenie nicht
moglich sind. Die Sequenzen von A. carinata, A. carinthiaca, A. helianthemi, A.
impressicollis, A. oleracea, A. palustris, A. sp. 1, A. sp. 2 und A. tamaricis zeigen dagegen

mehr Variabilitit untereinander und enthalten ausreichend Information, dass diese Arten als
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voneinander getrennte monophyletische Einheiten in Erscheinung treten. Beziiglich dieser
Arten unterscheidet sich die auf ITS2 basierende Phylogenie von der mitochondriellen
Phylogenie vor allem in der Positionierung der Art A. helianthemi, die hier nicht als
Schwesterart von A. carinthiaca aufgelost ist.

Auch innerhalb anderer Artenkomplexe weichen die Verwandtschaftsverhiltnisse teilweise
von denen ab, wie sie anhand des mtDNA-Datensatzes wiedergegeben werden. Ein
wesentlicher Unterschied zum Ergebnis der Analyse der mitochondriellen DNA findet sich
im Falle der Art A. sp. 2, deren beide Individuen auf Grundlage ihrer ITS2-Sequenzen so
nah mit den Individuen der Art A. sp. 1 verwandt erscheinen, dass beide Taxa (welche sich
morphologisch sehr dhnlich sehen) mdglicherweise der gleichen Art angehorten und nicht,
wie in der auf mtDNA-Sequenzen beruhenden Phylogenie, voneinander isoliert stehen
sollten. Ein weiterer Unterschied betrifft die Art A. quercetorum, deren ITS2-Sequenz
identisch zu der von A. aenescens ist, wiahrend die Sequenz von COI/Il fiir eine nahe
Verwandtschaft von A. quercetorum mit A. engstroemi spricht, welche wiederum mit A.
aenescens nicht nahe verwandt scheint (Abb. 13). Die Arten A. brevicollis, A. engstroemi,
A. lythri, A. longicollis sowie ein Individuum der Art A. ampelophaga (A amp 1) sind auf
der Grundlage ihrer ITS2-Sequenzen nicht voneinander zu unterscheiden; lediglich die
Sequenzen einzelner Individuen von A. lythri weisen intraspezifische Unterschiede
zueinander auf. So sind fiinf Individuen (A lyt 11, A lyt 20, A 1yt 21, A lyt 24, A Iyt 40)
aufgrund der phylogenetischen Analyse von allen anderen Individuen dieser Art separiert.
Diese fiinf Tiere unterscheiden sich in der ITS2-Sequenz aufgrund einer einzelnen
Basensubstitution und des Fehlens eines Adenin-Nukleotids. Die Abgrenzung erfolgt nicht
in Ubereinstimmung mit der Zuordnung dieser Tiere zu einem bestimmten mtDNA-
Haplotyp, der Herkunft oder aber des Geschlechts; jedoch korreliert die Separierung mit
einer fehlenden oder zumindest nicht determinierbaren Wolbachia-Infektion (Abb. 16).
Hier soll jedoch nicht unerwihnt bleiben, dass bei dem Individuum A lyt 6 ebenfalls keine
Infektion nachgewiesen werden konnte, dass dieses Tier jedoch in die

Verwandtschaftsgruppe der infizierten Individuen eingeordnet wird.

Obwohl normalerweise hochvariabel, erwiesen sich die ITS2-Sequenzen insgesamt als
ungeeignet, um die Phylogenie der Gattung Altica liickenlos aufzukldren. Die Trennung
zwischen zwei Artengruppen, von denen eine die Art A. lythri und ihre nahen Verwandten,
die andere A. oleracea und verwandte Arten umfasst, wird jedoch auch von der auf diesen

Sequenzen basierenden Phylogenie gut unterstiitzt.
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C Probleme bei der Amplifikation von I'TS2

Finige der nach oben dargestellter Methode durchgefiihrten Amplifikationen von ITS2
(vergleiche Abschnitt 2.1) fithrten bei einer Reihe von Altica-Individuen verschiedener
Arten jeweils zu einer zweiten, oft sehr deutlichen Bande, die auf ein
im Vergleich zu dem zu erwartenden ITS2-Fragment etwas kiirzeres
DNA-Fragment hinwies (Abb. 17). Um abzukldren, ob es sich
hierbei ebenfalls um einen ITS2-Abschnitt handelte, wurde in einem
Fall beispielhaft jedes der beiden durch Amplifikation mit der
Primer-Kombination ITS3f und ITS4r gewonnenen DNA-Fragmente
sequenziert. Zu diesem Zweck wurde das gesamte PCR-Produkt
eines ausgewdahlten Individuums der Art A. lythri, welches besonders

deutliche Doppelbanden zeigte, auf ein 2%iges Agarose-Gel

Abb. 17 ITs2- aufgetragen und die Fragmente iiber eine lange Laufzeit bei geringer

Doppelbande, erzeugt o1, . .
unter  Verwendung  VoOltzahl sorgféltig aufgetrennt. Beide Banden wurden dann einzeln

eines  DNA-Extrakts . . .. .
von einem Individuum  aus dem Gel herausgeschnitten und die DNA fiir jede der beiden

der ArtA. bythri Banden {iiber eine Gelextraktion (Gel Extraction Kit, Qiagen)
aufgereinigt. Sequenzierung nach der oben beschriebenen Methode und nachfolgender
Abgleich der erhaltenen Sequenzen mit der NCBI-Datenbank mittels BLAST ergab fiir das
langere der beiden Fragmente (also die erwartete PCR-Bande) die Bestétigung, dass es sich
eindeutig um eine Insekten-ITS2-Sequenz handelte. Bei dem kiirzeren DNA-Fragment
dagegen handelte es sich um eine pflanzliche ITS2-Sequenz von einer Epilobium-Art, also
zweifellos um DNA der FraBpflanze des betreffenden Kéfers (in diesem Fall E. hirsutum).
Folglich erwies es sich als ratsam, zumindest bei Verwendung von ITS2 die Kéafer vor der
Extraktion der DNA einige Zeit hungern zu lassen, um den Darm zu leeren, oder aber vor
der Extraktion von DNA aus dem Abdomen den Darm zu entfernen, oder DNA aus
anderen Korperteilen wie etwa den Beinen zu extrahieren. Abgesehen davon konnten die

DNA-Abschnitte gewiinschter Lédnge mittels Gelextraktion gereinigt und ebenso

sequenziert werden wie direkt gewonnene PCR-Produkte.

3.1.3. Wolbachia-Infektionen bei Altica

3.1.3.1. Analyse des Wolbachia-Infektionsstatus anhand von ftsZ

Das bakterielle Gen ftsZ diente bei diesem Teil der Untersuchung der Rekonstruktion der
Phylogenie der bei Altica vorkommenden Wolbachia-Bakterien und damit der Feststellung
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der Diversitit der Bakterien,

Infektionsfrequenz innerhalb der Wirtsgattung.

der Héufigkeit der

Wolbachia
Art Code Herkunft Infektion
A. aenescens Aaen 1 4 Koberg. SH wA2
Aaen2 Q Koberg, SH wA2
A aen 3 4 Koberg, SH wA2
A. ampelophaga A amp 1 4 Mallorca. E -—
A amp 2 4 Mallorca, E -—
A amp 3 Q  Mallorca, E -
A. birmanensis A bir 1 2 Fushan, Taiwan wAl
A icolli i 1 O Grieshelm. BW 2
A. carinata Acarinal @ Taos. USA (+)
Acarina2 & Taos, USA (+)
A. carinthiaca Acarinth1 @ Pevestorf. NI wAl
A carinth 2 Q Pevestorf, NI wAl
A.engstroemi  Aeng | Q  Qsterdllren. S wB
Aeng?2 Q  Osterdllren, S wB
A. ericeti Aceril 4 Kobere. SH wA2
Aeri 2 Q Koberg, SH wA2
A. helianthemi A hel 1 A Badbers. BW wAl
A hel 2 & Freiburg, BW  wAl
A hel 3 4 Freiburg, BW ()
imp 1 Q Altenteil. SH wAl
A. longicollis Alon 1 Q@ List. Svlt. SH
Alon 2 Q List, Sylt, SH -
A. lythri Alvtl 4 Wedel. SH wA2
Alyt2 Q  Wedel, SH WAL
Alyt3 Q  Wedel, SH wAl
Alyt4 Q  Giister, SH -
Alyt5s Q@ Ménerbes, F -—-
Alyt6 Q@ Geesthacht, SH ---
Alyt7 Q  Geesthacht, SH  wAl
Alyt8 Q@ Neugraben, HH  wAl
Alyt9 Q@ Neugraben, HH wAl
Alyt10 Q@ Giister, SH wA2
Alytll Q  Giister, SH -
Alyt12 & Giister, SH wA2
Alyt13 Q  Geesthacht, SH wAl
Alyt 14 @  Freiburg, BW wAl
Alyt15 Q@  Freiburg, BW wAl
Alyt 16 Q@  Seedorf, SH wAl
Alyt17 & Seedorf, SH wWA2
Alyt18 Q@  Mbolin, SH wAl
Alyt19 & Pevestorf, NI wB
A lyt 20 Q  Biichen, SH -—-
Alyt21 @ Ilmenau, TH —
Alyt22 Q  Freiburg, BW wAl
Alyt23 @  Freiburg, BW wAl
Alyt 24 & Ilmenau, TH j—
Alyt 25 & Tlmenau, TH —
Alyt26 Q@ Ilmenau, TH —
Alyt27 @  Ilmenau, TH -
Alyt 28 & Altenteil, SH wA2
Alyt29 & Wedel, SH -
A lyt 30 3 Wedel, SH -—
Alyt 31 3 Wedel, SH wB
Alyt 32 & Altenteil, SH -
Alyt33 & Escheburg, SH wA2
Alyt 34 Q@  Bretten, BW wAl
A lyt 35 Q@ Escheburg, SH wA2
Alyt 36 Q Escheburg, SH wA2
Alyt 37 Q@ Bretten, BW wA2
Alyt 38 Q@ Hahndorf, NI —
A lyt 39 @  Hahndorf, NI wAl
A lyt 40 Q@ Escheburg,SH ---
Alyt 41 Q  Bretten, BW —
Alyt 42 Q@ Escheburg, SH wA2
Alyt43 Q@ Karlsruhe, BW wA2
A lyt 44 Q@ Karlsruhe, BW -
Alytds Q@ Karlsruhe, BW  ---
Alyt 46 Q Komorze, PL wB
Alyt 47 & Komorze, PL wB
Alyt 48 Q  Treia, SH -—
A lyt 49 Q@  Treia, SH wAl
A lyt 50 & Treia, SH wA2
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einzelnen Stdmme und der

Tab. 14 Die in den phylogenetischen Analysen von COI/II
und ftsZ enthaltenen 115 Altica Individuen (18 Arten). In
Fettdruck die zur fritheren Untersuchung hinzugefiigten
Individuen. In der ersten Spalte der Name der Art, in der
zweiten der Identifikationscode sowie das Geschlecht. Die
dritte Spalte bezeichnet den Fundort (angegeben ist jeweils
die néchste Stadt oder der nichstgelegene Ort. Fundorte
innerhalb Deutschlands: BW-Baden-Wiirttemberg, HH-
Hamburg, SH-Schleswig-Holstein, NI-Niedersachsen, ST-
Sachsen-Anhalt, TH-Thiiringen). Fundorte auflerhalb
Deutschlands: A-Osterreich, CH-Schweiz, DK-Dénemark,
E-Spanien, F-Frankreich, PL-Polen, S-Schweden. Die
vierte Spalte bezeichnet den Infektionsstatus jedes
Einzeltieres  bezichungsweise den nachgewiesenen
Wolbachia-Stamm, der mittels Sequenzierung des ftsZ-
Gens bestimmt wurde. wAl-Wolbachia Stamm wAl;
wA2-Wolbachia Stamm wA2; wB-Wolbachia Stamm wB;
(+) schwache Einzelbande, folglich Determination des

Infektionstyps nicht moglich; --- Wolbachia nicht
nachweisbar.
Wolbachia
Art Code Herkunft Infektion
A. oleracea Aoll Q Wedel. SH -
Aol2 Q  Wedel, SH -—
Aol3 Q Hamfelde, SH -
Aol4 Q@ Aumiihle, SH -
Aol5 Q  Aumiihle, SH -
Aol6 Q@  Wohltorf, SH wAl
Aol7 Q  Wohltorf, SH wAl
Aol Q@  Takern, A wAl
Aol9 @ Havekost, SH wAl
Aol 10 Q@ Havekost, SH wAl
Aolll Q@ Hamfelde, SH -
Aol12 Q@ Fiirstenfeld, A wAl
Aol 13 Q@ Fiirstenfeld, A wAl
Aoll4 Q@ Takern, A wAl
Aoll5 Q  Brunstorf, SH -
Aoll6 Q@ Pevestorf, NI wAl
Aoll7 Q@ Pevestorf, NI -
Aol18 @ Lund,S -
Aol19 Q@ Helnas, DK -
Aol 20 Q Burgwenden, TH ---
Aol21 & Himmelsberga,S ---
Aol22 Q@ Waghiusel, BW -
Aol 23 Q  Quickborn, SH -
Aol24 Q9 Barendorf, NI -—-
A. palustris Apall @ Neugraben. HH wAl
A pal 2 Q  Wohltorf, SH -—
Apal3 & Wohltorf, SH wAl
A pal4 Q@ Neugraben, HH -
Apal5 @ Griesheim, BW wAl
Apal6 @ Pevestorf, NI -
Apal7 @ Escheburg, SH wAl
Apal8 @ Schelingen, BW -
Apal9 @ Treia, SH -
A.auercetorum Aauer! @ Wedel. SH wB
A quer2 @ Berkau, ST wAl
A.sp. 1 Aspll 2 Aumihle. SH (+)
Aspl2 @ Aumiihle, SH -
Aspl3 @ Aumiihle, SH wA2
Aspl4 @ Aumiihle, SH wWA2
A.sp.2 Asp21 2 Bos-Cha.CH -—-
Asp22 2 Bos-Cha, CH -
A. tamaricis Atam1l @ LesVans.F (+)
Atam2 2 TesVans. F (+)
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Bekannt war bislang bereits, dass bei Altica drei unterschiedliche Wolbachia-Stamme
vorkommen, die den beiden Supergroups A und B angehdren. Dass diese Stimme bei A.
lythri mit jeweils einem spezifischen mtDNA-Haplotyp assoziiert sind und ansonsten eine
Altica-Art immer mit nur einem Wolbachia-Stamm infiziert ist, zeichnete sich ebenfalls ab.
Die Weiterfilhrung der Analyse der Beziehung Altica-Wolbachia bestétigt bisherige
Ergebnisse, zeigt aber auch neue Erkenntnisse auf und erginzt bislang gemachte

Annahmen.

A Infektionsfrequenzen

Mittels Amplifizierung des ftsZ-Gens konnte bei 70 der 115 Altica-Individuen (60,9%)
beziehungsweise bei 15 der 18 Arten (83,3%) eine Infektion mit Wolbachia nachgewiesen
werden (Tab. 14). Zudem zeigte sich, dass auch H. mercurialis und P. fuscipes Wolbachia-
Infektionen aufwiesen. Alle 70 infizierten Altica-Individuen schienen mit jeweils nur einem
Wolbachia-Stamm infiziert zu sein; die Sequenzierungsergebnisse lassen keine Hinweise

auf das Vorhandensein mehrerer

1 253 SArn G unterschiedlicher Stimme innerhalb desselben

— I Individuums erkennen (wie etwa mehrdeutige
— 11kb .

Chromatogramme,  die  andernfalls  auf
250bp alternative  Nukleotide und somit eine
Vermischung der DNA mehrerer

Abb. 18 Beispiel fiir das Ergebnis einer PCR zum o )

Nachweis von Wolbachia-Infektionen bei Altica  unterschiedlicher Stdmme hétten schlieBen

mittels Amplifikation von ftsZ. 1: A. lythri; 2: A. .

palustris; 3: A. helianthemi; 4-5: A. Iythri; 6: A.  lassen  konnen). Von drei Arten (A.

palustris; K: Leerkontrolle. . .

ampelophaga, A. longicollis und A. sp. 2)

konnten trotz mehrfacher Versuche keine ftsZ-PCR-Produkte erhalten werden. Da aus
denselben DNA-Extrakten die Daten fiir die Analyse der mtDNA erhoben wurden, kann als
Ursache hierfiir nicht eine fehlgeschlagene DNA-Extraktion in Betracht gezogen werden,;
vielmehr kann angenommen werden, dass Wolbachia bei diesen Tieren nicht vorhanden
war. A. carinata und A. tamaricis zeigten sehr schwache PCR-Produkte, die sich nicht
sequenzieren lieBen; das gleiche gilt fiir einige Individuen der Arten A. helianthemi, A.
oleracea, A. palustris und A. sp. 1 (Beispiel: Abb. 18). Eventuell wiesen diese Tiere nur
eine geringfligige Bakteriendichte auf. Auf der Grundlage der Amplifikation des ftsZ-Gens
lassen sich die Infektionsraten flir die hadufigsten und deshalb in den phylogenetischen

Analysen zahlenméBig am hiaufigsten vertretenen Arten A. lythri, A. oleracea und A.
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palustris (unter Einbezichung schwacher PCR-Produkte) mit 62,0%, 41,7%

beziehungsweise 55,6% angeben.

B Analyse der ftsZ-Sequenzen

Die phylogenetische Analyse der bei Altica auftretenden Wolbachia-Stimme basiert auf
etwa 1000bp langen Abschnitten des ftsZ-Gens der Bakterien. Zwischen den drei bei Altica
nachgewiesenen Stimmen fand sich keine Lingenvariabilitdt des untersuchten Abschnitts.
Es konnten keine Hinweise auf Unterschiede in der Nukleotidzusammensetzung zwischen
den analysierten Sequenzen festgestellt werden. (x*-Homogenititstest, x> = 37.251220, df =
195, P = 1.00). Der G + C-Gehalt der Sequenzen betrug durchschnittlich 40,7% (15,3% C
und 25,3% G).

C Bestimmung der Infektionstypen

Mittels BLAST-Suche zeigte sich, dass die fiir Altica infizierende Wolbachia-Stamme
erhaltenen ftsZ-Sequenzen signifikante Sequenzéhnlichkeiten mit den typischerweise bei
Insekten gefundenen Wolbachia-Supergroups A beziehungsweise B (maximal 99%

Sequenziibereinstimmung mit Stamm
Tab. 15 Wolbachia-Infektionstypen und deren Haufigkeit bei

Altica, berechnet auf der Grundlage der Arten (Spalten 2 und A beziehungsweise maximal 97%
3; 18 Arten) beziehungsweise der Individuen (Spalten 4 und 5; .

115 Individuen). (+) Wolbachia-Stamm nicht determinierbar; - Ubereinstimmung mit Stamm B)
-- Wolbachia nicht nachweisbar.

Stamm N Arten Hiufigkeit N Ind. Hiufigkeit aufweisen.

wAl 8 44,4% 35 30,4% s L i

WA2 5 27.8% 20 17.4% Die Stimme, die die Gattung Altica
0, 0,

zil)g 2 ;ggég ; 3(1)02‘: infizieren, wurden folglich als wA

7 38,9% 45 39,1%

beziehungsweise @~ wB  bezeichnet.

Hierbei sind 12 Altica-Arten mit wA
infiziert (nachgewiesen iiber Sequenzierung bei 88,5% der infizierten Individuen). Drei
Arten weisen eine Infektion mit wB auf (nachgewiesen iiber Sequenzierung bei 11,5% aller
infizierten Individuen). Die genetischen Distanzen zwischen den beiden Stimmen wA und
wB liegen bei bis zu 15%. Die Arten A. lythri und A. quercetorum beherbergten jeweils
mehr als einen Stamm. Diese Eigenart soll unten ausfiihrlich diskutiert werden.

Die phylogenetische Analyse der ftsZ-Sequenzen zeigt deutlich, dass Stamm wA in zwei
Stimme unterteilt ist, die im Weiteren mit wA 1 beziehungsweise wA2 bezeichnet werden

(Abb. 19). Die genetische Distanz (p-Distanz) zwischen wA 1 und wA?2 betrigt etwa 3%.
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wA1

wWA2

Aeng1

Aquer 1
Alyt 31
Alyt19
Alyt 46

strain F (AJ292345)

0.1 substitutions per site

Alyt 47
Aeng 2
Hermaeophaga

strain E (AJ344216)

wB

Abb. 19 Phylogenetische Analyse (Bayesian analysis) der bei Altica gefundenen Wolbachia-Bakterien auf der
Grundlage von ftsZ-Sequenzen. Bayesian posterior probabilities sind an den Knoten angegeben und basieren auf zwei
unabhingigen Laufen mit jeweils fiinf Millionen Generationen. Individuen der Art A. lythri in blau und Fettdruck
hervorgehoben. Balken kennzeichnen die drei Wolbachia-Stimme wA 1, wA2 und wB. Fiir weitere Informationen siehe

Tab. 14).
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35 Individuen aus acht Arten waren mit wA 1 infiziert; der Stamm fand sich bei 54,1% der
infizierten Tiere beziehungsweise bei 30,4% aller analysierten Individuen; Tab. 15). Der
Stamm wAl1 erscheint weiterhin unterteilt in insgesamt vier Varianten unterschiedlicher
Haufigkeit (Abb. 19). Die hdufigste Variante fand sich bei insgesamt 27 Individuen aus den
Arten A. carinthiaca, A. helianthemi, A impressicollis, A palustris, A. oleracea, bei einem
der beiden Individuen von A. quercetorum, bei einem grof3en Teil der Individuen der Art A.
lythri sowie bei P. fuscipes. Eine der selteneren Formen fand sich bei fiinf Individuen der
Art A. oleracea (A ol 6, Aol 7, Aol 9, Aol 10, A ol 16); eine weitere abgewandelte Form
wurde bei drei Individuen der Art A. palustris (A pal 1, A pal 5 und A pal 7) nachgewiesen,
eine dritte Variante bei A. birmanensis (A bir 1). Die Sequenzdivergenzen zwischen den
weniger verbreiteten Varianten des Stammes wA1l beziehungsweise zwischen diesen und
der hdufigen Form liegen zwischen 1,4% und 2,7%, wihrend die Werte innerhalb der
hiufigen und viel homogeneren Form zwischen 0,0% und 0,3% liegen.

21 Altica-Individuen (34,4% aller infizierten Tiere beziehungsweise 17,4% aller
Individuen) aus fiinf Arten (A. aenescens, A. brevicollis, A. ericeti, ein Teil der Individuen
von A. lythri sowie A. sp. 1) wiesen eine Infektion mit dem Stamm wA?2 auf. Somit ist wA2
weit weniger hiufig als wA1l. Im Gegensatz zu wA1l ist wA2 deutlich einheitlicher und
zeigt weit geringere Sequenzdivergenzen von 0,0 bis 0,2%.

Der zur Wolbachia-Supergroup B gehorende Stamm wB ist bei Altica mit sechs nahezu
identischen Sequenzen und einer leicht abgewandelten Variante (0,4% Sequenzdivergenz
bei A lyt 19 zu den iibrigen ftsZ-Sequenzen) vertreten. Sieben Individuen aus acht Arten
waren mit diesem Stamm infiziert (11,4% der infizierten Individuen beziehungsweise 6,1%
aller Individuen (Tab. 15).

Bei Podagrica fuscipes wurde eine Infektion mit Wolbachia des Stammes wA
nachgewiesen. Es zeigt sich jedoch, dass eine genauere Zuordnung problematisch ist; dies
soll im folgenden Abschnitt genauer ausgefiihrt werden. Hermaeophaga mercurialis wies
eine Infektion mit einem Wolbachia-Stamm der Supergroup B auf. Es handelt es sich hier
um eine deutlich abgewandelte Variante des Stammes wB, der bei Altica gefunden wurde;
die Sequenzdivergenz zwischen den beiden Formen liegt zwischen 2,1 und 2,3%. Die
Unterschiede basieren nicht nur auf Basensubstitutionen, sondern bei H. mercurialis auch
auf dem Fehlen dreier Basentripletts in der ftsZ-Sequenz. Dennoch ist der bei H.
mercurialis nachgewiesene Infektionstyp nach erfolgtem Datenbank-Abgleich eindeutig
der Supergroup B zuzuordnen, sollte jedoch als weiterer Stamm von dem Altica

infizierenden Stamm wB abgegrenzt werden.
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Die Sequenzédhnlichkeitssuche mittels BLAST ermdglicht eine Zuordnung aller bei Altica
gefundenen Wolbachia-Stimme zu bekannten Infektionsformen (Tab. 16). So zeigt sich fiir
den Stamm wAl eine hohe Ubereinstimmung mit der ftsZ-Sequenz des Stammes wForm
(99% Sequenziibereinstimmung). Dieser Wolbachia-Stamm ruft bei Neochrysocharis

formosa (Hymenoptera, Eulophidae), einem Endoparasiten, der eine ganze Reihe

verschiedener Tab. 16 Zuordnung der bei Altica nachgewiesenen Wolbachia-Stimme zu den jeweils
Insekten  befillt néichstéihnlichgp bekannten Stéimmen (ftsZ-Sequenziibereinstimmung mit den bei Altica}
> gefundenen Staimmen 97% bis 99%). Spalte 1: Name des Stammes. Spalte 2: Wirtsart, bei
Pa rthenogenese der der jeweilige SEamm beschrieben wurde. S"pa.ﬂte 3 Der bei der jeweiligep Wi.r‘Fsart
hervorgerufene Phénotyp. Spalte 4: Zugehorigkeit des Stammes zur jeweiligen
hervor Die "Supergroup". Spa}lte 5 ]?ntspre(%h'ender Stamm bei Altica. * abgewandelte Form des
. Stammes wAl, die bei fiinf Individuen der Art A. oleracea gefunden wurde. S.G. =
Wolbachia-Supergroup.
abgewandelte Stamm Wirt Phiinotyp S.G. entspr. bei Altica
Form des WwCerl Rhagoletis cerasi Cr? A WA2
wForm  Neochrysocharis formosa PI A wAl
Stammes  wAl, wMa Drosophila simulans C1? B wB
) ) wNaw  Telenomus nawai PI A wAL(¥)
die  bei fiinf wRj Drosophila simulans CI A wAl(®)

Individuen der Art

A. oleracea gefunden wurde (Abb. 19), weist eine 97%ige Sequenziibereinstimmung
jeweils mit den Stimmen wRi, wForm und wNaw auf. Die anderen Varianten des Stammes
wA1 dagegen konnen wiederum dem Stamm wForm zugeordnet werden, jedoch mit einer
geringeren Sequenziibereinstimmung (etwa 97%). Die ftsZ-Sequenz des Stammes wA2
dhnelt signifikant dem Stamm wCerl (99% Sequenziibereinstimmung). Dieser Stamm ist
von Rhagoletis cerasi (Diptera, Tephritidae) beschrieben und steht in dem Verdacht, bei
dieser Art cytoplasmatische Inkompatibilitit hervorzurufen.

Der Wolbachia-Stamm, der bei A. birmanensis gefunden wurde, kann nicht zweifelsfrei
einer der beiden Formen des Stammes wA (WAl und wA2) zugeordnet werden. Zwar
dhnelt er nach der phylogenetischen Analyse den Stimmen wRi, wForm und wNaw, also
der abgewandelten Form des Stammes wAl (jeweils 97%), jedoch legt der
Datenbankabgleich eine 99%ige Sequenzéhnlichkeit mit wCerl nahe und somit eine
Zugehorigkeit zu wA2.

Die bei Altica nachgewiesene Form des Stammes wB weist eine hohe Ubereinstimmung
sowohl mit einem nicht n#dher benannten Wolbachia-Stamm auf, der bei der
Schmetterlingsart Hypolimnas bolina Male Killing auslost (Mitsuhashi et al. 2004), gleicht
jedoch auch dem Stamm wMa, der bei Drosophila simulans und anderen Insekten
cytoplasmatische Inkompatibilitét hervorruft (93 bis 97% Sequenziibereinstimmung). Diese
vergleichsweise geringe Sequenziibereinstimmung spricht jedoch eher dafiir, diesen Stamm

als eigene Form zu betrachten, die hier somit moglicherweise zum ersten Mal
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Abb. 20 Phylogenetische Analyse der mitochondriellen DNA-Sequenzen von Altica (A) und der die entsprechenden Individuen
infizierenden Wolbachia-Bakterien auf der Grundlage von ftsZ-Sequenzen (B). Die unterbrochenen Linien zeigen an, dass die
Aste nicht maBstabsgetreu wiedergegeben sind; die tatsichlichen Astlingen sind hier jeweils angegeben. Bayesian posterior
probabilities an den Knoten basieren auf zwei unabhingigen Laufen mit jeweils fiinf Millionen Generationen. Individuen der
Art A. lythri in Fettdruck und grau hinterlegt. Die mtDNA-Haplotypen von A. lythri sowie die Wolbachia-Staimme sind durch
Balken gekennzeichnet und die Assoziation mittels Linien dargestellt. Fiir weitere Informationen siche Tab. 14.
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nachgewiesen wurde. In diesem Zusammenhang ist die gemeinsame phylogenetische
Analyse der bei Altica gefundenen Wolbachia-ftsZ-Sequenzen zusammen mit ftsZ-
Sequenzen der MLST- und NCBI-Datenbanken zu erwéhnen (Abb. 24); die Untersuchung
der Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen aus Altica isolierten Wolbachia mit Wolbachia
aus zahlreichen weiteren Arthropoden-Taxa ermoglicht hierzu weitreichende Einblicke

(Teil C des folgenden Abschnitts).

3.1.3.2. Vergleich der Phylogenien von Altica und Wolbachia

A Assoziation zwischen Wolbachia-Stamm und mtDNA bei Altica lythri

Mit Ausnahme zweier Fille erwies sich jede Altica-Art als mit jeweils einem der drei

Wolbachia-Staimme wA1l, wA2 und wB infiziert. Fiir die nur mit je einem Individuum
vertretenen Arten A. birmanensis (wAl), A.

Tab. 17 Wolbachia-Infektionsraten  fir  jede . . . . .
Haplogruppe der Art A. lythri (Grundlage: ftsZ). brevicollis (WA2) und A. ImprESSICOHIS

mtDNA N N infizierte Infektionsrate
Haplotyp Ind. Ind.

(WAT) konnen diesbeziiglich natiirlich keine

HT1 2l 15 71,4% Aussagen getroffen werden; ebenso ist die
HT2 22 12 54,5%
HT3 7 4 57,1% fir viele andere  Arten  geringe

Stichprobengréf3e zu beachten. Bei den infizierten Individuen der Arten A. carinthiaca, A.
helianthemi, A. oleracea sowie A. palustris wurde der Stamm wA1 nachgewiesen; die
Individuen der Arten A. aenescens und A. ericeti sowie zwei Exemplare der Art A. sp. 1
waren mit wA2 infiziert, und die beiden Individuen der Art A. engstroemi wiesen eine
Infektion mit wB auf. Im Gegensatz dazu wurden bei den beiden Individuen der Art A.
quercetorum, die zwei weit voneinander entfernten Populationen entstammen (Luftlinie
etwa 300km), trotz sehr dhnlicher mitochondrieller DNA zwei verschiedene Wolbachia-
Stimme nachgewiesen; so war das Individuum A quer 1 mit wB, das Individuum A quer 2
jedoch mit wAl infiziert. Dieses Ergebnis widerspricht der ansonsten bestindigen
Assoziation eines bestimmten mtDNA-Typs mit einem bestimmten Wolbachia-Stamm, wie
fiir A. lythri im Folgenden zu erortern ist.

Die Art A. lythri zeigt ein auffilliges Muster von Assoziationen zwischen mtDNA und
Wolbachia-Infektion. Wihrend die beiden Individuen der Art A. quercetorum mit zwei
unterschiedlichen Wolbachia-Stammen infiziert ist, jedoch weitgehend tibereinstimmende
mtDNA-Sequenzen aufweist, so dass auch die Artzugehorigkeit nicht angezweifelt werden
kann, ist jeder der drei bei A. lythri vorkommenden mtDNA-Haplotypen konsequent mit je
einem bestimmten Wolbachia-Stamm assoziiert (Abb. 20). Ausnahmslos weisen hierbei

mit wA1 infizierte Individuen den Haplotyp HT1 auf, mit wA?2 infizierte Individuen tragen
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HT?2, und Individuen, die mit wB infiziert sind, tragen den Haplotyp HT3 (Abb. 20, Tab. 18).

Folglich hédngt die Zuordnung eines Individuums dieser Art zu einem bestimmten

Infektionstyp von der Zugehdrigkeit zu einem der drei Haplotypen ab. Weder Haplotyp

noch Infektionstyp sind in ihrem Auftreten an bestimmte Populationen gebunden (Tab. 18).

Tab. 18 Alle in der phylogenetischen Analyse der Gattung Altica enthaltenen Individuen der Art A.
lythri, sortiert nach Herkunft, zur Darstellung der Assoziation zwischen mtDNA-Haplotyp (nach COI/IT)
und Wolbachia-Stamm (identifiziert nach Sequenzierung von ftsZ, sofern infiziert). Ménnchen in
Fettdruck hervorgehoben. Spalte 1: Auflistung der Individuen mit individuellem Code und Angabe des
Geschlechts. Spalte 2: Herkunft der Tiere mit Angabe der nichstgelegenen Stadt/des néchstgelegenen
Ortes sowie des Bundeslandes bzw. Landes. BW-Baden-Wiirttemberg; HH-Hamburg; NI-Niedersachsen;
SH-Schleswig-Holstein; TH-Thiiringen; F-Frankreich; PL-Polen. Spalte 3: Jeweiliger Haplotyp, definiert
auf der Grundlage von mtDNA-Sequenzen (COI/II). Spalte 4: Angabe des jeweiligen Infektionsstatus.
wA1-Wolbachia-Stamm wA1; wA2-Wolbachia-Stamm wA2; wB-Wolbachia-Stamm wB; --- Wolbachia
nicht nachweisbar.

Code Herkunft ]_1]1; tplil)\i?p V]V:flflft(;::la Code Herkunft I_l;; tp]?ol\i?p Vlvl?flet:)l?t(;zila
Alyt28 & Altenteil, SH HT2 WA2 Alyt24 9 Ilmenau, TH HT1* -
Alyt32 & Altenteil, SH HT3 - Alyt25 & Ilmenau, TH HT2 -
Alyt34 Q Bretten, BW HT1 wAl Alyt26 Q Ilmenau, TH HT2 ---
Alyt37 @ Bretten, BW HT2 wA2 Alyt27 Q Ilmenau, TH HT2 -—-
Alyt4l @ Bretten, BW HT2 - Alyt43 @ Karlsruhe, BW HT2 wA2
Alyt20 @ Biichen, SH HT1* --- Alyt44 Q Karlsruhe, BW HT2 ---
Alyt33 & Escheburg, SH HT2 wA2 Alyt45 @ Karlsruhe, BW HT2 -
Alyt35 @ Escheburg, SH HT2 wA2 Alyt46  Komorze, PL  HT3 wB
Alyt36 @ Escheburg, SH HT2 wA2 Alyt47 & Komorze, PL HT3 wB
Alyt40 @ Escheburg, SH HT2 - Alyt5 @ Meénerbes, F HT2 ---
Alyt42 Q Escheburg, SH HT2 wA2 Alyt18 @ Molln, SH HT1 wAl
Alyt14 Q Freiburg, BW  HTI wAl Alyt8 @ Neugraben, HH HTI wAl
Alyt15 9 Freiburg, BW  HTI wAl Alyt9 @ Neugraben, HH HTI wAl
Alyt22 @ Freiburg, BW  HTI wAl Alyt19 & Pevestorf, NI HT3 wB
Alyt23 @ Freiburg, BW  HTI wAl Alyt16 @ Seedorf, SH HT1 wAl
Alyt6 @ Geesthacht, SH HTI* - Alyt17 & Seedorf, SH HT2 WA2
Alyt7 @ Geesthacht, SH HTI1 wAl Alyt48 @ Treia, SH HT1* -
Alyt13 @ Geesthacht, SH HT1 wAl Alyt49 Q@ Treia, SH HT1 wAl
Alyt4 @ Gister, SH HT1* - Alyt50 & Treia, SH HT2 WA2
Alyt10 Q@ Giister, SH HT2 WA2 Alytl 3 Wedel, SH HT2 WA2
Alyt1l @ Gister, SH HT1* - Alyt2 @ Wedel, SH HT1 wAl
Alyt12 & Giister, SH HT2 wA2 Alyt3 @ Wedel, SH HT1 wAl
Alyt38 @ Hahndorf, NI =~ HT2 --- Alyt29 <& Wedel, SH HT3 -
Alyt39 Q Hahndorf, NI ~ HTI wAl Alyt30 & Wedel, SH HT3
Alyt21 Q Ilmenau, TH HT2 --- Alyt31 & Wedel, SH HT3 wB

Dabei sind die Infektionsraten innerhalb der HT1-Gruppe mit 100% am hdchsten (wenn

man die offenbar nicht infizierten Individuen des abgewandelten Haplotyps HT1* aufler

Acht 1468t; bezieht man sie mit ein, betrachtet also HT1* nicht als eigenstédndigen Haplotyp,

verringert sich die Infektionsrate auf 71,4%). Fir HT1 sind fiir 100% der Individuen

Infektionen mit Wolbachia durch die Sequenzierung des

ftsZ-Gens

Sequenzen

nachgewiesen, fiir HT1*-Individuen gibt es keinen Nachweis, ob iliberhaupt eine Infektion

vorliegt. Die HT2- beziehungsweise HT3-Gruppe von A. lythri weist deutlich niedrigere
Infektionsraten von 54,5% beziehungsweise 57,1% auf (Abb. 22, Tab. 17).
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B Haplotyp, Wolbachia-Infektion und das Geschlechterverhiltnis bei Altica

Die phylogenetische Analyse der mitochondriellen DNA und der bei Altica gefundenen
Wolbachia-Stamme gibt einen ersten Hinweis auf die Ursachen des bei Altica hiufig
beobachteten Phanomens des stark zugunsten des Weibchenanteils verschobenen
Geschlechterverhiltnisses. Betrachtet man die Unterteilung der Art A. lythri in
verschiedene Haplogruppen unter Beachtung des Geschlechts der analysierten Tiere, so
fallt auf, dass méannliche Individuen ausnahmslos entweder HT2 oder HT3 aufwiesen und,
sofern sie infiziert waren, die Wolbachia-Stimme wA2 beziehungsweise wB trugen (Abb.
21, Tab. 18). Kein Mannchen der Art A. lythri wies den Haplotyp HT1 oder HT1* auf und
keines war mit dem Wolbachia-Stamm wA1 infiziert. Bei Weibchen dagegen fanden sich
alle bekannten Haplotypen (HT1, HT1*, HT2 und HT3); dariiber hinaus ist bemerkenswert,
dass alle Weibchen des Haplotyps HT1 mit Wolbachia (Stamm wA1l) infiziert waren,
jedoch bei keinem der Individuen des Haplotyps HT1* (ebenfalls ausnahmslos Weibchen)

eine Infektion nachgewiesen

100%:, :
o A. lythri werden konnte.
80%. [@ infizierte Mannchen Die phylogenetische Analyse
[3 infizierte Weibchen . . .
[ nicht infizierte Mannchen bietet somit schon einen ersten

60%-

== nicht infizierte Weibchen . . : ;
e —o-| [ nichtinfizi ' Hinweis auf eine Korrelation

40%1 zwischen der Héufigkeit des

20%-|

| Haplotyps HT1 wund einer

Storung des
0% . . .
HT1 HT2 HT3 Geschlechterverhiltnisses. Die
(N=21) (N=22) (N=7)
mtDNA Haplotyp folgenden  Abschnitte, die

Abb. 22 Wolbachia-Infektionsraten (%) in Bezug auf die Anteile
infizierter Ménnchen beziehungsweise Weibchen fiir die Haplogruppen
HTI1, HT2, and HT3 der Art A. lythri. HT1* ist nicht beriicksichtigt, da
keine infizierten Tiere gefunden wurden.

geographische Analyse  der
Haplotypen-Verteilung von A.
lythri (Abschnitt 3.2) und die
Ergebnisse zum Test auf cytoplasmatische Inkompatibilitdt (Abschnitt 3.4.), geben auf der
Grundlage eines sehr viel umfangreicheren Datensatzes einen erheblich eindeutigeren
Einblick in diesen bemerkenswerten Zusammenhang.

Fiir die tibrigen Altica-Arten, die in mehr oder weniger groen Individuenzahlen in der
Untersuchung vertreten sind, liegen zumindest in Bezug auf den Zusammenhang zwischen
Geschlecht und Wolbachia-Infektion unterschiedliche Verhiltnisse vor (Abb. 21). Es
fanden sich bei verschiedenen Arten sowohl nicht infizierte Mannchen (A. ampelophaga,

A. oleracea) als auch mit dem Stamm wA?2 infizierte Madnnchen (A. aenescens, A. ericeti),
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jedoch auch Ménnchen, bei denen der Stamm wA1l nachgewiesen werden konnte (A.

helianthemi, A. palustris).

Bezieht man in die Analyse der drei Haplotypen HT1, HT2 und HT3 der Art A. lythri neben
der Wolbachia-Infektion zusétzlich noch die Information iiber den Anteil Ménnchen
beziehungsweise Weibchen mit ein, ergibt sich folgendes Bild: Wie bereits erwéhnt, waren
alle Individuen des Haplotyps HT1 weiblich und ausnahmslos mit Wolbachia infiziert.
Infizierte Individuen des Haplotyps HT2 waren zu etwa gleichen Anteilen ménnlichen
beziehungsweise weiblichen Geschlechts (Abb. 22). Dagegen fanden sich deutlich mehr
nicht infizierte Weibchen als nicht infizierte Mannchen dieses Haplotyps. Die geringe
Anzahl der Individuen des Haplotyps HT3 (N = 7) ldsst keine gesicherte Aussage zu, doch
ist hier zumindest der hohe Anteil minnlicher Individuen auffillig, von denen etwa die

Halfte eine Infektion aufwies. Nicht infizierte Weibchen traten nicht auf.

C Analyse auf Tendenzen zu Koevolution zwischen Altica und Wolbachia
Eine weitrdumige Betrachtung zeigt, dass die auf mitochondrieller DNA basierende
Phylogenie der Gattung Altica und die auf ftsZ-Sequenzen beruhenden Phylogenie der sie
infizierenden =~ Wolbachia-Bakterien = unterschiedliche = Verwandtschaftsverhdltnisse
widerspiegeln (Abb. 23). Das Ergebnis, dass der Stamm wA[1 ndher mit wA2 verwandt ist
_ als beide mit wB (3% gegen 15%

mtDNA: COl/ll Wolbachia: ftsZ

Sequenzdivergenz), was Sinn macht, da die

—— HT2 WA2— Staimme wA1 und wA2 zur gleichen Supergroup

A gehoren, wird von der mitochondriellen

Phylogenie der entsprechenden Individuen nicht

HT1 wA1 wiedergegeben. Diese zeigt, dass Individuen der

Art A. lythri, die mit wAl infiziert sind, ndher

mit Individuen verwandt sind, die eine Infektion

HT3 wB mit wB aufweisen, als mit Individuen, die mit

wA2 infiziert sind, dass also HT1 ndher mit HT3
Abb. 23 Bezichung zwischen der auf mtDNA-

Daten (COl/Il) beruhenden Phylogenie der  verwandt ist als mit HT2. Dieses Ergebnis sowie
Gattung Altica und den

Verwandtschaftsverhdltnissen ~ zwischen den  die Tatsache, dass P. fUSCipeS mit dem gleichen
assoziierten Wolbachia-Stammen. )

Stamm infiziert ist wie der GroBteil der Altica-

Individuen, spricht gegen die Aufrechterhaltung einer Infektion iiber Speziationsereignisse

hinaus, gegen eine Cospeziation von Wirt und Parasit und
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Abb. 24 Phylogenetische Analyse (Bayesian analysis; zwei unabhédngige Laufe mit je fiinf Millionen Generationen)
der bei Altica nachgewiesenen Wolbachia-Stémme in Kombination mit ftsZ-Sequenzen von einer groen Anzahl sehr
unterschiedlicher Wirte aus verschiedenen Arthropoden-Taxa. Fiir Einzelheiten vgl. Tab. 5 in Abschnitt 2.1.4. Die bei
Altica nachgewiesenen Wolbachia-Stamme (wA1, wA2, wB) sind durch Balken auf der rechten Seite gekennzeichnet;
die Zugehorigkeit zur jeweiligen Supergroup (A, B, E, F) ist jeweils gekennzeichnet.
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fiir einen unabhéngigen Erwerb zumindest des Stammes wB durch A. engstroemi und A.
quercetorum sowie durch einige Individuen der Art A. lythri.

Die kombinierte phylogenetische Analyse von Altica-Wolbachia-ftsZ-Sequenzen
zusammen mit ftsZ-Sequenzen der MLST- sowie der NCBI-Datenbanken zeigt, dass keiner
der bei Altica nachgewiesenen Wolbachia-Stimme ecinzig bei Altica vorkommt; tatsédchlich
weist jeder der drei gefundenen Stimme eine groBe Ahnlichkeit zu Wolbachia-Stimmen
und Varianten (Allelen im Falle der MLST-Daten) auf, welche von einem breiten Spektrum

unterschiedlicher Wirte bekannt sind (Abb. 24).

3.2. Geographische Analyse der Haplotypen-Verteilung bei Altica lythri

Die phylogenetische Analyse der Gattung Altica auf der Grundlage mitochondrieller DNA
zeigt eine sehr deutliche Strukturierung der Art A. lythri nicht nur auf Artebene, sondern
auch auf Populationsebene, die durch das Auftreten sehr unterschiedlicher mtDNA-
Haplotypen nicht-monophyletischer Herkunft bedingt ist. Die Verteilung und die
Haufigkeit dieser Haplotypen auf einer groferen geographischen Skala zu erfassen war das
Ziel dieser Untersuchung. Der geographische Rahmen umfasst Populationen aus einem
weiten Bereich Deutschlands und verlduft im Wesentlichen entlang einer Nord-Siid-Achse
vom nordlichen Schleswig-Holstein bis ins siidliche Baden-Wiirttemberg. Der vollstiangige
Datensatz findet sich in Anhang A. Zwischen 2006 und 2010 wurden unterschiedliche
Anzahlen von Individuen aus 14 Populationen mittels Restriktionsanalyse (RFLP)
untersucht. Die von den Haplotypen HT1 beziehungsweise HT2 ableitbaren Varianten
HT1* und HT2* wurden zusétzlich jeweils als eigene Haplotypen betrachtet. HT1* wurde
bereits bei der phylogenetischen Analyse von HT1 definiert, HT2* jedoch wurde aufgrund
der mtDNA-Sequenzen nicht als eigener Haplotyp identifiziert. Da dieser sich jedoch durch
das Vorhandensein einer zusétzlichen Enzym-Schnittstelle von HT2 unterscheidet, wird
diese Form hier gesondert betrachtet; zudem stellte sich die geographische Verteilung von

HT2* als bemerkenswert heraus (Abschnitt 3.2.2).

3.2.1. Daten zur Hiufigkeit von Minnchen und Weibchen

Die Anzahl der aus jeder Population aufgesammelten Individuen liegt zwischen 11 und 89
Individuen; hierbei sind geringe Stiickzahlen in der vorgefundenen geringen Individuenzahl
der jeweiligen Populationen begriindet. Fiir jede Population wurde der Anteil ménnlicher
Individuen an der Gesamtzahl aufgesammelter Individuen dokumentiert (Tab. 19, Abb.

27). Bei zwolf Populationen fand sich ein zugunsten der Weibchen verschobenes
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Geschlechterverhéltnis, fiir zehn von diesen ist das Ungleichgewicht sogar als extrem zu
bezeichnen; bei diesen liegen die prozentualen Anteile ménnlicher Individuen bei unter
20%. In sieben Populationen fanden sich sogar weniger als 10%, in einer Population
(Freiburg) gar keine Ménnchen. Lediglich die Populationen aus Bad Segeberg (Schleswig-
Holstein) und Ilmenau (Thiiringen) weichen hinsichtlich der Geschlechterverteilung

Tab. 19 Angaben zu den in der geographischen Analyse der deutlich von den anderen ab; hier
Haplotypen-Verteilung untersuchten Populationen. Spalte 1: .

Name der Population, Reihenfolge von Nord nach Siid. BW- fanden sich 41,7% (Lll’lter
Baden-Wiirttemberg; NI-Niedersachsen; SH-Schleswig-Holstein; . . .
TH-Thiiringen. Spalte 2: Datum (Monat und Jahr) der  Berlicksichtigung der Daten beider
Aufsammlung. Spalte 3: Anzahl der gesammelten Individuen.

Spalte 4: Anteil méannlicher Individuen an der Gesamtzahl der Aufsammlungen, Vgl. Tab. 19)
gesammelten Individuen.

Population Datum N % 44 beziehungsweise 54,5% ménnliche
1 Altenteil, SH VII2007 83 10,8 . s e
2 Treia, SH V2007 36 5.6 Tiere (ungliicklicherweise ist fiir die
3 Timlauer Koog, SH Iv.2008 89 13,0 Population Ilmenau der Umfang der
4 Pratjau, SH VIL.2007 16 18,8
V12008 18 44,4 Stichprobe mit jeweils elf Tieren
5 BadSegeberg, SH { VIIL2008 18 389 _ . o _
6  Kollmar, SH X.2007 33 9.1 relativ  gering). Hierbei weisen
7  Wedel, SH IV.2006 37 81 ) . .
8  Biichen, SH IV.2010 63 63 Populationen mit emem
9  Barendorf, NI 1X.2007 32 94 . . .
10 Pevestorf, NI IX2007 79 24,1 vergleichsweise  hohen  Anteil
11 Hahndorf, NI VIIL2007 61 9.8 ménnlicher Individuen beziiglich
12 Ilmenau, TH 1X.2006 11 54,5
13 Bretten, BW V12007 89 27,0 threr  geographischen  Verteilung
14  Freiburg, BW VIL.2006 33 0,0

augenscheinlich keine Verbindung
zueinander auf, sondern finden sich isoliert zwischen Populationen mit stark verschobenem
Geschlechterverhéltnis, wie etwa am Beispiel der Population aus Bad Segeberg deutlich
wird (Abb. 27).

Zur Kldrung der Frage, ob der Mangel an Minnchen ein in Abhingigkeit von der Jahreszeit
auftretendes Phinomen ist, welches auf einem fritheren Erscheinen ménnlicher Individuen
im zeitigen Friihling sowie ihrem baldigen Verschwinden am Ende der Paarungszeit
zuriickzufiihren ist, wurden die gewonnenen Daten zum prozentualen Anteil mannlicher
und weiblicher Tiere gegen den jeweiligen Monat der Aufsammlung aufgetragen. Da keine
der Populationen iiber einen Zeitraum von mehreren Monaten beobachtet wurde, wurden
die Daten populationsiibergreifend und unabhidngig vom Jahr der Aufsammlung
aufgetragen. Es zeichnet sich kein Zusammenhang zwischen dem jeweiligen Zeitpunkt
(Monat) der Aufsammlung und dem Anteil ménnlicher Individuen ab (Abb. 25); somit ist
ein jahreszeitlicher Trend beziiglich der Anzahl ménnlicher Tiere nicht zu erkennen.
Andernfalls miisste bei im Friihling erhobenen Daten ein deutlich héherer Anteil Mannchen

vorliegen als im Sommer, bevor die ndchste Generation Imagines schliipft (etwa ab Juni),
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Abb. 25 Darstellung des prozentualen Anteil ménnlicher Individuen an der . .
Gesamtzahl gesammelter Individuen jeder der 14 Populationen iiber den =~ €1NCM relativ eng umfassten
Zeitraum April bis Oktober, populationsiibergreifend aufgetragen fiir den . . .
gesamten Sammelzeitraum von 2006 bis 2010. Die Populationen aus Bad Bereich zwischen 5% (0% in
Segeberg und aus Kollmar sind mit je zwei Datenpunkten vertreten, da . . .
jeweils zu zwei Zeitpunkten Aufsammlungen stattfanden. Frelburg) bis maximal 30%

(Ausnahme: die Population aus Ilmenau). Weitere Hinweise darauf, dass die Seltenheit von
Mainnchen nicht im Zusammenhang mit der Jahreszeit zu sehen ist, finden sich in Abschnitt

3.2.2.

3.2.2. Geographische Verteilung der Haplotypen

Die Anzahl der in den 14 Populationen gesammelten Individuen betrdgt insgesamt 693
Tiere, hiervon waren 108 Tiere méannlich (15,6%). Die Gesamtzahl genotypisierter Tiere,
also die Anzahl Individuen, fiir die der mtDNA-Haplotyp mittels RFLP-Analyse
determiniert werden konnte, betrdgt 531; da fiir manche Individuen kein PCR-Amplifikat
erhalten werden konnte, weicht die Anzahl tatsdchlich analysierter Tiere von der der
insgesamt aufgesammelten und préparierten fiir die meisten Populationen ab (Tab. 20). Die
Darstellungen der Zusammenhdnge zwischen dem Auftreten bestimmter mtDNA-
Haplotypen und dem Geschlechterverhiltnis (Abb. 29), und nur diese, beinhalten dennoch
die Gesamtzahlen ménnlicher und weiblicher Tiere jeder Population (in %), da die
Auswirkungen auf die Graphik minimal sind und an der Aussage der Darstellung nichts
andern.

Die Restriktionsanalyse des etwa 1400bp langen mtDNA-Fragments der Cytochrom-
Oxydase Untereinheit I (COIl) identifiziert, auf alle 14 Populationen hochgerechnet, die
mtDNA-Haplotypen HT1, HT1*, HT2, HT2* und HT3. Abb. 26 zeigt ein Beispiel fiir ein
RFLP-Gel fiir 17 Individuen einer Population. Hier lassen sich aufgrund der von Hinfl

erzeugten Schnittmuster problemlos vier mtDNA-Haplotypen voneinander unterscheiden.

71



Ergebnisse

Tab. 20 Geographische Analyse der Haplotypen-Verteilung bei der Art A. lythri. Ergebnisse der RFLP-Analysen
(Enzym:Hinfl) zur Bestimmung der mtDNA-Haplotypen von 14 Populationen. Spalte 1: Name der jeweiligen
Population, sortiert von Nord nach Siid. BW-Baden-Wiirttemberg; NI-Niedersachsen; SH-Schleswig-Holstein, TH-
Thiiringen. Spalte 2: Anzahl der in jeder Population gesammelten Individuen. Spalte 3: Anteil Mannchen an der
Gesamtzahl der gesammelten Individuen. Spalte 4: Anzahl der fiir jede Population genotypisierten Individuen. Spalte 5:
MtDNA-Haplotypen der Weibchen. Spalte 6: MtDNA-Haplotypen der Médnnchen. Untere Zeile: Angabe der Summen
insgesamt gesammelter Individuen, insgesamt gesammelter Méannchen und der insgesamt genotypisierter Individuen.
*Hierher insgesamt sieben weitere mtDNA-Varianten; aufgeschliisselt in Abb. 33). Die Population Bretten umfasst auch
Individuen aus Karlsruhe.

Individuen Anzahl
Population NJd3  genotypisierter HT 99 HT 338

gesammelt Individuen
Altenteil, SH 83 9 70 HT1, HT1* HT2 HT2, HT3
Treia, SH* 36 2 33 HTI1, HT1*, HT2 HT2
Tiimlauer Koog, SH 89 16 54 HTI1, HT1*, HT2, HT3 HT2
Pratjau, SH 16 3 12 HTI1, HT1* HT2
Bad Segeberg, SH 36 15 21 HT1, HT1*, HT2 HT2, HT2*
Kollmar, SH 33 3 32 HT1, HT1*, HT2, HT3 HT2
Wedel, SH 37 3 37 HT1, HT2, HT3 HT2, HT3
Biichen, SH 63 4 11 HTI1, HT1* HT2, HT3
Barendorf, NI 32 3 32 HTI1, HT1* HT3 HT2
Pevestorf, NI 79 19 50 HT1, HT1* HT3 HT2*, HT3
Hahndorf, NI* 61 6 60 HTI1, HT1*, HT2* HT2*
Ilmenau, TH 11 6 11 HT1* HT2* HT2*
Bretten, BW* 89 24 75 HT1, HT2* HT2*
Freiburg, BW 33 0 33 HTI1 -—--

HT1, HT1*, HT2, HT2*, HT2, HT2*,

X 693 108 531 HT3 HT3

Die prozentualen Anteile der einzelnen Haplotypen unterscheiden sich zwischen den
Populationen teilweise deutlich, und nicht jede der fiinf Formen kommt in jeder Population
vor (Abb. 28, Tab. 21). Neben diesen fiinf verbreiteten Haplotypen lieBen sich mit Hilfe der
drei Enzyme BamHI, Haelll und Hinfl zudem insgesamt sieben weitere mtDNA-Varianten
unterscheiden, die jedoch lediglich bei einigen wenigen Individuen gefunden wurden
(insgesamt 14 Individuen mit abweichendem Haplotyp). Diese werden hier aus Griinden
der Ubersichtlichkeit vorerst dem jeweils
nichstdhnlichen der héufigen Haplotypen
zugerechnet, sollen jedoch bei der weiteren
Betrachtung der nachgewiesenen mtDNA-
Varianten ebenfalls in die Erfassung der
Ergebnisse einbezogen werden (Abschnitt
3.2.4).

In 13 der 14 untersuchten Populationen wurden

mindestens zwei unterschiedliche mtDNA-

Abb. 26 Beispiel fiir ein RFLP-Gel fiir einen
Restriktionsverdau  mit dem Enzym Hinfl (ca
1400bp COI). Abgebildet sind die Ergebnisse fiir
17 Individuen der Art A. lythri aus der Population
Barendorf (NI). A - HT1; B-HT2; C-HT1*; D -
HT3.

Haplotypen nachgewiesen; lediglich  die
Population aus Freiburg wies nur einen einzigen

Haplotyp (HT1) auf. Die maximale Anzahl von
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Tab. 21 Geographische Analyse der Haplotypen-Verteilung in 14 Populationen der Art A. lythri: Angabe der
Verteilung der finf wichtigsten Haplotypen. Spalte 1: Name der jeweiligen Population, sortiert von Nord nach Siid.
BW-Baden-Wiirttemberg; NI-Niedersachsen; SH-Schleswig-Holstein; TH-Thiiringen. Spalte 2: Anzahl der fiir jede
Population genotypisierten Individuen. Spalte 3: Verteilung der Haplotypen in den Populationen; Angabe der Anzahl
der Individuen mit HT1, HT1*, HT2, HT2* und HT3 sowie Anteile in %. Untere Zeile: Summe der insgesamt
genotypisierten Individuen sowie die Gesamtanzahlen fiir jeden Haplotyp und Angabe in Prozent. *Hierher insgesamt
sieben weitere mtDNA-Varianten; aufgeschliisselt in Abb. 33; in dieser Tabelle nicht enthalten). Die Population
Bretten umfasst auch Individuen aus Karlsruhe.

Population Anzahl Verteilung der Haplotypen in den Populationen (Anzahl Individuen)
genotypisierter
Individuen
HT1 HT1* HT2 HT2* HT3
Altenteil, SH 70 42 (60,0%) 1 (1,4%) 26 (37,1%) 0 (0,0%) 1 (1,4%)
Treia, SH* 33 22 (66,7%) 6 (18,2%) 4 (12,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Timlauer Koog, SH 54 30 (55,6%) 4 (7,4%) 19 (35,2%) 0 (0,0%) 1 (1,9%)
Pratjau, SH 12 6 (50,0%) 4 (33,3%) 2 (16,7%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Bad Segeberg, SH 21 2 (9,5%) 4 (19,0%) 13 (61,9%) 2 (9,5%) 0 (0,0%)
Kollmar, SH 32 22 (68,8%) 5 (15,6%) 4(12,5%) 0 (0,0%) 1(3,1%)
Wedel, SH 37 30 (81,1%)  0(0,0%) 4 (10,8%) 0 (0,0%) 3 (8,1%)
Biichen, SH 11 3 (27,3%) 4 (36,4%) 3(27,3%) 0 (0,0%) 1(9,1%)
Barendorf, NI 32 19 (59,4%) 8 (25,0%) 3 (9,4%) 0 (0,0%) 2 (6,3%)
Pevestorf, NI 50 2 (4,0%) 23 (46,0%) 0 (0,0%) 4 (8,0%) 21 (42,0%)
Hahndorf, NI* 60 42 (70,0%) 7 (11,7%) 0 (0,0%) 4 (6,7%) 0 (0,0%)
Ilmenau, TH 11 0 (0,0%) 1(9,1%) 0 (0,0%) 10 (90,9%) 0 (0,0%)
Bretten, BW* 75 18 (24,0%)  0(0,0%) 0 (0,0%) 55(73,3%) 0(0,0%)
Freiburg, BW 33 33 (100%)  0(0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
x 531 271 67 78 75 30
(51,0%) (12,6%) (14,7%) (14,2%) (5,6%)

insgesamt vier unterschiedlichen Haplotypen fand sich in den Populationen Tiimlauer
Koog und Kollmar; die Mehrzahl der Populationen wiesen drei unterschiedliche
Haplotypen auf. In keiner der untersuchten Populationen fanden sich alle fiinf Haplotypen
(Abb. 28, Tab. 20). Die Analysen der Haplotyp-Frequenzen zwischen den Populationen auf
der Grundlage der Fsp-Werte verdeutlicht die Populationsdifferenzierung (Tab. 22). Die
Population Ilmenau weist im Vergleich mit den anderen Populationen vergleichsweise
hohe Fsr -Werte auf, doch auch die Population aus Freiburg ist von einigen der anderen
Populationen deutlich differenziert, was auf eine ausgepragte Isolation dieser Populationen
hinweist. Jedoch sind es nicht nur geographisch entfernte Populationen, die aufgrund ihrer
Haplotyp-Frequenzen gegeneinander isoliert sind, sondern zum Teil auch vergleichsweise
nah beieinanderliegende Populationen, die wenige Allele miteinander teilen, wie zum
Beispiel der Vergleich Bretten - Freiburg zeigt. Insgesamt jedoch sind die Fsr -Werte als
niedrig anzusehen, und es ist davon auszugehen, dass der Grofteil der untersuchten
Populationen nicht oder sehr wenig gegeneinander isoliert ist.

Der hiufigste Haplotyp ist HT1. Er wurde bei insgesamt 271 Individuen (nur bei
Weibchen) aus 13 Populationen gefunden (Tab. 23); umgerechnet auf die Gesamtanzahl
genotypisierter Individuen entspricht dies einem prozentualen Anteil von 51,0%. Es zeigt

sich jedoch, dass dieser Haplotyp in den einzelnen Populationen in sehr unterschiedlichen
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Tab. 22 Paarweise Fgp -Werte der analysierten Populationen der Art A. lythri. Alt-Altenteil, N=70; Tre-Treia,
N=33; Tim-Timlauer Koog, N=54; Pra-Pratjau, N=12; Seg-Bad Segeberg, N=21; Kol-Kollmar, N=32; Wed-
Wedel, N=37; Bue-Biichen, N=11; Bar-Barendorf, N=32; Pev-Pevestorf, N=50; Hah-Hahndorf, N=60; Ilm-
Ilmenau, N=11; Bre-Bretten, N=75; Fre-Freiburg, N=33. Die Population Bretten umfasst auch Individuen aus
Karlsruhe.

paarweise Fgr-Werte

Population 1 Alt 2 Tre 3Tim 4Pra 5 Seg 6 Kol 7 Wed
1 Altenteil 0,00000 - - - - - -
2 Treia 0,06669  0,00000 - - - - -
3 Tiimlauer Koog -0,01097 0,04434  0,00000 - - - -
4 Pratjau 0,08779 -0,00889 0,03682 0,00000 - - -
5 Bad Segeberg 0,23492  0,33044 0,18843 0,20430 0,00000 - -
6 Kollmar 0,06092 -0,02865 0,04258 0,00617 0,34434 0,00000 -
7 Wedel 0,10018 0,04226 0,10559 0,17318 0,48265 0,02189 0,00000
8 Biichen 0,14719 0,11343 0,08262 -0,03860 0,07633 0,13023 0,31604
9 Barendorf 0,09388 -0,01709 0,05863 -0,03827 0,29504 -0,01356 0,08476
10 Pevestorf 0,42019  0,35559 0,36534 0,22994 0,32801 0,36420 0,47967
11 Hahndorf 0,13103  0,00574 0,11383 0,06362 041111 0,00307 0,03743
12 Ilmenau 0,57813 0,58429 0,54113 0,55501 0,52437 0,59933 0,71057
13 Bretten 0,42070  0,40522 0,39453 0,38061 0,42717 0,41204 0,47706
14 Freiburg 0,28917 0,21591 0,30264 0,52000 0,73023 0,19994 0,11071
Fortsetzung

8 Bue 9 Bar 10Pev 11 Hah 12Ilm 13 Bre 14 Fre
8 Biichen 0,00000 - - - - - -
9 Barendorf 0,05273  0,00000 - - - - -
10 Pevestorf 0,12319 0,27614  0,00000 - - - -
11 Hahndorf 0,20489  0,02314 0,39335 0,00000 - -
12 Ilmenau 0,50171 0,54091 0,46449 0,56199 0,00000 - -
13 Bretten 0,37685 0,38434 041895 0,37793 0,07726  0,00000 -
14 Freiburg 0,65955 0,27665 0,63499 0,13118 0,95481 0,60385 0,00000

Haufigkeiten vertreten ist (Abb. 28). So stellt er in neun Populationen die vorherrschende
Form mit einem Anteil von 50 bis 100%, ist in den restlichen drei Populationen jedoch nur

in geringem Mafe (4 bis 24%) oder gar nicht vorhanden (Population Ilmenau). Der von
HT1 abgeleitete Haplotyp HT1* fand sich bei insgesamt 67 Individuen (12,6%) aus elf
Populationen (ebenfalls ausschlieBlich bei Weibchen). Dieser Haplotyp konnte in
Populationen aus Siiddeutschland nicht nachgewiesen werden und ist im 0stlichen
Schleswig-Holstein (jedoch nicht auf der Insel Fehmarn) und im &stlichen Niedersachsen
besonders haufig (33 bis 46%).

Sowohl HT2 als auch HT2* wurden sowohl bei minnlichen als auch bei weiblichen
Individuen nachgewiesen und waren dabei etwa gleich hiufig (Tab. 23). HT2 fand sich bei
78 Individuen (14,7%) und HT2* bei insgesamt 75 Individuen (14,2%). HT2 wurde
ausschlieBlich in Norddeutschland (siidlich bis Barendorf) nachgewiesen. Seine
prozentualen Anteile in den Populationen (sofern vorhanden) lagen zwischen 9,4 und 37%.
Mit einer Ausnahme (Population Bad Segeberg) konnte HT2* ausschlieBlich in solchen

Populationen nachgewiesen werden, in denen HT2 nicht gefunden wurde (Tab. 21); zudem
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Abb. 27 Darstellung der relativen Anteile (%) ménnlicher (blaue Balken) und weiblicher Individuen (gelbe Balken) fiir
jede der zwischen 2006 und 2010 analysierten 14 Populationen der Art A. lythri. BW-Baden-Wiirttemberg; NI-
Niedersachsen; SH-Schleswig-Holstein, TH-Thiiringen. Altenteil: N=83; Treia: N=36; Tiimlauer Koog: N=89; Pratjau:
N=16; Bad Segeberg: N=36; Kollmar: N=33; Wedel: N=37; Biichen (inkl. Karlsruhe): N=63; Barendorf: N=32; Pevestorf:
N=79; Hahndorf: N=61; Ilmenau: N=11; Bretten: N=89; Freiburg: N=33.
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Abb. 28 Darstellung der relativen Anteile der fiinf mtDNA-Haplotypen in den 14 untersuchten Populationen der Art A.
lythri. BW-Baden-Wiirttemberg; NI-Niedersachsen; SH-Schleswig-Holstein, TH-Thiiringen. Altenteil: N=70; Treia:
N=33; Tiimlauer Koog: N=54; Pratjau: N=12; Bad Segeberg: N=36; Kollmar: N=32; Wedel: N=37; Biichen: N=63;
Barendorf: N=32; Pevestorf: N=50; Hahndorf: N=60; [Imenau: N=11; Bretten (inkl. Karlsruhe): N=75; Freiburg: N=33.
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fallt das Fehlen dieses Haplotyps im nordwestlichen Bereich des Untersuchungsgebietes
auf (Abb. 28).

HT3 wurde bei insgesamt 30 Individuen (5,6%) beiderlei Geschlechts nachgewiesen (Tab.
21, Tab. 23) und ist somit weitaus seltener als alle anderen Haplotypen. Mit einem
Auftreten bei 42% der untersuchten Tiere in der Population aus Pevestorf weist HT3 dort
seine umfangreichste Verbreitung auf und wurde ansonsten nur in fiinf weiteren
Populationen bei hochstens 8,1% der Individuen nachgewiesen. Siidlich von Pevestorf

wurde HT3 nicht nachgewiesen, und nach Norden nimmt seine Verbreitung deutlich ab.

3.2.3. Der Zusammenhang zwischen Haplotyp und Geschlecht

Mit der geographischen Analyse lie} sich fiir alle 14 Populationen der Art A. lythri das
Fehlen ménnlicher Individuen der Haplotypen HT1 beziehungsweise HT1* nachweisen
(Tab. 23, Abb. 31). Minnliche A. lythri wiesen entweder Haplotyp HT2, HT2* oder HT3
auf. Weibchen dagegen fanden sich in allen fiinf Kategorien, wiesen also entweder HT1,

HT1*, HT2, HT2* oder HT3 auf.

100 | 100
80 i ; 801

60 - 601

% Individuen

40

20

0 T T T T » T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
A % HT1 + HT1* B % HT2 + HT2*

Abb. 29 Der Zusammenhang zwischen prozentualem Anteil Ménnchen beziehungsweise Weibchen und dem Anteil
Individuen des mtDNA-Haplotyps HT1 (inkl. HT1*) (A) beziehungsweise HT2 (inkl. HT2*) (B) in einer Population.
Darstellung ermittelt anhand aller 14 in der geographischen Analyse enthaltenen Populationen.

Die populationsiibergreifende graphische Darstellung des prozentualen Anteils weiblicher
beziehungsweise ménnlicher Individuen in Abhéngigkeit vom jeweiligen Anteil der
Haplotypen ldsst einen klaren Zusammenhang zwischen den beiden Faktoren erkennen
(Abb. 29). Fiir HT1/HT1* (Abb. 29 A) gilt eine signifikante negative Korrelation: Je hiufiger
diese beiden Haplotypen in einer Population auftreten, desto geringer ist der Anteil
Mainnchen und desto hoher ist der Anteil weiblicher Tiere in der jeweiligen Population (r =

-0,89975). Fiir HT2/HT2* liegen die Verhéltnisse genau umgekehrt (Abb. 29 B): Je hoher der
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Anteil dieser Haplotypen, desto héher der Anteil médnnlicher Individuen in der Population

(r = 0,85798).
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Abb. 30 Zusammenfassende Darstellung der Daten zu prozentualen Anteilen von Ménnchen, Weibchen,
HT1 (inkl. HT1*), HT2 (inkl. HT2*) sowie HT3, populationsiibergreifend sortiert von Nord nach Siid
(X-Achse), mit Angabe der Anteile ménnlicher und weiblicher Individuen an der Population sowie der
mtDNA-Haplotypen (Y-Achse). Alt-Altenteil, N=70; Tre-Treia, N=33; Tiim-Tiimlauer Koog, N=54; Pra-
Pratjau, N=12; Seg-Bad Segeberg, N=21; Kol-Kollmar, N=32; Wed-Wedel, N=37; Bue-Biichen, N=11;
Bar-Barendorf, N=32; Pev-Pevestorf, N=50; Hah-Hahndorf, N=60; Ilm-Ilmenau, N=11; Bre-Bretten,
N=75; Fre-Freiburg, N=33.

Tim Seg Kol Bue

Population

Trdgt man alle Daten (Minnchen, Weibchen und alle Haplotypen, Tab. 23) in einem
Diagramm auf (Abb. 30), wird deutlich, wie stark die prozentualen Anteile méinnlicher
beziehungsweise weiblicher Tiere den jeweiligen Anteilen der Haufigkeit der Haplotypen
HT1 (inklusive HT1*) beziehungsweise HT2 (inklusive HT2*) folgen beziehungsweise
entgegenlaufen. Wihrend der (populationsiibergreifende) Kurvenverlauf fiir die Weibchen
dem Verlauf des Haplotyps HT1/HT1* folgt, folgt die Anzahl minnlicher Tiere dem
Verlauf des prozentualen Anteils der Haplotypen HT2/HT2*. Lediglich der erheblich
seltenere HT3 zeigt keine durchgehende Korrelation; einzig fiir die Population Pevestorf
sich Zusammenhang

HT3 lasst ein  positiver

G

zwischen dem Anteil ménnlicher Individuen

und der Haufigkeit von HT3 erkennen.

Die Haplotypen HT2 beziehungsweise HT2*

stellen in den Populationen zu einem

Weibchen Mannchen

Abb. 31 Bei Weibchen beziehungsweise Méannchen
der Art A. lythri auftretende mitochondrielle
Haplotypen. Daten ermittelt anhand der 14
untersuchten Populationen.

bestimmten Anteil Méannchen eine anndhernd

gleiche Anzahl Weibchen (Abb. 31, Abb. 32),
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wie man es erwarten kann, wenn Weibchen dieser Haplotypen etwa 50% ménnliche
Nachkommen hervorbringen. Gleiches gilt fiir HT3, doch war dieser Haplotyp in den
meisten Populationen selten oder fehlte, so dass lediglich fiir die Population Pevestorf
festgestellt werden kann, dass die gefundenen Miannchen und Weibchen zu jeweils etwa
50% von diesem Haplotyp gestellt wurden. Fiir HT2 fehlten in manchen Populationen
Individuen des jeweils anderen Geschlechts (Abb. 32): So fanden sich in Pratjau, Biichen
und Barendorf zwar Minnchen, jedoch keine Weibchen mit dem Haplotyp HT2.
Entsprechend wiesen im Falle von HT2* die Populationen Bad Segeberg und Pevestorf
zwar Minnchen, aber keine Weibchen dieses Haplotyps auf. Lediglich in einem Fall traten
Minnchen der Haplotypen HT2 und HT2* gemeinsam in einer Population auf (Population
Bad Segeberg), wohingegen Ménnchen der Haplotypen HT2 oder HT2* und HT3 héaufiger
nebeneinander gefunden wurden.

Tab. 23 Geographische Analyse der Haplotypen-Verteilung in Populationen der Art A. lythri: Verteilung

der fiinf Haplotypen bei den genotypisierten Individuen unter Beriicksichtigung des Geschlechts des

jeweiligen Individuums. Untere Zeile: Angabe iiber die Summe der insgesamt genotypisierten Individuen

sowie die Gesamtanzahlen fiir jeden Haplotyp. *Hierher insgesamt sieben weitere mtDNA-Varianten (in
der Tabelle nicht aufgefiihrt).

Population Weibchen Miinnchen
HT1 HTI1* HT2 HT2* HT3 | HT1 HTI1* HT2 HT2* HT3

Altenteil, SH 42 1 19 0 0 0 0 7 0 1
Treia, SH* 22 6 2 0 0 0 0 2 0 0
Tiiml. Koog, SH 30 4 7 0 1 0 0 12 0 0
Pratjau, SH 6 4 0 0 0 0 0 2 0 0
Bad Segeberg, SH 2 4 5 0 0 0 0 8 2 0
Kollmar, SH 22 5 1 0 1 0 0 3 0 0
Wedel, SH 30 0 2 0 2 0 0 2 0 1
Biichen, SH 3 4 0 0 0 0 0 3 0 1
Barendorf, NI 19 8 0 0 2 0 0 3 0 0
Pevestorf, NI 2 23 0 0 11 0 0 0 4 10
Hahndorf, NT* 42 7 0 1 0 0 0 0 3 0
IImenau, TH 0 1 0 4 0 0 0 0 6 0
Bretten, BW* 18 0 0 35 0 0 0 0 20 0
Freiburg, BW 33 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Py 271 67 36 40 17 0 0 42 35 13

Zusammenfassend betrachtet ist bezliglich der Geschlechterverteilung im Zusammenhang
mit der Verteilung der mtDNA-Haplotypen von der allgemeingiiltigen Regel auszugehen,
dass Weibchen der Haplotypen HT1 und HT1* ausschlieBlich weibliche Nachkommen
hervorbringen, Weibchen der Haplotypen HT2, HT2* und HT3 dagegen in der Lage sind,
sowohl weibliche als auch minnliche Nachkommen zu erzeugen. Dieser indirekte
Nachweis eines Zusammenhanges zwischen mitochondriellem Haplotyp und dem
verschobenen Geschlechterverhdltnis wird mit dem direkten Nachweis in Abschnitt 3.3.3

weiter verfolgt und prézisiert.
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Abb. 32 Darstellung der prozentualen Anteile der mitochondriellen Haplotypen (HT1, HT1*, HT2, HT2*, HT3) bei
den 14 untersuchten Populationen der Art A. lythri; Angabe jeweils fiir Weibchen bezichungsweise Méannchen,
berechnet iiber die Gesamtzahl beider Geschlechter. Aufgrund der sehr unterschiedlichen Individuenzahlen fiir jeden
Haplotyp sind die Prozent-Skalen an der Y-Achse individuell verschieden.
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3.2.4. Haplotyp-Netzwerk und Nachweis weiterer mtDNA-Varianten

Das mit Hilfe des Programms Network 4.5.1.6. erstellte, auf dem Vorhandensein
beziehungsweise Fehlen der Schnittstellen der drei in der RFLP-Analyse eingesetzten
Enzyme basierende Netzwerk der mtDNA-Haplotypen der Art A. lythri vermittelt
anschaulich die unterschiedlichen Haufigkeiten, mit denen die fliinf wesentlichen

Haplotypen (HT1, HT1*, HT2,

Tab. 24 Schnittstellen aller bei den analysierten 14 Populationen der HT2* :

; : . : und HT3) in den
Art A. lythri nachgewiesenen mtDNA-Varianten, aufgelistet nach den )
drei eingesetzten Enzymen BamHI, Haelll und Hinfl. 0: Schnittstelle

fehlt; 1: Schnittstelle vorhanden. Bezogen auf das analysierte ana1y51erten Pop ulationen der

Fragment von COI (1381bp). Art A. lythri auftreten, sowie
BamHI Haelll Hinfl
511 98 | 407 | 500 | 135 | 783 | 1020 | 1206  die Bezichungen der Varianten
HT1 1 I 1 o0 1 1 0 0 ' '
HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1 untereinander, basierend auf
HT2 0 1 0 1 0 0 1 0 . . . . .
HT2* 0 1 o0 1 1 0 1 0 threr Ahnlichkeit zueinander
HT3 1 1 0 0 1 0 0 1 .
BREL 0 L o o 1 0 0 ) (Abb. 33, Tab. 24). Die
BRE2 0 r-o 0 1 0 1 0 Frequenzen der einzelnen
HAH1 0 1 1 0 1 1 1 1
HAH2 0 10 1 1 1 1 1 Haplotypen sind  hierbei
HAH3 0 1o 1 1 1 0 0 _ _ o
HAH4 1 11 0 1 0 1 0 graphisch im richtigen
TRE1 0 1 0 0 1 1 0 0 . .
Verhiltnis zueinander

dargestellt (nach Anzahl der Individuen mit dem jeweiligen Haplotyp). Bei dieser
Darstellung wird deutlich, dass aufgrund der Restriktionsanalyse sieben weitere Formen
der mtDNA unterschieden werden konnen, die bei insgesamt 14 Individuen aus den
Populationen aus Bretten (Baden-Wiirttemberg), Hahndorf (Niedersachsen) und Treia
(Schleswig-Holstein) auftraten (zum Teil nur bei Einzelindividuen nachgewiesen). Diese
Formen wurden in den bisherigen Analysen (Abschnitte 3.2.2. und 3.2.3) der
Ubersichtlichkeit halber auBer Acht gelassen, sollen nun jedoch gesondert betrachtet
werden. Thre Frequenz ist im Vergleich zu den hiufigen Haplotypen HT1, HT1*, HT2,
HT2* und HT3 sehr gering. Die Varianten wurden nach ihrem Auftreten in den
Populationen benannt (Abb. 33, Tab. 24) und durchnummeriert (BRE1 und BRE2, HAH1
bis HAH4 beziehungsweise TREI). Die Formen BRE1 und BRE2 wurden bei jeweils drei
Individuen nachgewiesen (0,6% aller 531 analysierten Individuen); die Varianten HAHI,
HAH2 und TREI1 fanden sich bei jeweils einem Individuum (0,2% aller Individuen).
HAH3 und HAH4 wurden bei zwei beziehungsweise drei Individuen nachgewiesen (0,3%
beziehungsweise 0,6% aller Individuen). Das Netzwerk zeigt deutlich, dass die meisten
Varianten sich anhand der untersuchten Schnittstellen stark von den fiinf verbreiteten

Haplotypen unterscheiden. Lediglich die Varianten BRE1 und BRE2 weisen nahe
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Abb. 33 Median Joining-Netzwerk der in den untersuchten 14 Populationen der Art A. lythri nachgewiesenen
mtDNA-COI-Haplotypen (gelbe Kreise); Berechnung mittels Network 4.5.1.6. GroBle der Kreise proportional zur
Anzahl der Individuen. Fiir jeden Haplotyp sind die Populationen und die Anzahl der Individuen (in Klammern)
angegeben. In blau: Benennung von sechs zusitzlichen mtDNA-Varianten, die in den Populationen Bretten,
Hahndorf und Treia gefunden wurden. Die roten Kreise symbolisieren nicht aufgefundene Haplotypen; die Zahlen
an den Verbindungen représentieren die Schnittstellen, auf deren Analyse der Datensatz beruht.

Verwandtschaften zu den Haplotypen HT2*

beziehungsweise HT3 auf: BREI

unterscheidet sich von HT3 lediglich durch das Fehlen einer Schnittstelle; BRE2 weicht
von HT2* durch das Fehlen einer anderen Schnittstelle ab (Abb. 33).

Bei fiinf Exemplaren der Individuen mit den mtDNA-Varianten BREI beziehungsweise

Tab. 25 Herkunft und Anzahl der
Individuen, die die mtDNA-Varianten
BRE1 und BRE2 aufwiesen. *sofern in der
phylogenetischen Analyse vertreten.

mtDNA Code* Herkunft

Alyt44 Karlsruhe, BW
BREI1 - Karlsruhe, BW

Alyt45 Karlsruhe, BW

Alyt4l Bretten, BW
BRE2 Alyt43 Karlsruhe, BW

- Karlsruhe, BW

BRE2 handelt es sich um die fiinf in Karlsruhe
(SchloBpark) gesammelten Individuen (Tab. 25). Das
sechste Tier (Variante BRE2, Individuum A lyt 41)
stammt aus Bretten (Entfernung Bretten - Karlsruhe:
etwa 25km). Alle sieben Individuen, bei denen die
Varianten HAH1 - 4 nachgewiesen wurden, stammen

aus der Population Hahndorf.
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Genau wie bei den hédufigen Haplotypen HT1, HT1*, HT2, HT2* und HT3 ist auch bei
diesen zusitzlichen Varianten BRE1, BRE2, HAHI-4 und TREl die
Geschlechterverteilung auffillig: Die drei Individuen des Typs HAH4 waren méannlich
(drei von insgesamt sechs Mainnchen aus der Population Hahndorf), wéhrend die
Individuen aller iibrigen Varianten weiblich waren. Aufgrund der relativ geringen
Stichprobengrofle (insgesamt 14 Individuen) kann man hier jedoch nicht mit Sicherheit von

einer eindeutigen Datenlage ausgehen.

3.2.5. Auflésung von "HT2" auf der Grundlage der Restriktionspolymorphismen
Die Heterogenitit der Gruppe der Individuen der Art A. lythri, die den Haplotyp HT2

aufweisen, war anhand der phylogenetischen Analyse bereits zu erkennen (Abb. 13). Diese

Gruppe umfasst auch
Aamp 1
— [Aames . . .
A Aamp 3 insgesamt vier Individuen,
— n
Aa gen 2 + . . .
‘E( paens + fir die im Rahmen der
Aeri2 +
AR s Atentei, sH HIZ T\ geographischen Analyse der
i\\ IIyt 150 + Treia, SH HT2
] + Wedel, SH HT2 . .
AWI0 T Gostor, S HI2 Haplotypenverteilung  eine
A I%t 12 + Gister, SH HT2
A SRS Ktionsanal
I n
ARt Brsten B HIZ, Restriktionsanalyse
ﬁ Iyt %g limenau, TH 'l:¥2: . . .
A ;}'{E 22 fimenau TH N . durchgefiihrt wurde; fiir diese
Alyt27  limenau, TH HT2* A. lythri
A I?'t 33 + Escheburg, SH HT2* .. . .
-[A vt 35+  Escheburg, SH HT2* Individuen waren somit die
A I)‘t 36 + Escheburg, SH HT2*
AE4s Karsraho BW  BRE] schlich DNA
1| 'ANts  Menerves, F BRE1 tatsachlichen mtDNA-
RS (e, B
Hr A vt 41 Bretten, BW BRE2 Sequenzen VOI‘haIlden (A lyt
{ﬁ Iyt 40 B E<crebury SH BRE2 ~ /
Ashi :;L 44 und A lyt 45, Haplotyp
-[AA Iq|n22 .
S
. 2—[1Asg1 7. BREI, sowie A lyt 41 und A
_L_ Sp.
Asp22 lyt 43, Haplotyp BRE2).

Abb. 34 Uberblick iiber die Verwandtschaftsverhiltnisse innerhalb der Der Vergleich der mittels
Haplogruppe "HT2" (A. lythri). Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus

der Phylogenie der Gattung Altica (Abb. 13). Grau hinterlegt: A. lythrider ~ RFLP erhaltenen Daten mit
Haplogruppe HT2. Fett gedruckt: Individuen, fiir die der Haplotyp

zusitzlich mittels Restriktionsanalyse determiniert wurde. Anhand dieser den Sequenzdaten aus der
vier Individuen erfolgte die Zuordnung zu den Varianten BREl

bezichungsweise BRE2. phylogenetischen ~ Analyse
verdeutlicht, dass weitere Individuen der Art A. lythri identifiziert werden konnen, die
jeweils dasselbe Schnittmuster aufwiesen (Tab. 26); dies wurde unter Zuhilfenahme der
mtDNA-Sequenz der entsprechenden Individuen gezeigt, indem das Vorhandensein

beziehungsweise Fehlen der Schnittstellen der verwendeten Enzyme in der Sequenz
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Tab. 26  Auflésung der Haplogruppe "HT2" (vgl. phylogenetische Analyse) mit Hilfe der
Restriktionsstellen der Enzyme BamHI, Haelll und Hinfl in insgesamt vier Haplotypen. Die fett
beziehungsweise kursiv gedruckten Individuen bilden in der phylogenetischen Analyse auffillige
Gruppierungen auf der Grundlage ihrer COI/COIll-Sequenzen. Variable Schnittstellen der Enzyme fett
gedruckt. Zur Verdeutlichung vergleiche auch Abb. 34.

Schnittstellen
HT Code Herkunft BamHI Haelll Hinfl
511 | 98 | 407 | 500 | 135 | 783 | 1020 | 1206

HT2 Alyt28 &  Altenteil, SH 0 1 0 1 0 0 1 0
HT2 Alyt50 & Treia, SH 0 1 0 1 0 0 1 0
HT2 Alytl 4 Wedel, SH 0 1 0 1 0 0 1 0
HT2 Alyt10 ¢ Gister, SH 0 1 0 1 0 0 1 0
HT2 Alyt12 &  Giister, SH 0 1 0 1 0 0 1 0
HT2 Alyt17 & Seedorf, SH 0 1 0 1 0 0 1 0
HT2* Alyt37 9 Bretten, BW 0 1 0 1 1 0 1 0
HT2* Alyt38 @ Hahndorf, NI 0 1 0 1 1 0 1 0
HT2* Alyt21 ¢ Ilmenau, TH 0 1 0 1 1 0 1 0
HT2* Alyt25 ¢ Ilmenau, TH 0 1 0 1 1 0 1 0
HT2* Alyt26 J& Ilmenau, TH 0 1 0 1 1 0 1 0
HT2* Alyt27 & Illmenau, TH 0 1 0 1 1 0 1 0
HT2* Alyt33 3 Escheburg, SH 0 1 0 1 1 0 1 0
HT2* Alyt35 @ Escheburg, SH 0 1 0 1 1 0 1 0
HT2* Alyt36 @ Escheburg, SH 0 1 0 1 1 0 1 0
BREI Alytd4d4 @ Karlsruhe, BW 0 1 0 0 1 0 0 1
BRE1 Alyt45 ¢ Karlsruhe, BW 0 1 0 0 1 0 0 1
BREI! Alyt5 & Meénerbes, F 0 1 0 0 1 0 0 1
BRE2 Alyt42 @ Escheburg, SH 0 1 0 1} 1 0 1 1
BRE2 Alyt43 @ Karlsruhe, BW 0 1 0 1} 1 0 1 1
BRE2 Alyt41 9 Bretten, BW 0 1 0 1} 1 0 1 1
BRE2 Alyt40 9 Escheburg, SH 0 1 0 0 1 0 1 1

(theoretisch) unter Verwendung des Programms Sequencher tiberpriift wurde (Tab. 26). Es
fanden sich ein weiteres Individuum (A lyt 5, aus Frankreich) der Variante BRE1 sowie
zwei weitere Individuen (A lyt 40 und A lyt 42, beide aus Escheburg, Schleswig-Holstein)
der Variante BRE2. Es muss jedoch betont werden, dass zwar die Gruppierung BREI,
nicht aber die Gruppierung BRE2 auf der Grundlage der Nukleotidsequenzen in der
phylogenetischen Analyse jeweils eine eigene Gruppierung bilden (Abb. 34). Als
eigentlicher Haplotyp HT2 lésst sich dieser klar von den anderen Varianten (HT2*, BREI,
BRE2) abgrenzen; wie bereits erwédhnt, konnte dieser Haplotyp ausschlieBlich im Norden
des Untersuchungsgebietes nachgewiesen werden, wiahrend HT2* und die Variante BRE2
sowohl in Nord- als auch in Siiddeutschland gefunden wurden. HT2 und HT2* zusammen
bilden eine mehr oder weniger geschlossene Gruppierung, wihrend die Varianten BRE1
und BRE2 mehr Ahnlichkeiten mit der mtDNA der Arten A. sp. 1 und A. longicollis
aufweisen (Abb. 34). Uberraschend ist die Verteilung von Minnchen und Weibchen:
Wihrend Tiere der Haplotypen HT2 und HT2* jeweils beide Geschlechter repriasentieren,
sind alle Individuen der Varianten BRE1 und BRE2 weiblich (Tab. 26).
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3.3. Test auf cytoplasmatische Inkompatibilit:it

Im Zusammenhang mit dem Auftreten unterschiedlicher Wolbachia-Infektionstypen
innerhalb von Populationen der Art A. lythri ist die Frage nach dem Auftreten
cytoplasmatischer Inkompatibilitdt und somit reproduktiver Isolation innerhalb einer Art
von entscheidender Bedeutung. Mit Hilfe systematischer Paarungsexperimente sollte diese

Moglichkeit iiberpriift werden.

3.3.1. Analyse von mtDNA und Wolbachia-Infektion der Muttertiere

Die Tiere fiir die Gewinnung virgineller Tiere fiir die Verpaarungsexperimente umfassten
109 weibliche Individuen, die an vier unterschiedlichen Tagen der Monate April, Mai und
Juni im Jahre 2006 aus der Population in Wedel (Schleswig-Holstein) entnommen wurden.
Bei allen Tieren handelte es sich nach dem Ergebnis der nach Abschluss der Nachzucht im
Labor ergangenen Genitalprdparation um Vertreter der Art A. lythri. Insgesamt 73
Weibchen brachten jeweils eine grofle Bandbreite unterschiedlicher Nachkommenzahlen
hervor (Tab. 28). Von insgesamt sieben Weibchen wurden ménnliche Nachkommen
erhalten. Die ermittelten Zahlen beziehen sich nur auf die Tiere, die die Geschlechtsreife
erreichten. Von den 73 Weibchen wurden insgesamt 2974 adulte Nachkommen erhalten.
Von diesen waren 2827 weiblichen und 147 ménnlichen Geschlechts; der prozentuale
Anteil ménnlicher Individuen betrug also 4,9% (aus dem Freiland dokumentiert: 8,1%,
vergleiche Tab. 19).

Insgesamt 36 Weibchen erwiesen sich als nicht reproduktionsfdhig, da sich die von ihnen
gelegten Eier nicht entwickelten. Teilt man alle 109 Tiere nach dem Zeitpunkt der

Entnahme aus dem  Feld
Tab. 27 Abhiangigkeit der Reproduktionsfahigkeit im Feld gesammelter . .
Weibchen der Art A. lythri vom Sammel- bzw. Vereinzelungszeitraum. beziehungsweise nach dem
Spalte 1: Einteilung der 109 Weibchen in Gruppen. Spalte 2: Nummer . . .
der Weibchen. Spalte 3: Anzahl Weibchen in der jeweiligen Gruppe. Zeltpunkt der Separlerung mn
Spalte 4: Sammeldatum. Spalte 5: Datum der Vereinzelung. Spalte 6: ) . . .
Anteil Weibchen mit entwicklungsfihigen Eiern = Nachkommen in Gruppen ein, ergibt sich eine
Prozent.

: - deutliche Staffelung der
Gruppe melbchen N gesammelt vereinzelt ifcl?ll:t )
I 1-39 39 15.0V2006 21IV2006 4g.7v  Prozentualen Anteile
1l 40 — 50 11 15IV.2006 25IV.2006 545%  reproduktionsfihiger Weibchen
1 51-70 20 15.IV.2006 29.IV.2006 60,0%
v 71-90 20 09.V.2006 09.V.2006 950%  nach dem  Zeitpunkt der
\% 91-94 4 02.VI2006 02.VI.2006 100% ‘ .
VI 95-109 15 10.V.2006 10.V.2006 100% Vereinzelung (Tab. 27). Es ist
also wahrscheinlich, dass

diejenigen Weibchen, deren Eier nicht entwicklungsfihig waren, unverpaart

beziehungsweise unbefruchtet waren und dass eine lingere Verweildauer im Freiland den
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Befruchtungserfolg steigert. Dies ist in der untersuchten Population sicher von besonderer
Bedeutung, da ménnliche Individuen nur einen sehr geringen Anteil an der Population
ausmachen. Die Weibchen aus den Gruppen I bis III (Tab. 27) waren bis zu ihrer
Vereinzelung in Plastikbehdltern gemeinsam mit einer geringen Anzahl Minnchen
untergebracht (zwei bis drei Mannchen und etwa 40 Weibchen); hier ldsst sich deutlich, in
Abhéngigkeit von der Verweildauer bis zur Vereinzelung der Weibchen, eine Zunahme des
Befruchtungserfolges  ablesen. = Noch  deutlicher wird die Zunahme des
Reproduktionserfolges bei den Gruppen IV bis VI, die fast einen Monat spéter im Feld
gesammelt wurden (Reproduktionserfolg 95 bis 100%, das heifit, 95% beziehungsweise

100% der gesammelten Weibchen legten entwicklungsfdhige Eier).

3.3.1.1. Bestimmung der mtDNA-Haplotypen

Die RFLP-Analyse unter Verwendung dreier verschiedener Enzyme (BamHI, Haelll,
Hinfl) zur Bestimmung der Haplotypen der 109 in Feld gesammelten Weibchen ergibt ein
sehr ungleich verteiltes Verhéltnis der Haplotypen zueinander: 100 Weibchen wiesen HT1
auf, sicben Weibchen trugen HT2, und bei ecinem Weibchen (968) wurde HT3
nachgewiesen (ein Haplotyp erwies sich als nicht eindeutig determinierbar, siche unten).
Sieben der 100 HT1-Individuen wiesen eine leicht abgewandelte Haplotyp-Variante auf,
die sich von HTI anhand der Anzahl der durch Verdau mit Hinfl entstehenden
Restriktionsfragmente unterscheiden lésst. Es handelt sich um den gleichen Typ mtDNA,
der bereits in der phylogenetischen Analyse nachgewiesen werden konnte und wird daher
auch hier als HT1* bezeichnet. HT2* wurde bei keinem der Weibchen nachgewiesen. In
einem Fall (256) konnte der Haplotyp nicht zweifelsfrei bestimmt werden. Zwar weisen
sowohl der Restriktionsverdau mittels BamH]1 als auch mittels Haelll fiir 256 auf HT1 hin,
jedoch erwiesen sich die von Hinfl erzeugten Ergebnisse nicht als eindeutig und konnten
auch nach wiederholten Versuchen nicht verbessert werden. Daher wurden die oben
genannten Zahlen fiir 108 Individuen berechnet. In allen anderen Fillen sind die mit jedem
einzelnen Enzym erzielten Ergebnisse eindeutig und jedes der drei Enzyme zeigte
iibereinstimmende Ergebnisse.

Die ermittelten Zahlen resultieren in folgendem Ergebnis: 93 Weibchen (86,1%) tragen
HTI; sieben Weibchen (6,4%) tragen HT1%*; ebenfalls sieben Weibchen weisen HT2 auf
(6,4%), und ein Weibchen tragt HT3 (0,9%). Folglich stellt HT1 innerhalb dieser Gruppe

von 109 Tieren den bei weitem haufigsten Haplotyp dar und somit wahrscheinlich auch in
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Tab. 28 Zusammenfassung der Ergebnisse der Bestimmung von Wolbachia-Infektionsstatus, mtDNA-Haplotyp
sowie Anzahl und Geschlecht der Nachkommen der aus Wedel (Schleswig-Holstein) stammenden 109 A. lythri-
Weibchen, deren Nachkommen fiir die gezielten Verpaarungsexperimente zum Test auf cytoplasmatische
Inkompatibilitdt verwendet wurden. Spalte 1: Nummer des Muttertiers. Spalte 2: Wolbachia-Infektionsstatus,
bestimmt nach wsp-Restriktionsanalyse; wAl: Wolbachia-Stamm wA1l, wA2: Wolbachia-Stamm wA2, wB:
Wolbachia-Stamm wB, n.n.: nicht nachweisbar; +: vorhanden, aber nicht determinierbar. Spalte 3: mtDNA-
Haplotyp. Spalte 4: Gesamtzahl der Nachkommen jedes Weibchens. Spalte 5 und 6: Anzahl weiblicher
beziehungsweise mainnlicher Nachkommen. Hervorgehoben in Fettdruck: Muttertiere mit ménnlichen
Nachkommen. Hervorgehoben in kursivem Druck: Weibchen ohne Nachkommen.

Muttertiere Nachkommen Muttertiere Nachkommen
Q Nr. Wolb. HT gesamt Anzahl 9 Anzahl &J QNr. Wolb. HT gesamt Anzahl 29 Anzahl &

1 WAl HT1 0 0 0 55 + HT1* 55 55 0
2 WA1 HTI 78 78 0 56 n.n. HT1? 57 57 0
3 WA1 HTI 3 3 0 57 WAL HT1 0 0 0
4 WAl HT1 0 0 0 58  WAI? HTI 16 16 0
5 WAl HTI1 29 29 0 59 WAL HT1 0 0 0
6 WA1 HTI 69 69 0 60 WAl HTI1 37 37 0
7 WAl HT1 0 0 0 61 n.n. HT1 22 22 0
8 WAl HT1 0 0 0 62 + HT1 0 0 0
9 WA2 HT2 0 0 0 63 WAL HT1 0 0 0
10 WAl HT1 0 0 0 64 WAL HT1 0 0 0
11 WAl HTI 1 1 0 65 WAl HTI 43 43 0
12 WAl HT1 0 0 0 66 WAL HT1 0 0 0
13 n.n. HT1 0 0 0 67 WAL HT1 0 0 0
14 WAl HTI 92 92 0 68 WB HT3 6 6 0
15 WAl HT1 0 0 0 69 n.n. HT1 36 36 0
16 n.n. HT1 0 0 0 70 n.n. HT1 35 35 0
17 WAl HT1 0 0 0 71 WAl HTI1 32 32 0
18 n.n. HT1 0 0 0 72 n.n. HT1 36 36 0
19 n.n. HT1 92 92 0 73 WAl HTI 73 73 0
20 WAl HTI1 74 74 0 74 WAl HTI1 59 59 0
21 n.n. HT1 61 61 0 75 WAl HTI1 52 52 0
22 WA1 HTI 15 15 0 76 WA2 HT2 39 16 23
23 WA1 HTI1 66 66 0 77 WAl HTI1 42 42 0
24 WAl HTI 39 39 0 78 WAl HTI1 54 54 0
25 WA2 HT2 48 23 25 79 WAl HTI1 53 53 0
26 WA1 HTI 75 75 0 80 WAl HTI1 41 41 0
27 n.n. HT1 130 130 0 81 WAl HTI 39 39 0
28 WAl HT1 0 0 0 82 WAl HTI1 57 57 0
29 n.n. HT1 0 0 0 83 n.n. HT1 47 47 0
30 WA2 HT2 99 50 49 84 WAl HTI 47 47 0
31 WAl HT1 0 0 0 85 n.n. HT2 67 34 33
32 n.n. HT1 1 (1} 1 86 WAl HTI1 8 8 0
33 WAl HT1 0 0 0 87 n.n. HT1 13 13 0
34 WA1 HTI1 83 83 0 88 WAl HTI 19 19 0
35 n.n. HT1 67 67 0 89 WALl HT1 24 24 0
36 WAl HT1 0 0 0 90 WAL HT1 0 0 0
37 WAl HT1 0 0 0 91 n.n. HT1* 38 38 0
38 WAl HTI 28 28 0 92 WAl HTI 37 37 0
39 WAL1? HT1 0 0 0 93 WAl HTI 62 62 0
40 WAl HT1 0 0 0 94 WAl HTI1 53 53 0
41 WA1 HTI 19 19 0 95 WAL HT1 0 0 0
42 WAl HT1 0 0 0 96 WA2 HT2 23 10 13
43 WAl HT1 0 0 0 97 WAl HTI1 25 25 0
44 WAl HTI1 21 21 0 98 WAL HT1 0 0 0
45 n.n. HT1 0 0 0 99 WAl HTI1 2 2 0
46 WAl HTI 53 53 0 100 WAl HTI 9 9 0
47 WAl HTI1 55 55 0 101 nn.  HTI1* 4 4 0
48 WAl HTI1 45 45 0 102 nn.  HTI* 3 3 0
49 n.n. HT1 31 31 0 103 WA2 HT2 8 5 3
50 WAl HT1 0 0 0 104 WAL HT1 23 23 0
51 WAl HT1 0 0 0 105 nn.  HTI1* 25 25 0
52 WA1 HTI 36 36 0 106 nn.  HTI* 9 9 0
53 nn.  HTI1* 66 66 0 107 n.n. HT1 16 16 0
54 WA1 HTI 47 47 0 108  WAI HT1 5 5 0

109 n.n. HT1 0 0 0
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Von 36 Weibchen wurden keine schlupffahigen Eier erhalten (kursiv in Tab. 28). Von

diesen wiesen 35 Individuen den Haplotyp HT1 auf (hiervon sechs Tiere ohne

Wolbachia-Infektion) und eines den Haplotyp HT2. Dagegen legten alle 7 Weibchen mit

HT1* und auch das Weibchen mit HT3 entwicklungsfahige Eier.

3.3.1.2. Bestimmung des Wolbachia-Infektionstyps

Mittels Amplifikation und Restriktionsanalyse des Gens wsp unter Verwendung des

Restriktionsenzyms Mael wurde der Infektionsstyp jedes Weibchens analysiert (Tab. 28).

Unter Berlicksichtigung aller 109 Weibchen erwiesen sich 71 als mit dem Stamm wAl

infiziert (65,1%). Sechs Tiere wiesen eine Infektion mit wA2 auf (5,5%), und ein einzelnes

Weibchen erwies sich als mit wB infiziert (968). Fiir 27 Individuen, davon 26 mit HT1

(hiervon 6 mit HT1*) und ein Tier mit HT2, wurde fiir wsp kein Amplifikat erhalten, und

die entsprechenden Tiere wurden als nicht infiziert betrachtet. In zwei Féllen erwies sich

Tab. 29 MtDNA-Haplotypen und
Wolbachia-Infektionen derjenigen A. lythri-
Weibchen, deren Nachkommen fiir die
Verpaarungsexperimente verwendet wurden.
Weibchen, von denen ménnliche
Nachkommen erhalten wurden, in Fettdruck.

Das Enzym Acil unterscheidet nicht
zwischen den Stimmen wA?2 und wB.

Q HT ftsz wsp

Acil Mael

Q2 HTI - wAl wAl
Q14 HTI - wAl wAl
Q19  HTI1 - - -
Q25 HT2 + wA2/wB wA2
Q@30 HT2 +  wA2/wB wA2
Q32 HT1 - - -
Q34  HTI + wAl wAl
Q44  HTI1 + wAl wAl
Q47  HTI + wAl wAl
260  HTI + wAl wAl
268  HT3 +  wA2/wB wB
Q74 HTI + wAl wAl
Q75 HTI + wAl wAl
Q76 HT2 + wA2/wWB wA2
Q79 HTI + wAl wAl
Q82  HTI + wAl wAl
Q85 HT2 - - -
Q89 HTI + wAl wAl
Q91 HT1* - - -
296 HT2 +  wA2/wB wA2
Q100 HTI1 - wAl wAl
2103 HT2 +  wA2/wB  wA2

die Determination des Infektionstyps aufgrund
unklarer RFLP- Bandenmuster als zweifelhaft (939
und 958) und fiir zwei weitere Weibchen konnte
der Infektionstyp aufgrund zu schwacher PCR-
Produkte nicht bestimmt werden (255 und 262).
Unter der Annahme, dass das Fehlen von PCR-
Banden keine falsch-negativen Ergebnisse darstellt,
liegt die Infektionsrate innerhalb dieser Gruppe von
109 Weibchen bei 75%.

Beschrinkt man die weiteren Betrachtungen auf
diejenigen Weibchen, von denen Nachwuchs
erhalten wurde, so ergibt sich folgendes Bild: Von
den 73 Weibchen lieB sich bei insgesamt 21
Individuen weder mittels wsp noch mittels ftsZ eine
Infektion mit Wolbachia nachweisen. Diese Tiere
wurden im Weiteren als nicht infiziert betrachtet. In

einem Fall waren die Bakterien zwar nachweisbar,

jedoch konnte der Stamm nicht determiniert

werden, da kein ausreichendes PCR-Amplifikat erzeugt werden konnte (355); in einem

anderen Fall erbrachte das Enzym Mael kein eindeutiges Ergebnis (958). Die
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verbleibenden Weibchen zeigten die folgenden Infektionstypen: 44 Individuen waren mit
wAL infiziert, bei flinf Individuen lieBen sich Wolbachien des Stammes wA2 nachweisen,
und bei einem Individuum (9 68) wurde der Stamm wB nachgewiesen.

Vergleicht man die Ergebnisse der RFLP-Analyse zur Determination der Haplotypen und
der Wolbachia-Infektion, fallt erneut unmittelbar auf, dass ein bestimmter mtDNA-
Haplotyp immer mit einem bestimmten Wolbachia-Infektionstyp assoziiert ist (Tab. 28).
Wie bereits bei den Analysen zur Phylogenie der Gattung Altica gesehen, tritt auch hier
eine Infektion mit Wolbachia des Typs WA1 immer in Assoziation mit dem Haplotyp HT1
auf, wihrend eine Infektion mit WA2 immer mit HT2 assoziiert ist; das Weibchen mit HT3
(968) war mit dem Stamm wB infiziert.

Fiir alle Weibchen, deren Nachkommen letztlich fiir Verpaarungsexperimente verwendet
wurden, wurde der Infektionsstatus mittels Amplifikation der Bakterien-Gene ftsZ und wsp
tiberpriift; die Bestimmung des tatsidchlichen Infektionstyps erfolgte anhand des Gens wsp
unter Verwendung der Enzyme Acil und Mael (Tab. 29). In einigen Fillen ergaben sich
Abweichungen hinsichtlich des ermittelten Infektionsstatus: bei $2, 914 und 100 konnte
eine Infektion zwar mittels wsp, nicht jedoch mittels ftSZ nachgewiesen werden. Die Tiere
wurden dennoch als infiziert angesehen. Mittels Acil konnte der anhand von Mael
ermittelte Infektionstyp in allen Fillen bestétigt werden (wobei das Enzym Acil allerdings

ungenaue Ergebnisse liefert, da es nicht zwischen wA2 und wB unterscheidet).

3.3.2. Anzahl der Nachkommen
Bei der Analyse der direkt von den aus dem Freiland stammenden A. lythri-Weibchen
erhaltenen Daten zur Anzahl der Nachkommen und zum Geschlechterverhiltnis ist zu

beachten, dass ein Teil

Tab. 30 Nachkommenzahlen der aus dem Freiland stammenden 73 weiblichen A. der tatsachlichen
lythri, die im Labor Nachkommen hervorbrachten; gruppiert nach dem jeweils
gefundenen mtDNA-Haplotyp (Spalte 1). Spalte 2: Anzahl der Weibchen des  Nachkommenzahl in
jeweiligen Haplotyps. Spalte 3: Gesamtzahl Nachkommen jeder Haplotyp-Gruppe.

Spalte 4: Durchschnittliche Anzahl Nachkommen jedes Weibchens. der Untersuchung nicht

mtDNA NQQ Nachkommen Nachkommen/?

Haplotyp gesamt beriicksichtigt werden
HT1 59 2484 42,1+26,1 .
HT1* 7 } 66 200 } 2684 28,6+25,3 } 40,7+26,2  konnte, da eme
HT2 6 284 47,3+32,5 .
HT3 1 6 6 unbekannte Anzahl Eier

bereits im  Freiland
abgelegt worden war; daher konnen die zur Nachkommenzahl erhobenen Daten lediglich

als Ndherung betrachtet werden.
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Die Zahl der bis zur Imago herangewachsenen Nachkommen der aus dem Freiland
stammenden 73 reproduzierenden Weibchen reicht von einem einzelnen bis zu maximal
130 die Geschlechtsreife erreichende Nachkommen (Tab. 28). Verluste durch Larven- und
Puppensterblichkeit sind hier nicht beriicksichtigt. Aus allen im Labor abgelegten Eiern
konnten insgesamt 2974 Imagines aufgezogen werden. Im Mittel brachte jedes der 73
Weibchen des Haplotyps HT1 (inklusive HT1%*) 40,7 Nachkommen hervor, wahrend von
Weibchen des Haplotyps HT2 durchschnittlich je 47,3 Nachkommen erhalten wurden (Tab.
30). Berechnet man die Nachkommenzahl der Weibchen der Haplotypen HT1 und HT1*
getrennt, ergeben sich fir HT1 durchschnittlich 42,1 Nachkommen und fiir HT1*

durchschnittlich 28,6

Tab. 31 Nachkommenzahlen der aus dem Freiland stammenden Weibchen,
gruppiert nach dem Infektionsstatus (infiziert/nicht infiziert). Spalte 1:
Berechnung ohne bzw. unter Einbeziehung der Weibchen ohne Nachkommen. : fols

Spalte 2: Wolbachia-Infektionsstatus der jeweiligen Gruppe. Spalte 3: Anzahl Weibchen. LedlghCh sechs
der Weibchen. Spalte 4: Gesamtzahl der Nachkommen. Spalte 5:
Durchschnittliche Anzahl Nachkommen pro Weibchen.

Nachkommen pro

Nachkommen wurden von

Art der Status Anzahl Nachkommen Nachkommen/Q dem einzigen Weibchen des
Berechnung Q Q9 gesamt

exkl. 29 infiziert 52 2118 40,7+24,5 Haplotyps HT3 erhalten
ohne nicht 21 856 40,8+32.3

Nachkommen  infiziert (£68). Die Unterschiede in
inkl. 09 infiziert 82 2118 25,8+27,7

ohne nicht 27 856 31,7433.2 der Anzahl der

Nachkommen infiziert

Nachkommen sind nicht
signifikant (F = 0,98 < F(2690,05) = 3,13); hierbei wurde das einzige Weibchen, das den
Haplotyp HT3 aufwies, in der Berechnung aufler Acht gelassen, da nicht von einer
reprasentativen Aussage ausgegeangen werden kann. Die hohen Standardabweichungen bei
allen Ergebnissen zur Nachkommenzahl unterstreichen die groBlen individuellen
Unterschiede in der Anzahl der Nachkommen bei den einzelnen Weibchen.

Die Anzahl der von jedem Weibchen erhaltenen Nachkommen lésst keinen Zusammenhang
mit dem Wolbachia-Infektionsstatus (infiziert oder nicht infiziert) erkennen (Tab. 31). Die
Berechnung erfolgte sowohl ohne Beriicksichtigung der Weibchen ohne Nachkommen (F =
0,00021 << F/710,05) = 3,98) als auch inklusive der Weibchen ohne Nachkommen (F =
0,83 << F1/1070,05) = 3,94).

Es finden sich keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Nachkommen bei mit
unterschiedlichen Wolbachia-Stammen infizierten Weibchen (Tab. 32; F = 0,12 < F(3/65/0,05)
= 2,75 unter Ausschluss beziehungsweise F = 0,52 < F(3/101/0,05) = 2,70 unter Einbeziehung

derjenigen Tiere, deren Eier sich nicht entwickelten).
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Tab. 32 Nachkommenzahlen der aus dem Freiland stammenden Weibchen, gruppiert nach Zugehorigkeit zur
Haplogruppe und nach vorhandener bzw. fehlender Wolbachia-Infektion. Spalte 1: Berechnung ohne bzw. unter
Einbeziehung der Weibchen ohne Nachkommen. Spalte 2: mtDNA-Haplotyp. Spalte 3: Wolbachia-Infektionsstatus
der jeweiligen Gruppe. Spalte 4: Anzahl der Weibchen, die die jeweilige Kombination aus mtDNA-Haplotyp und
Wolbachia-Infektionstyp aufwiesen. Spalte 5: Gesamtzahl der Nachkommen. Spalte 6: Durchschnittliche Anzahl
Nachkommen pro Weibchen. Die Zahlen hinter den geschweiften Klammern geben die Anzahlen an, wenn HT1 und
HT1* zusammengefasst werden. T beriicksichtigt wurden 72 der 73 Weibchen, da bei einem der Wolbachia-
Infektionstyp nicht festgestellt werden konnte. 11 beriicksichtigt wurden 107 der 109 Weibchen, da bei zweien der
Wolbachia-Infektionstyp nicht festgestellt werden konnte.

Art der mtDNA- Wolbachia- Anzahl Nachkommen Nachkommen
Berechnung Haplotyp Infektion gesamt pro 9
exkl. 99 HT1 WAl 45 1840 40,9+23,6
ohne HT1 --- 13 644 49,5+34,1
Nachkommen + HT1* 6 } 19 145 } 789 24,2424.6 } 41,5£32,9
HT2 wWA2 5 217 43,4+34.,6
HT2 - 1 67 67
HT3 wB 1 6 6
inkl. 9Q ohne HTI WAl 73 1840 2524272
Nachkommen HT1 - 20 } 2% 644 } 789 32,2+35,5 } 303331
Tt HT1* 6 145 24,2424.6 £33,
HT2 wA2 6 217 36,2+35,7
HT2 - 1 67 67
HT3 wB 1 6 6

3.3.3. Mitochondrieller Haplotyp und Anteil minnlicher Nachkommen

Die im Labor durchgefiihrte Aufzucht der Nachkommen der im Feld gesammelten

Weibchen erbrachte ein beziiglich der Verteilung méinnlicher beziehungsweise weiblicher

Nachkommen auffilliges Muster: Weibchen der Haplotypen HT1 und HT1* brachten mit

Tab. 33 Die sechs weiblichen A.
lythri, die ménnliche Nachkommen
hervorbrachten, mit Angabe der
prozentualen Anteile ménnlicher
Individuen an der jeweiligen
Gesamtnachkommenzahl. *nur ein
Nachkomme.

. Minnliche
Weibchen Nachkommen
Q25 52,1%
Q30 49,5%
32 100%°
Q76 59,0%
Q85 49,3%
Q96 56,5%

2103 37,5%

einer Ausnahme (vgl. 932, Tab. 28) ausschlieBlich
weibliche Nachkommen hervor. Mannliche Nachkommen
wurden, abgesehen von der genannten Ausnahme,
ausschlieflich von Weibchen des Haplotyps HT2
erhalten, und dies jeweils in einem Anteil von 37,5% bis
59% der Gesamtnachkommenzahl jedes Weibchens (Tab.
33). Der Zusammenhang zwischen dem Fehlen
ménnlicher Nachkommen und dem Wolbachia-
Infektionsstatus ist zwar weniger eindeutig, da auch

offensichtlich nicht infizierte Individuen der Haplotypen

HT1 und HT1* ausschlieBlich weibliche Nachkommen hervorbrachten (Tab. 28), doch

macht die Assoziation zwischen HT1 und Wolbachia-Stamm wA1 einen Zusammenhang

zwischen Infektionsstatus und Geschlechterverhiltnis der Nachkommen wahrscheinlich.

Besonders erwidhnenswert ist die Situation bei $32, welches als einziges Weibchen des

Haplotyps HT1 einen minnlichen Nachkommen hervorbrachte. Bei diesem Weibchen

konnte keine Wolbachia-Infektion nachgewiesen werden.
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3.3.4. Ergebnisse der systematischen Verpaarungen

3.3.4.1. Verpaarungstypen: Test auf cytoplasmatische Inkompatibilit:it

Fir die systematischen Verpaarungen zwischen Angehodrigen verschiedener
Infektionstypen (WA1l, wA2 und wB beziehungsweise nicht infiziert w-) konnten acht
unterschiedliche Kombinationen getestet werden: SwA2 x QwAl, JdwA2 x QwB, JwA2
x Qw-, dw- x QwA2, dw- x QwAl, dw- x QwB, dwWA2 x QwA2, dw- x Qw-. Der
vollstindige Datensatz zu den Ergebnissen dieser Verpaarungen findet sich in Anhang A.
Die Verpaarungen wurden mit so vielen Replikaten wie moglich durchgefiihrt, wobei

Verpaarungen, in denen
Tab. 34 Gesamtzahl der abgelegten Eier bzw. der geschliipften Larven, die P gen,

durchschnittl.iche. Anzahl der pro 'Vgrpaamng abgelegtep Eier bzw. geschlﬁpften nicht infizierte
Larven sowie die Schlupfraten fiir jede der acht moglichen Verpaarungsansitze
zwischen Tieren mit unterschiedlichem Wolbachia-Infektionsstatus. In Fettdruck Minnchen

hervorgehoben sind diejenigen Verpaarungstypen, bei denen das Auftreten

cytoplasmatischer Inkompatibilitdt erwartet werden konnte. N = Anzahl der beziehungsweise mit
Verpaarungsansitze.
Eier/ Larven/ ; ;

. wB infizierte
Verp. Typ N  Eier Verp. Larven Verp. Schlupfrate
g Q Individuen  involviert
wA2 x wAl 87 3771 43,9+49.87 1898 22,3+£28,79  0,345+0,302
wA2 x wB 10 154 15,4+29,22 44 4,4+9,57 0,066+0,139 waren, aufgrund der
WA2 x w- 26 922 36,9+30,02 496 19,5+19,12  0,403+0,264
w- X WA2 3 90 42,2432,98 37 16,6+£21,09 0,424+0,317 gerlngen Anzahl
w-x WAl 24 661  24,6+449 215 76441429  0,107+0,191
w-X wB 116 16 3 3 0,313 entsprechender  Kaéfer
wA2xwA2 28 771 27543139 460 16,4421,25  0,342:0,369
W- X W- 129 29 7 7 0,241 stark limitiert waren (je

29 beziehungsweise 11 Verpaarungen). Im Falle der lediglich sechs Weibchen des
Infektionstyps wB (die Nachkommen von $68) erfolgten fiinf der insgesamt 11
Verpaarungen als Zweitverpaarung. Die Weibchen wurden nach einem angemessen
erscheinenden Zeitraum nach erfolgter Verpaarung mit einem Ménnchen erneut (mit je
einem anderen Ménnchen) verpaart. Dies betrifft die Verpaarungen 17 und 31 (Tab. 35).
Mit wA1 beziehungsweise wB infizierte Médnnchen standen nicht zur Verfiigung, da die
entsprechenden Muttertiere keine mannlichen Nachkommen hervorbrachten (Tab. 28).

Aus einigen Verpaarungen gingen aufgrund sich nicht entwickelnder Eier keine
Nachkommen hervor. Diese Fille wurden in die Berechnung der Schlupfraten (Angaben in
Anzahl der Larven, die aus den Eiern verpaarter Weibchen schliipften) mit einbezogen, da
ein Zusammenhang mit der Wolbachia-Infektion vermutet werden konnte. Nicht mit
einbezogen wurden dagegen Verpaarungen, bei denen keine Eiablage erfolgte.

Die ermittelten Schlupfraten bei den acht verschiedenen Verpaarungstypen lagen zwischen
6,6% und 42,4% (Abb. 35, Tab. 34). Individuelle Unterschiede in den Ergebnissen der
Verpaarungen beziiglich der Anzahl der abgelegten Eier, der geschliipften Larven sowie

der Schlupfraten driicken sich in den hohen Standardabweichungen aus und lassen
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Abb. 35 Darstellung der pro Weibchen abgelegten Eier, der pro Weibchen erhaltenen Larven sowie der
Schlupfraten (%) in Abhéngigkeit vom jeweiligen Verpaarungstyp, basierend auf dem kompletten Datensatz
(Anhang B). Die Verpaarungstypen w- x wB und w- x w- sind nicht dargestellt, da sie jeweils auf von lediglich
einem Weibchen erhaltenen Daten beruhen. Anzahl der Verpaarungen: wA2 x wA1l: N = 87; wA2 x wB: N = 10;
WA2 x w-: N=26; w- x wA2: N=3; w-x wAl: N =24; wA2 x wA2: N =28.

Unterschiede in der Produktivitit und Fertilitit der Individuen vermuten. Ein
Zusammenhang zwischen potenzieller Kompatibilitdt beziehungsweise potenzieller
Inkompatibilitdt und einer geringen oder vergleichsweise hohen Schlupfrate ldsst sich nicht
erkennen. Tatsidchlich bestehen zwischen den Verpaarungstypen weder beziiglich der
Anzahlen der abgelegten Eier (F = 1,6 < F(s/172/0,05) = 2,26) noch der geschliipften Larven
(F = 2,1 < Finim00s) = 2,26 signifikante Unterschiede (hier sind nur diejenigen sechs
Verpaarungstypen beriicksichtigt, deren Ergebnisse auf mehr als einer Verpaarung
basieren; Abb. 35). Die Schlupfraten dagegen sind signifikant unterschiedlich (F = 4,5 >
Fsn720005) = 2,26). Da diese Unterschiede jedoch auf geringen Schlupfraten sowohl bei
potenziell inkompatiblen als auch bei potenziell kompatiblen Verpaarungen beruhen, kann
hier kein Zusammenhang hergestellt werden. Fasst man die Daten unter "kompatibel" und
"inkompatibel" als Berechnungseinheiten zusammen (Tab. 35), lassen sich zwischen den
Verpaarungstypen keine signifikanten Unterschied weder beziiglich der Anzahl der je
Weibchen abgelegten Eier (Mann-Whitney-U-Test, Uy = 287,5 > U5220,05) = 221) noch
beziiglich der geschliipften Larven nachweisen (Uyx = 269,5 > Uqsnanes) = 221). Die
Schlupfraten lagen bei inkompatiblen Verpaarungen bei 33,4%, bei kompatiblen

Verpaarungen bei nur 25,6%. Auch hier lassen sich keine signifikanten Unterschiede
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Tab. 35 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung auf cytoplasmatische Inkompatibilitit bei
Verpaarungen zwischen Altica-Individuen mit unterschiedlichem Wolbachia-Infektionsstatus. Spalte 1:
Verpaarungs-Typ, definiert {iber den Infektionsstatus/-typ; Fettdruck kennzeichnet potentiell inkompatible
Paarungen. Spalte 2: Abstammung des Ménnchens, definiert iiber die Nummer des Muttertiers. Spalte 3:
MtDNA-Haplotyp des Minnchens. Spalte 4: Wolbachia-Infektionsstatus des Mannchens, determiniert iiber
Analyse des wsp-Gens. Spalte 5: Abstammung des Weibchens, definiert iiber die Nummer des Muttertiers.
Spalte 6: MtDNA-Haplotyp des Weibchens. Spalte 7: Infektionstyp des Weibchens. Spalte 8: Anzahl der
Replikate. Spalte 9 und 10: Gesamtzahl abgelegter Eier bzw. geschliipfter Larven. Spalte 11: Durchschnittliche
Schlupfrate je Verpaarungstyp. In blauer Schrift markiert sind alle Verpaarungen, bei denen die durchschnittliche
Schlupfrate bei iiber 50% liegt.

1 [ 2] 3] 4 [57] 6 | 7 1 8 [ 91 10 | 11

Verp.Typ &  HTS Wolb. 3 9 HT? Wolb. Q@ NVerp. Eier Larven Schlupfrate
?

wA2xwAl 25 HT2 wA2 47 HTI1 wAl 10 62 19 30,6%
wA2xwAl 30 HT2 wA2 14 HT 1 wAl 10 0 0 0%
wA2xwAl 96 HT2 wA2 79 HTI1 wAl 10 182 85 46,7%
wA2xwAl 104 HT2 wA2 60 HTI1 wAl 1 0 0 0%
wA2 x wAl 2§ HT2 wA2 89 HT 1 wAl 10 887 505 56,9%
wA2 x wAl 30 HT2 wA2 100 HT1 wAl 8 389 307 78,9%
wA2 x wAl 76 HT2 wA2 44 HT 1 wAl 10 1118 496 44,4%
wA2 x wAl 96 HT2 wA2 14 HT 1 wAl 8 415 199 48%
wA2xwAl 104 HT2 wA2 34 HT 1 wAl 1 0 0 0%
wA2xwAl 30 HT2 wA2 14 HT 1 wAl 4 100 67 67%
wA2xwAl 30 HT2 wA2 34 HTI1 wAl 2 45 22 48,9%
wA2 x wAl 25 HT2 wA2 74 HT 1 wAl 3 187 113 60,4%
wA2 x wAl 96 HT2 wA2 2 HT 1 wAl 8 314 78 24,8%
wA2 x wAl 2§ HT2 wA2 47 HT 1 wAl 2 72 7 9,7%
wA2 x wB 30 HT2 wA2 68 HT3 wB 5 51 17 33,3%
wA2 x wB 104 HT2 wA2 68 HT3 wB 1 86 27 31,4%
wA2 x wB 25 HT2 wA2 68 HT3 wB 4 17 0 0%
WA2 X W- 76 HT2 wA2 19 HT1 - 10 66 24 36,4%
WA2 X W- 30 HT2 wA2 91 HT 1* - 7 380 200 52,6%
WA2 X w- 25 HT2 wA2 91 HT 1* - 6 343 204 59,5%
WA2 X w- 76 HT2 wA2 85 HT 2 - 1 0 0 0%
WA2 X w- 25 HT 2 wA2 85 HT 2 - 2 133 68 51,1%
w- X WA2 32 HT1 - 25 HT 2 wA2 1 7 2 28,6%
w- X WA2 85 HT2 - 25 HT 2 wA2 1 76 31 40,8%
w- X WA2 32 HT1 - 104 HT2 wA2 1 7 4 57,1%
w- X WAl 85 HT2 - 34 HT 1 wAl 10 0 0 0%
w- X WAl 32 HT1 - 79 HT 1 WAl 1 76 26 34,2%
w- X WAl 85 HT2 - 82 HT 1 WAl 10 421 142 33,7%
w- X WAL 85 HT2 - 75 HT 1 wAl 2 121 47 38,8%
w- X WAL 32 HT1 - 79 HT 1 wAl 1 43 0 0%
w- x WB 32 HT1 - 68 HT 3 wB 1 16 5 31,3%
wA2 x wA2 30 HT2 wA2 25 HT 2 wA2 10 40 32 80%
wA2 x wA2 25 HT2 wA2 30 HT 2 WA2 6 339 171 50,4%
wA2 x wA2 30 HT2 wA2 96 HT 2 WA2 6 118 90 76,3%
wA2 x wA2 76 HT2 wA2 30 HT 2 wWA2 4 266 167 62,8%
wA2xwA2 76 HT2 wA2 25 HT 2 wA2 2 8 0 0%
W- X W- 32 HT1 - 85 HT 2 - 1 29 7 24,1%

nachweisen (U = 286,5 > U(1522/0,05) = 221).
Da die Schlupfraten in keinem Fall signifikant reduziert sind, kann davon ausgegangen
werden, dass zwischen den unterschiedlichen Wolbachia-Stimmen keine cytoplasmatische

Inkompatibilitét auftritt.

3.3.4.2. Infektionstypen: Produktivitit und Fekunditiit der Weibchen
Die ermittelten Daten bieten die Moglichkeit, die Anzahl abgelegter Eier beziechungsweise

geschliipfter Larven sowie die Schlupfrate fiir infizierte und nicht infizierte Weibchen und
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auch fiir die Ménnchen getrennt zu ermitteln (Tab. 36, Tab. 37). Die Produktivitét ist hier
die Anzahl der Nachkommen in jeder Verpaarung und ein MaB fiir die Fekunditit. Auch
bei diesen Berechnungen wurden Verpaarungen, aus denen keine Eier hervorgingen, nicht
beriicksichtigt.

Hier erfolgt zunidchst eine Aufstellung der Ergebnisse unabhdngig vom tatsidchlichen
Infektionstyp (Wolbachia-Stamm) fiir die in den Verpaarungsexperimenten eingesetzten
Weibchen.

Die Anzahlen der gelegten Eier lassen zwischen infizierten und nicht infizierten Weibchen
(unabhéngig vom tatsdchlichen Wolbachia-Stamm) keine signifikaten Unterschiede
erkennen (F = 2,18 < F(1/123/0,05) = 3,92). Die durchschnittliche Anzahl geschliipfter Larven
sowie die Schlupfrate ist zwischen den Gruppen ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich
(F = 0,86 << Funmnesy = 3,92). Eine Infektion mit Wolbachia hat auch keine

Auswirkungen auf die Schlupfrate (F

100 O Eier/Weibchen = 03] << F = 392
%0 O Larven/Weibchen ’ (17123/0,05) 92).
o O Schiupfrate (%) Wiederum  weisen die  hohen
70 Standardabweichungen auf

601 individuelle Variabiliit zwischen den

Weibchen hin (Tab. 36).

50+
40
301 Die Ergebnisse lassen sich weiter
20+

auflésen, indem der tatsdchliche
10

Infektionstyp der jeweiligen

wA1 wA2 wB Ww- Weibchen  berlicksichtigt ~ wird
(Infektion mit wAl, wA2

Abb. 36 Anzahl der abgelegten Eier bezichungsweise der
geschliipften Larven sowie die Schlupfrate in Abhéngigkeit vom  beziehungsweise nicht infiziert; Abb.

Infektionstyp (WA1l, wA2, wB bzw. nicht infiziert) des
weiblichen Wirtes. Das Diagramm basiert auf den Mittelwerten 36, Tab. 37). Es zeigt sich, dass
der Einzeldaten aus Tab. 37.
diejenigen Weibchen, die eine
Infektion mit Wolbachia des Stammes wA1l aufwiesen, deutlich mehr Eier legten
(durchschnittlich 61,6 Eier pro Weibchen) und auch deutlich mehr Nachkommen
hervorbrachten (durchschnittlich 29,3 Larven je Weibchen) als Weibchen, die mit
Wolbachia des Stammes wA2 infiziert waren (12,6 Larven pro Weibchen) und auch als
Weibchen, die keine Infektion aufwiesen (21,0 Larven pro Weibchen). Die Anzahlen der
abgelegten Eier sind statistisch signifikant unterschiedlich (F = 3,46 > F3/121/0,05) = 2,68),
die Unterschiede in der Anzahl der geschliipften Larven dagegen nicht (F = 1,94 <

F1160,05 = 2,68). Die Schlupfrate liegt bei Weibchen mit einer Wolbachia-Infektion des
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Tab. 36 Ergebnisse der Verpaarungen zwischen Weibchen und Ménnchen unterschiedlicher bzw. gleicher
Infektionstypen: Auflistung {iber die Produktivitit und Fertilitit der Weibchen in Abhéngigkeit vom
Infektionsstatus, d.h. "infiziert" bzw. "nicht infiziert". *Die Abstammung der Weibchen ist in der ersten Spalte
angegeben (Beispiel: '2' bezeichnet alle diejenigen verpaarten Weibchen, die vom Muttertier $2 abstammen).

Weibchen* N Verp. N Eier N Larven Eier/Q Larven/Q Schlupfrate
infiziert

2! 7 314 78 44,9 11,1 0,248

'14' 12 515 266 42,9 22,3 0,517

25" 9 131 65 14,6 7,2 0,496

'30' 10 605 338 60,5 33,8 0,559

'34' 2 45 22 22,5 11,0 0,489

'44' 10 1118 496 111,8 49,6 0,444

'47" 6 134 26 223 43 0,194

'68' 6 170 49 28,3 82 0,288

74" 3 187 113 62,3 37,7 0,604

75" 2 121 47 60,5 23,5 0,388

"79' 11 301 111 27,4 10,1 0,369

'82' 6 421 142 70,2 23,7 0,337

'89' 8 887 505 110,9 63,1 0,570

'96' 3 118 90 39,3 30,0 0,763

'100' 5 389 307 77,8 61,4 0,790

'103' 1 7 4 7,0 4,0 0,571
gesamt 101 5463 2659 54,1+45,91 26,3+26,86  0,430+0,278
nicht infiziert

'19' 8 66 24 8,3 3,0 0,364

'85' 3 162 75 54,0 25,0 0,463

'91' 13 723 404 55,6 31,1 0,559
gesamt 24 951 503 39,6+28,22 21,0£18,72  0,461+0,246

Tab. 37 Ergebnisse der Verpaarungen zwischen Weibchen und Ménnchen unterschiedlicher bzw. gleicher
Infektionstypen: Auflistung tiber die Produktivitit der Weibchen in Abhédngigkeit vom Infektionstyp. *Die
Abstammung der Weibchen ist in der ersten Spalte angegeben (Beispiel: '2' bezeichnet alle diejenigen verpaarten
Weibchen, die vom Muttertier $2 abstammen).

Weibchen* N Verp. N Eier N Larven Eier/Q Larven/Q
infiziert

wAl

A 7 314 78 44,9 11,1

'14' 12 515 266 429 22,3

'34' 2 45 22 22,5 11,0

'44' 10 1118 496 111,8 49,6

'¢7' 6 134 26 22,3 43

74’ 3 187 113 62,3 37,7

75" 2 121 47 60,5 23,5

'79' 11 301 111 27,4 10,1

'82' 6 421 142 70,2 23,7

'89' 8 887 505 110,9 63,1

'100' 5 389 307 77,8 61,4
gesamt 72 4432 2113 61,6+£31,8 29,3+21,0
WA2

25! 9 131 65 14,6 7,2

'30' 10 605 338 60,5 33,8

'96' 3 118 90 39,3 30

'103' 1 7 4 7 4

gesamt 23 861 497 37,4+24.4 21,6+15,3
wB

'68' 6 170 49 28,3+33,2 8,1+11,34
nicht infiziert

'19' 8 66 24 8,3 3

'85' 3 162 75 54 25

'91' 13 723 404 55,6 31,1
Gesamt 24 951 503 39,6+26,9 21,0+14,8
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Typs wA2 bei 57,7%, bei nicht infizierten Weibchen bei 52,9%, fiir Weibchen des
Infektionstyps wA1l jedoch nur bei 47,7%. Die Unterschiede sind wiederum nicht
signifikant (F = 2,35 < Fo/1160,05) = 3,07). Die Unterschiede in der Anzahl der abgelegten
Eier sind auch dann noch signifikant, wenn die geringe Stichprobe zur Infektion mit wB
auller Acht gelassen wird (F = 4,19 > F2/116/0,05) = 3,07). Die Weibchen mit einer Infektion
mit dem Stamm wA1 legten folglich signifikant mehr Eier als alle anderen Weibchen; die
Anzahl der Nachkommen unterscheidet sich zwischen den Gruppen jedoch nicht.

Vergleicht man die Anzahl der abgelegten Eier und der geschliipften Larven in
Abhiéngigkeit vom mitochondriellen Haplotyp und ohne Beriicksichtigung der Wolbachia-
Infektion der jeweiligen Weibchen, erweisen sich die Unterschiede als nicht signifikant (F=
1,63 < Firi210,0s) = 2,68 beziehungsweise F = 1,9 < F3/1210,05) = 2,68). Dieses Ergebnis
unterstiitzt den Verdacht, dass die erhohte Eiablagerate bei mit wAl infizierten Weibchen
ein Effekt der Wolbachia-Infektion ist. Die Schlupfraten sind bei den drei Infektionstypen
signifikant unterschiedlich (F= 3,09 > Fgi21005) = 2,68); dies ist auf den Effekt der
geringen Schlupfrate bei den Weibchen des Haplotyps HT3 zuriickzufiihren und basiert
wahrscheinlich auf der geringen StichprobengroBe (sechs Weibchen, die alle von einem

Muttertier abstammten).

3.3.4.3. Priifung auf Parthenogenese

Mehr als 2500 Weibchen blieben bei dieser Untersuchung unverpaart. Diese Tiere wurden
genutzt, um zu iberpriifen, ob von virginellen Weibchen gelegte Eier entwicklungsfahig
sind. Es wurde eine entsprechend grof8e Anzahl Eier erhalten; anders als bei verpaarten
Weibchen erfolgte die Ablage dieser nicht in Gruppen (Abb. 1), sondern die Eier wurden
einzeln an den Winden der Plastikgefile und an den Blittern der Frafpflanze verteilt.
Keines dieser Eier erwies sich als entwicklungsfahig. Daher kann die Hypothese, dass A.

lythri sich parthenogenetisch fortpflanzt, verworfen werden.

3.3.4.4. Zeitliche Komponente

Um zu testen, ob die starken Schwankungen in der Anzahl der abgelegten Eier und somit
der Schlupfrate der Larven aus diesen Eiern eine zeitliche Komponente beherbergt und
moglicherweise eine Abhdngigkeit von der Jahreszeit aufweist, wurde der Zeitpunkt
(Datum), zu dem die Verpaarungen angesetzt wurden, gegen die von jeder Gruppe (sortiert
nach Datum der Zusammenbringung der Paarungspartner) hervorgebrachten Eier

beziehungsweise Larven aufgetragen (Abb. 37). Aus den Daten geht hervor, dass die
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< 1800 | Anzahl der angelegten Eier etwa
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19.04

abfiel. Einen weiteren Anstieg der
Datum Ansatz der Verpaarung

Abb. 37 Anzahl abgelegter Eier bzw. geschliipfter Larven in Eiproduktion erkennt man wieder
Abhingigkeit vom Zeitpunkt des Ansatzes der jeweiligen . . . .

Verpaarung (zwischen Dezember 2006 und April 2007). vier Wochen spater, _]edOCh 1st

dieser deutlich geringer als der

vorherige. Ende Mirz, also fast vier Monate nach Ende der Diapause, sank die

Eiproduktion auf nahezu null ab. Die Anzahl der geschliipften Larven (Daten bezogen auf

den jeweils zugehdrigen Verpaarungsansatz) stieg und fiel mit der Anzahl der abgelegten

Eier.

3.4. Karyologische Untersuchung der Art Altica lythri
Die karyologische Untersuchung wurde in der Absicht durchgefiihrt, die Art A. lythri auf
eine mogliche Polyploidisierung hin zu tiberpriifen. Da viele sich obligat parthenogenetisch

fortpflanzende Insekten einen
Tab. 38 Ergebnisse der stichprobenartigen karyologischen Untersuchung

der Arten A. aenescens und A. ericeti sowie einiger weiterer Exemplare der polyploiden
Art A. lythri weiterer Populationen. Spalte 1: Angabe der Artzugehorigkeit.
Spalte 2: Herkunft des jeweiligen Individuums. Spalte 3: Untersuchtes  Chromosomensatz aufweisen,
Gewebe. Spalte 4: geschitzte Anzahl der gefundenen Chromosomen je

Zelle. konnte ein erhohter
. ausgezihlte  Anzahl
Art Population Gewebe .
: Zellen Chr./Zelle Chromosomensatz  bei A.
Eier ~24
A ENeSCENS | K oberg, SH Hoden 12 lythri  ein Hinweis auf
Puppe ~24
A. ericeti Eier ~24 .
Altenteil, SH Ovariolen | 1 mind. 24 unisexuelle Fortpﬂanzung
A Ivthri Bordesholm, SH Hoden 7 ~12 . . .
- lythni Ovariolen 12 sein, womit sich dann
Reisdorf, TH
Hoden ~12

wiederum erkldren lief3e,
warum manche Weibchen (mindestens diejenigen des Haplotyps HT1) ausschlieBlich
weibliche Nachkommen hervorbringen.

Insgesamt konnten die Chromosomenzahlen in den Zellen der Eier von 21 Weibchen aus
drei verschiedenen Populationen (14 Individuen von insgesamt 25 aus der Population

,Gtuster”, 6 Individuen von insgesamt 14 aus der Population ,,Konigreich® und ein
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Tab. 39 Zusammenfassung der Ergebnisse der Individuum aus der Population ,,Wedel®)
karyologischen Untersuchung von 21 weiblichen .

Individuen dreier Populationen der Art A. lythri. Es bestimmt werden (Tab. 39). In 12 von 21
sind lediglich diejenigen Individuen aufgelistet, aus . .
deren Eiern brauchbare Préparate erhalten wurden. Féllen konnten die Chromosomen fiir _]CdeS
Spalte 1: Nummer des Weibchens. Spalte 2: Name .

der jeweiligen Population; SH-Schleswig-Holstein; Weibchen fiir mehr als eine Zelle ausgezéihlt
NI-Niedersachsen. Spalte 3: Individueller Code fiir . .
jedes Einzeltier. Spalte 4: Anzahl der ausgezihlten =~ Werden, in den anderen Féllen konnten die
Zellen pro Individuum; Daten je von mehreren Eiern. . . .

Spalte 5: ungefihre Anzahl der Metaphase- Daten nur fiir jeweils eine Zelle erhoben
Chromosomen pro ausgezéhlte Zelle. In Fettdruck:

Ungew®&hnliche Chromosomenzahl von 12 statt 24. werden. Bei manchen Werten handelt es sich
ONr. Population Cod ausgezihlte  Anzahl . . .
¥ . ropulatio 00¢ " Zellen Chr/Zelle  um Schitzwerte, da die Chromosomen in
1 Gl 1 ~24
'g’ 8§ g ~§3 Folge von Uberlagerungen mitunter nicht klar
‘5‘ gg f :gj voneinander zu trennen waren. In den weitaus
6 G9 6 ~24 . N .
7 Gl 1 4 meisten Fillen wurde eine Anzahl von 24
Giister, SH
8 G12 3 ~24 )
9 G15 5 ~24 Chromosomen pro Zelle gefunden, nur in
10 G18 1 ~24
1 G19 ! ~24 einem Fall fanden sich lediglich 12
12 G21 1 ~24
ii ggg ? :gj Chromosomen. In keinem Fall fanden sich
15 K2 1 ~20 hr al h 1 Ich
16 K5 3 04 mehr als 24 Chromosomen pro Zelle, welches
17 Konigreich, K7 10 ~12 . . . .
18 Jork, NI K8 1 ~24 der gewohnlich bei Altica gefundenen Anzahl
19 K10 3 ~24
20 K12 2 ~24 entspricht (bekannte Chromosomenzahl bei
21 WedeLSH _ WII 2 ~24

miannlichen A. lythri (Hoden): 11"+X+y;
Segarra & Petitpierre 1982). Fille von Polyploidie konnten somit nicht nachgewiesen
werden. Eine Zahl von nur 12 Chromosomen entspriche folglich dem halben normalen
Chromosomensatz. Dieser Chromosomensatz fand sich bei einem Weibchen aus der
Population ,,Konigreich® in mehr als 10 Zellen, die mehreren verschiedenen Eiern
entstammten.

Fir die Art A. aenescens wurden geschitzte Chromosomenzahlen von etwa 24
Chromosomen sowohl fiir die Eier als auch fiir das Gewebe der Puppe und etwa 12
Chromosomen fiir Zellen des Hodengewebes ermittelt (abb. 38, Tab. 38). Bei A. ericeti
fanden sich in den analysierten Eiern ebenfalls etwa 24 Chromosomen je Zelle. Bei den
zusitzlich analysierten Individuen der Art A. lythri aus Reisdorf (Thiiringen) und
Bordesholm (Schleswig-Holstein) ldsst sich die Chromosomenzahl in Hoden- und
Ovariolengewebe auf 12 schédtzen (Abb. 38), die Anzahl stimmt somit mit der bei A.
aenescens und A. ericeti gefundenen iiberein. Dagegen fanden sich in der einzigen
auswertbaren Zelle aus dem Ovariolengewebe eines Tieres aus der Population in Altenteil

(Schleswig-Holstein) 24 oder mehr Chromosomen.
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.
f."‘
~g

PiLs

Abb. 38 A - C: Metaphase-Chromosomen einer weiblichen A. lythri (Population Reisdorf, TH),
jeweils eine Zelle, aus Ovariolengewebe. D: Metaphase-Chromosomen einer weiblichen A.
aenescens Koberg, SH), eine Zelle eines befruchteten Eies.
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4 Diskussion

Ansitze zur Erklirung der bei Altica und insbesondere bei der Art A. lythri
nachgewiesenen Besonderheiten

Das Phanomen der von Weibchen dominierten Populationen bildete den Ausgangspunkt
fiir alle Untersuchungen, die im Zuge der vorliegenden Arbeit tiber die Gattung Altica und
insbesondere iiber A. lythri durchgefiihrt wurden. Zwar weisen mehrere Arten dieser
Flohkéfergattung dieses Merkmal auf; so wurden von Weibchen dominierte Populationen
auch bei A. oleracea und A. palustris beobachtet, doch stellen weitere Charakteristika die
Art A. lythri als auBergewohnlich interessant heraus: Sie ist - auf der Basis ihrer
mitochondriellen DNA - polyphyletisch und beherbergt zudem drei unterschiedliche
Wolbachia-Stamme, die den sogenannten Supergroups A und B angehoren. Diese drei
Stimme sind konstant jeweils mit einem bestimmten mtDNA-Haplotyp der Wirtsart
assoziiert und bieten potentiell Anlass zu der Vermutung, dass es einen Zusammenhang
gibt zwischen der Infektion mit diesen Bakterien und den reproduktiven Besonderheiten,
die bei A. lythri aufgedeckt werden konnten. Denn zum Einen weisen Populationen von A.
lythri sehr oft ein extremes Ungleichgewicht der Geschlechterverteilung auf, das mit dem
Vorherrschen bestimmter mitochondrieller Haplotypen und somit Wolbachia-Stimme
korreliert; gleichzeitig unterscheiden sich solche Populationen, in denen das
Geschlechterverhéltnis ausgeglichen oder ausgeglichener ist, in der Héaufigkeit der
einzelnen, fir A. lythri typischen mitochondriellen Haplotypen. Zum Anderen konnte
nachgewiesen werden, dass bei A. lythri der mtDNA-Haplotyp bezichungsweise der
Infektionstyp dartiber entscheidet, ob ein Weibchen ausschlie8lich weibliche Nachkommen
oder Nachkommen mit einem ausgeglichenen Geschlechterverhéltnis hervorbringt,
wihrend eine Beeinflussung der reproduktiven Kompatibilitdt zwischen Ménnchen und
Weibchen durch Wolbachia offenbar nicht vorliegt. Doch der Ausgangspunkt fiir alle
Diskussionen und Uberlegungen, die im Folgenden getroffen werden sollen, ist die
Phylogenie der Gattung Altica, und hierbei insbesondere die polyphyletischen

Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der weit verbreiteten Art A. lythri.

4.1. Phylogenetische Untersuchungen: Analyse der Polyphylie von Altica lythri
4.1.1. Die Phylogenie der Gattung Altica auf der Grundlage mitochondrieller Daten

Die Ergénzung der mitochondriellen Phylogenie der Gattung Altica von 32 Individuen aus
zehn Arten auf insgesamt 115 Individuen aus 18 Arten (hiervon zwei Arten bisher

unbestimmt) und ihre Analyse bestdtigt die Existenz polyphyletischer Gruppierungen, die
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in erster Linie die Art A. lythri betreffen. Zudem konnte jetzt ein dritter Haplotyp (HT3)
nachgewiesen werden, der ebenfalls nicht in monophyletischer Beziehung zu den iibrigen
Gruppierungen dieser Art steht, sondern die betreffenden Individuen in nahe
Verwandtschaft mit A. engstroemi und A. quercetorum stellt. Die Bestitigung des
bisherigen Ergebnisses, dass A. lythri auf der Grundlage ihrer mitochondriellen DNA keine
monophyletische Gruppe bildet, ist nach den umfangreichen phylogenetischen Analysen
weiterhin offensichtlich und macht diese Art insbesondere im Zusammenhang mit der
Infektion mit Wolbachia aullergewdhnlich interessant.

Die intraspezifischen Distanzen zwischen den Haplotypen HT1, HT2 und HT3 sind so
grof3, dass auf drei unterschiedliche Arten geschlossen werden konnte, doch weshalb diese

Moglichkeit hier nicht ndher in Betracht gezogen wird, soll im Folgenden erortert werden.

4.1.2. Polyphyletische Muster: Erklirungsansitze

4.1.2.1. Morphologische Merkmale

Bei A. lythri findet sich eine deutliche Diskrepanz zwischen den festgelegten Artgrenzen
und der Genealogie der mtDNA. Zur Erkldrung der polyphyletischen Gruppierung miissen
mehrere mogliche Griinde in Erwidgung gezogen werden. Grundsitzlich ist die Ursache fiir
diese Darstellung der Art sicherlich die Verwendung des mitochondriellen Genoms zur
Rekonstruktion der Verwandtschaftsverhdltnisse und nicht fehlerhafte Artbestimmung.
Dennoch kann nicht bestritten werden, dass die Gattung Altica eine schwierig zu
bestimmende Gruppe darstellt. Da die sichersten, da konstantesten Bestimmungsmerkmale
bei méannlichen Exemplaren gefunden werden, Ménnchen jedoch bei vielen Arten selten
sind (auch fiir die hier vorliegende Untersuchung konnte nicht in allen Fillen auf
Mainnchen zuriickgegriffen werden), musste auch hier eine Bestimmung der Tiere in erster
Linie auf weiblichen Individuen beruhen. Gerade die kombinierte Betrachtung mehrerer
Merkmale fiihrt aber sicherlich zu einer korrekten Artbestimmung. Die Artzuordnung auf
der Grundlage der Genitalmorphologie sowie duflerer Merkmale in Kombination mit der
Information tiber die Nahrungspflanze wird von anderen Autoren empfohlen (Mohr 1966,
Kangas & Rutanen 1993) und wurde in dieser Arbeit, soweit moglich, befolgt. Auch unter
Beriicksichtigung einer gewissen Variabilitdt der verwendeten Merkmale konnten keine
Hinweise darauf gefunden werden, dass sich unter den als A. lythri bestimmten Arten
mehrere Arten verbergen, denn die beobachtete Variabilitit in Genitalmerkmalen und
duBerer Morphologie (insbesondere der Stirnhdckerchen und des Stirnkiels) korreliert nicht

mit dem Auftreten eines bestimmten mitochondriellen Haplotyps. Da gewdhnlich die
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Genitalmerkmale weiblicher Altica im Vergleich zu denen der Méannchen als unsicherer
und variabler eingestuft werden, wurde besonderes Augenmerk auf die Analyse mannlicher
Individuen gelegt, die aufgrund der Haufigkeit der Art A. lythri hier in deutlich héherer
Anzahl zur Verfiigung standen als bei anderen Arten. Die Aedeagi (die, wie von vielen
Autoren angemerkt, zuverldssige Bestimmungsmerkmale bieten: Siede 1998, Mohr 1966)
von Minnchen des Haplotyps HT2 und des Haplotyps HT3 lassen keinerlei Unterschiede
erkennen, wihrend die Abgrenzung dieser Haplogruppen zu anderen definierten Arten
eindeutig ist. Somit kann auch bestétigt werden, dass der Aedeagus gute morphologische
Merkmale bietet, die, soweit hier zu beobachten gewesen, zwischen den Arten sehr
variabel, innerhalb einer Art jedoch stark konserviert sind.

Wenn es sich bei den unterschiedliche mitochondrielle Haplotypen aufweisenden Tieren
um nicht erkannte Unterarten oder um nah verwandte unterschiedliche Arten handelt,
sollten diese auBerdem auf genetischer Ebene untercinander die groBte Ahnlichkeit
aufweisen; dies ist jedoch nicht der Fall. Stattdessen weist jede der Sequenzen der drei
wesentlichen Haplotypen HT1, HT2 und HT3 eine deutlich groere Sequenzédhnlichkeit mit

einer oder mehreren morphologisch von allen A. lythri abweichenden Arten auf.

Neben A. lythri finden sich in der Phylogenie auf der Grundlage der mtDNA zwei weitere
Félle von nicht-monophyletischen Gruppierungen.

Zunidchst soll hier auf die vier Individuen des Taxons A. sp. 1 eingegangen werden.
Morphologisch gesehen scheinen alle Exemplare identisch; sie stammen alle vom selben
Fundort, an dem insgesamt 12 Tiere gesammelt werden konnten, und der durch einen
kleinen Bestand der Weidenréschenart Epilobium angustifolium gebildet wurde, welche
offensichtlich die Frapflanze darstellt.

Auch wenn eine Bestimmung dieser Tiere derzeit nicht gelungen ist, fanden sich doch
Anhaltspunkte, worum es sich bei A. sp. 1 (und dies betrifft auch die beiden aus der
Schweiz stammenden Exemplare von A. sp. 2) moglicherweise handeln konnte.
Morphologisch lassen sich zwischen den Taxa keine Unterschiede erkennen, dennoch
unterstiitzt lediglich die Analyse des Markers ITS2 die Hypothese, dass es sich um die
gleiche Art handelt. Sdmtliche Exemplare sind weiblich und erinnern &uflerlich an A.
oleracea und A. palustris. Betrachtet man jedoch die Genitalmerkmale, so ldsst sich die
Form der Styli keiner heimischen Art zuordnen; anhand der Spermathek kdnnte man
dagegen auf A. lythri schlieBen. Sowohl Styli, Spiculum ventrale und auch - im Falle von

A. sp. 1 - die FraBipflanze E. angustifolium lassen dagegen auf die von Norwegen bis zum
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Kaspischen Meer verbreitete Art A. chamaenerii schlieen. Insbesondere wird dieser
Verdacht dadurch erregt, dass die Auspriagung der Styli exakt mit den Zeichnungen bei
Kangas & Rutanen (1993) iibereinstimmt. Hier muss jedoch der Tatsache Rechenschaft
getragen werden, dass A. chamaenerii weder aus Deutschland noch aus der Schweiz
bekannt ist (http://www.faunaeur.org/distribution.php).

Der andere Fall betrifft die Art A. aenescens. Die abweichende mtDNA-Sequenz eines der
drei analysierten Individuen, die eine ndhere Verwandtschaft mit A. lythri (HT2) nahelegt,
ist mit fehlerhafter Artbestimmung ebenso wenig erklérbar. Tatséchlich scheinen beide
Arten nah verwandt; dies kann nicht nur aus den Daten der mtDNA-Sequenzen geschlossen
werden, sondern es spricht hierfiir auch die Genitalmorphologie sowohl der Weibchen als
auch der Méannchen (Kangas & Rutanen 1992, Siede 1998). Die duflere Morphologie beider
Arten lédsst jedoch deutliche Unterschiede erkennen, die eine Verwechslung der Arten
ausschliefen. Der Fundort und die jeweilige Frafpflanze macht eine Fehlbestimmung
ebenfalls dullerst unwahrscheinlich. Am Fundort von A. aenescens wurden - auch im
weiteren Umkreis - keine Individuen der Art A. lythri gefunden; auch die Fra3pflanze von
A. lythri konnte am Standort nicht nachgewiesen werden. Alle A. aenescens wurden auf
jungen Birken gesammelt, so ist auch aus diesem Grund eine versehentliche Vermengung
mit A. lythri sehr unwahrscheinlich.

Da fehlerhafte Artbestimmung als Ursache fiir die polyphyletischen Gruppierungen
ausgeschlossen werden kann, miissen zur Erkldrung der beobachteten Muster andere

Erklarungen herangezogen werden.

4.1.2.2. Die Probleme bei der Verwendung mitochondrieller DNA

Es ist davon auszugehen, dass die auf mtDNA-Sequenzen basierende Phylogenie der
Gattung Altica zumindest fiir die Art A. lythri nicht die tatsdchlichen
Verwandtschaftsverhéltnisse wiedergibt, sondern von besonderen Gegebenheiten, die sich
aus der Verwendung mitochondrieller DNA ergeben, geprégt ist. Da die mitochondrielle
DNA einzig die maternale Linie widerspiegelt, kann eine auf dieser Grundlage
rekonstruierte Phylogenie von den tatsdchlichen Verwandtschaftsverhiltnissen zwischen
Organismen aus verschiedenen Griinden entscheidend abweichen. Paraloge Pseudogene,
erhalten gebliebene urspriingliche Polymorphismen (das sogenannte unvollstindige
"lineage sorting"), ferner Rekombination und "paternal leakage" (beides selten) und
insbesondere interspezifische Hybridisierung und Introgression und im Zusammenhang

damit der Einfluss vertikal {ibertragener Symbionten bilden die Grundlage fiir eine ganze
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Reihe von Erklarungsansitzen und Diskussionen (Funk & Omland 2003, Jiggins 2003,
Ballard & Whitlock 2004, Hurst & Jiggins 2005).

4.1.2.3. Pseudogene

Da die molekulare Evolution von Pseudogenen Charakteristika aufweist, die auf der
eingeschriankten Funktionalitdt dieser Sequenzen beruhen, ndmlich hohe Substitutionsraten,
Leserahmenverschiebungen und Stop-Codons, die zum Abbruch der Transkription fiihren,
kann man davon ausgehen, dass derartige, nicht mehr funktionale DNA-Abschnitte anhand
der Nukleotidabfolge mindestens im Vergleich mehrerer Taxa erkennbar sind. Es finden
sich bei den fiir Altica erhaltenen mtDNA-Sequenzen keine Hinweise auf derartige
Charakteristika. Zwischen den in beide Richtungen sequenzierten Abschnitten traten keine
Zweideutigkeiten auf, welche zumindest als Hinweis auf das Auftreten zweier alternativer
DNA-Sequenzen, bedingt durch gleichzeitige Amplifikation von Gen und Pseudogen,
hiatten gewertet werden konnen. Andererseits, bei alleiniger Sequenzierung des
Pseudogens, sollten die oben genannten Merkmale zutage treten. Es fanden sich jedoch
weder Stop-Codons im codierenden Bereich der analysierten Gene noch Hinweise auf eine
erhohte Substitutionsrate. Die Moglichkeit, dass unbemerkt Pseudogene sequenziert
wurden, scheidet als Ursache fiir die polyphyletische Auflosung der Art A. lythri noch aus
einem anderen Grund aus: Es erscheint sehr unwahrscheinlich, dass mehrere Pseudogen-
Sequenzen untereinander eine so groBe Ahnlichkeit aufweisen, dass sie als distinkte
Gruppen in der Phylogenie gruppiert werden, wie es bei den von A. lythri gebildeten
Haplogruppen der Fall ist.

4.1.2.4. Unvollstindiges "lineage sorting"

Das sogenannte unvollstindige "lineage sorting”" bezeichnet das Uberdauern von DNA-
Polymorphismen {iber Artaufspaltungen hinaus (Maddison 1997); es tritt bei der
Rekonstruktion von phylogenetischen Beziehungen als Ursache fiir die Bildung nicht-
monophyletischer Gruppen immer wieder auf. Der Prozess des "lineage sorting" zeichnet
divergierende Arten grundsitzlich aus; er verlduft von Polyphylie {iber Paraphylie letztlich
hin zu Monophylie. Daher spielt der Zeitpunkt der Probennahme fiir phylogenetische
Untersuchungen eine wesentliche Rolle, denn aus der Analyse unvollstindig getrennter
DNA-Linien ergibt sich eine Phylogenie, die nicht die tatsdchliche Chronologie der
Artaufspaltung wiedergibt (Funk & Omland 2003). Die Ursache ist die dem Zufall
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unterliegende Verteilung unterschiedlicher Allelkopien bei einem Speziationsereignis, die
dazu fiihrt, dass verschiedene Arten gleiche Linien teilen.

Wenn man allerdings versucht, die Polyphylie der Art A. lythri mit diesem Phdanomen zu
erkliren, muss man annehmen, dass die hier durchgefiihrte Analyse drei vollig
unterschiedliche mtDNA-Linien umfasst, die einen urspriinglichen Polymorphismus
widerspiegeln, und dass dieser Polymorphismus iiber einen sehr langen Zeitraum erhalten
geblieben ist, wihrend dessen sich mindestens zehn weitere, ganz unterschiedliche Arten
abspalteten. Schon dies allein erscheint nicht plausibel. Die Koaleszenz-Theorie bietet
zudem Anhaltspunkte dafiir, dass eine Phylogenie, die auf mitochondriellen Daten beruht,
mit  hoherer  Wahrscheinlichkeit die  tatsdchlichen = Verwandtschaftsverhéltnisse
widerspiegelt als eine auf nukledren Daten beruhende Analyse. Es ist zu erwarten, dass
mitochondrielle DNA weniger von diesem Problem betroffen ist, denn die effektive
Populationsgrofle betriagt nur ein Viertel von der der nukledren DNA (Moore 1995). Somit
ergibt sich, dass der Zeitraum bis zur Koaleszenz des mitochondriellen Genoms im
Vergleich mit dem Zeitraum zwischen zwei Speziationsereignissen deutlich kiirzer ist.
Abgesehen von diesen Einschriankungen konnte man jedoch dennoch annehmen, dass
kiirzliche Artbildung und voriibergehende Retention von mtDNA-Polymorphismen der
Grund fiir die nicht-monophyletischen Gruppierung der Arten A. aenescens und A. sp. 1 ist.
Dagegen kann man allerdings halten, dass A. aenescens und A. sp. 1 auf der Grundlage
ihrer nukledren DNA monophyletisch sind. Dieser Befund spricht eher fiir die Folgen von
Hybridisierungen zwischen verschiedenen Arten, wenn man davon ausgeht, dass
unvollstindiges "lineage sorting" nukledre Marker mit hherer Wahrscheinlichkeit betrifft
als mtDNA-Marker. Jedoch bleibt hier die Frage, ob die geringe Auflosung, die der Marker
ITS2 fiir Altica bietet, iiberhaupt ausreichend ist, um diesen Vergleich zu ziehen und daraus

SchluB3folgerungen abzuleiten.

4.1.2.5. Rekombination und "paternal leakage"

Hinweise auf Rekombination bei mitochondrieller DNA fanden sich in verschiedenen
Taxa, unter anderem auch bei Insekten (Piganeau et al. 2004, Tsaousis et al. 2005), doch
wird dieses Thema teilweise kontrovers diskutiert (Lunt & Hyman 1997, Ladoukakis &
Zouros 2001, Hoarau et al. 2002, Andolfatto et al. 2003, Burzynski et al. 2003, Kraytsberg
et al. 2004, Gantenbein et al. 2005, Guo et al. 2006, Ujvari et al. 2007). Rekombination
zwischen Mitochondrien setzt voraus, dass ein Individuum Trager mehr als eines mtDNA-

Haplotyps ist, die folglich von beiden Elternteilen stammen miissen. "Paternal leakage"
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kann die Ursache fiir eine derartige Heteroplasmie sein (Ballard & Whitlock 2004);
tatsichlich existieren Hinweise, dass Mitochondrien auch paternal vererbt werden kénnen
(Gyllensten et al. 1991, Magoulas & Zouros 1993, Skibinski et al. 1994, Zouros et al. 1994,
Schwartz & Vissing 2002, Kvist et al. 2003). Nachweise fiir paternal leakage wurden auch
fiir Insekten erbracht (Kondo et al. 1990, Fontaine et al. 2007). Die Konsequenzen fiir die
Interpretation eines auf mitochondrieller DNA beruhenden Datensatzes ergeben sich
daraus, dass dieser als Folge von Rekombination ein komplexes Netzwerk bildet (Hey
2000); fiir einige Individuen kann der ermittelte phylogenetische Status fehlerhaft sein
(Piganeau et al. 2004). Angesichts der eher selten erbrachten Hinweise auf die Existenz
dieser Phidnomene sollen diese hier jedoch nur am Rande genannt werden, da fiir die
Polyphylie der Art A. lythri mit Hilfe anderer Vorgéinge einfacher erklirt werden kann
(nachfolgender Absatz sowie Abschnitt 4.1.4).

4.1.2.6. Interspezifische Hybridisierung und Introgression von mtDNA

Introgression von DNA als Folge von Hybridisierung zwischen Arten fiihrt unmittelbar zu
Polyphylie. Letztlich funktioniert sie liber Riickkreuzung der Hybriden mit einer der
Elternarten und ldsst Gene die Artgrenzen iiberqueren. Es ist bekannt und es wurde oft
gezeigt, dass insbesondere das mitochondrielle Genom von Introgression betroffen ist
(Beispiele: Sota et al. 2001, Croucher et al. 2004, Prowell et al. 2004, Sullivan et al. 2004,
Bachtrog et al. 2006, Gompert et al. 2008, Schmidt & Sperling 2008). Folglich kénnen
zwei Arten die gleiche mtDNA-Variante beziehungsweise eine Art zwei sehr
unterschiedliche mtDNA-Haplotypen aufweisen. Da mitochondrielle DNA im Gegensatz
zum nukledren Genom nicht der Rekombination unterliegt, bleiben die entsprechend
entstehenden Muster im Laufe der Evolution und der Artbildungsereignisse lange erhalten,
wihrend "fremde" nukledre Gene im Genpool einer Art bald nicht mehr auszumachen sind.
Dies wirkt sich natiirlich entscheidend auf die Verwendung mitochondrieller DNA fiir
phylogenetische Analysen aus, da die tatsdchlichen Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen
den untersuchten Arten nicht wiedergegeben werden (Machado & Hey 2003). Als Folge
von Hybridisierung und Introgression lassen sich auch die groflen Sequenzunterschiede
zwischen den bei A. lythri nachgewiesenen Haplotypen erkldren; die Polyphylie der Art A.
lythri wire somit eine Folge interspezifischer Hybridisierung. Auf diese Hypothese soll im

Folgenden néher eingegangen werden.
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4.1.3. Phylogenetische Analyse der Gattung Altica auf der Grundlage von ITS2

Um in der Lage zu sein, die Hypothese iiber Hybridisierung und Introgression von mtDNA
innerhalb der Art A. lythri zu tberpriifen, ist es notwendig, die auf der Grundlage von
mtDNA-Daten erstellte Phylogenie mit einer Phylogenie zu vergleichen, die auf der Basis
von nukledren Daten erstellt wurde. Dieser Vergleich zwischen unabhingig voneinander
evolvierenden Datensdtzen sollte zeigen, ob die Ursache fiir die Polyphylie in
Hybridisierung und Introgression zu finden ist.

Die von den analysierten Altica-Individuen gezeigte weitgehende interspezifische
Ubereinstimmung der Sequenzen des hier verwendeten Markers ITS2 ldsst eine derartige
Uberpriifung der mittels mtDNA-Sequenzdaten rekonstruierten Phylogenie jedoch nur
teilweise zu. Insbesondere konnen die Verwandtschaftsverhdltnisse innerhalb der einer
Uberpriifung besonders bediirfenden Art A. lythri mittels ITS2 nicht aufgeldst werden.
Andererseits lédsst sich fiir den GroBteil der Arten anhand der nukledren ITS2-Sequenzen
eine  Bestitigung fiir die mittels mitochondrieller Daten  rekonstruierten
Verwandtschaftsverhiltnisse erlangen. Allerdings gilt auch hier in manchen Féllen, dass
die Auflosung auf der Grundlage der mtDNA-Sequenzen besser dargestellt ist.

Die geringe Auflosung des Clusters A. aenescens - A. brevicollis - A. ericeti - A. longicollis
- A. lythri - A. sp. 1 zeigt sich in der Analyse der mitochondriellen DNA ebenso wie in der
Analyse des nukledren Markers und spricht dafiir, dass es sich um relativ junge Arten
handelt. Es zeigen sich jedoch bei der Analyse des Markers ITS2 auch bedeutende
Unterschiede zu den Ergebnissen der Stammbaumrekonstruktion auf der Grundlage der
mitochondriellen DNA insofern, als dass ITS2 einige alternative
Verwandtschaftsverhiltnisse aufzeigt, die mit morphologischen Befunden besser vereinbar
sind als die mittels mtDNA rekonstruierte Phylogenie. Erstens spricht die Analyse der
ITS2-Sequenzen fiir eine nahe Verwandtschaft zwischen den unbestimmten Individuen der
Arten A. sp. 1 und A. sp. 2, die nach ihrer mtDNA deutlich divergent erscheinen,
morphologisch aber sehr &hnlich sind. Zweitens gruppiert die Analyse des nukledren
Markers A. aenescens und A. quercetorum und trennt A. aenescens von der morphologisch
extrem divergenten Art A. ericeti, die nach ihrer mitochondriellen DNA sehr nah
miteinander verwandt erscheinen. Es erscheint jedoch unsicher, ob aufgrund der geringen
Auflosung verldssliche Riickschliisse auf die tatsdchlichen Verwandtschaftsverhéltnisse
gezogen werden konnen.

Die geringe bis fehlende Variabilitdt der ITS2-Sequenzen der verschiedenen Altica-Arten

steht sehr im Widerspruch zu einer ganzen Reihe von Ergebnissen, die unter Verwendung
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dieses Markers bei anderen Taxa erhalten wurden. Nicht nur Rekonstruktionen von
Phylogenien auf Art- und Populationsebene, sondern auch der Einsatz bei
Hybridisierungsexperimenten, zur Detektion kryptischer Arten und Unterarten sowie zur
Analyse von Populationsstrukturen sollten aufgrund der normalerweise ausgeprigten
Variabilitidt von ITS1 beziehungsweise ITS2 moglich sein (Vogler & DeSalle 1994, Miller
et al 1996, Fabry et al.1999, Schulenburg et al. 1999, Bargues et al. 2000, Bargues et al.
2001, Mas-Coma et al. 2001, Bargues et al. 2003). In diesem Sinne stellt Altica offenbar
eine Ausnahme dar. Die Invariabilitit des eigentlich als hochgradig variabel bezeichneten
Markers ITS2 wirft die Frage auf, auf welche Marker letztlich zuriickgegriffen werden
miisste, um eine Auflésung der Arten zu erreichen. Die Verwendung der AFLP-Methode
oder die Analyse von Mikrosatelliten konnte hier Klarheit bringen und bilden Ansatzpunkte
fiir zukiinftige Untersuchungen zur endgiiltigen Kliarung der Ursache fiir die Polyphylie der
Art A. lythri und zur besseren Auflosung der Verwandtschaftsverhéltnisse zwischen

schwach aufgelosten Arten.

Trotz des Fehlens eines eindeutigen Nachweises auf der Ebene der nukledren DNA bleibt
die Hypothese, dass die Ursache fiir den nicht-monophyletischen Ursprung der mtDNA-
Haplotypen der Art A. lythri interspezifische Hybridisierung und Introgression von mtDNA
ist, die wahrscheinlichste Erkldrung fiir die Ergebnisse der phylogenetischen Analyse der

Gattung Altica und insbesondere der Art A. lythri.

4.1.4. Hybridisierung als Ursache fiir Polyphylie

4.1.4.1. Zum Ursprung der bei Altica lythri gefundenen mitochondriellen Haplotypen
Uber die Analyse eines schnell evolvierenden nukleiren Markers und im Vergleich mit den
phylogenetischen Daten der mtDNA kann im Idealfall festgestellt werden, welches die
hybridisierenden Arten sind und woher die mitochondriellen Haplotypen stammen. Da die
auf nukledren ITS2-Sequenzen basierende Phylogenie der Gattung Altica
ungliicklicherweise aufgrund der geringen Variabilitit des Markers in diesem Bereich
keine ausreichende Auflosung des interessierenden Clusters bietet, kann das Problem der
Polyphylie jedoch zur Zeit nicht endgiiltig aufgeklart werden. Zumindest kann jedoch
festgehalten werden, dass die Analyse von ITS2 die dreiteilige Gruppierung von A. lythri,
wie sie aufgrund der mtDNA vorliegt, nicht entsprechend wiedergibt. Die auf der
Grundlage der ITS2-Sequenzen erfolgende Abgrenzung von fiinf Individuen (A Iyt 11, A
lyt 20, A Iyt 21, A 1yt 24, A lyt 40) von den iibrigen Individuen dieser Art korreliert
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dariiber hinaus nicht mit dem Auftreten eines bestimmten mtDNA-Haplotyps, sondern mit
dem Fehlen einer Infektion mit Wolbachia. Ob dies ein umfassendes Phdnomen ist oder ob

hier tatsachlich ein Zusammenhang besteht, muss jedoch vorerst offen bleiben.

Da Introgression von mitochondrieller DNA mittels Hybridisierung und Riickkreuzung als
wahrscheinlichste Hypothese zur Erkldrung fiir die polyphyletischen Gruppen der Art A.
lythri angesehen wird, ist die Diskussion iiber den Ursprung der mtDNA und somit die
Klarung der Frage, welche Arten an Hybridisierungen beteiligt waren und welcher
mtDNA-Typ die urspriingliche Form darstellt, ein wichtiges Thema. Da bei A. lythri drei
vollkommen unterschiedliche mtDNA-Haplotypen gefunden wurden, muss es zweimal zu
Hybridisierung und Introgression gekommen sein. Dariiber, zwischen welchen Arten
Hybridisierung stattgefunden hat oder ob diese gegenwirtig stattfindet, und durch welchen
Haplotyp die Art A. lythri eigentlich zu definieren ist, kann nur spekuliert werden.

Die einzige publizierte mtDNA-Sequenz der Art A. lythri, ein 820bp langer Abschnitt des
COI-Gens (NCBI: DQ155917) eines Britischen Tieres, entspricht dem in der vorliegenden
Untersuchung definierten Haplotyp HT2 dieser Art (ermittelt durch direkten Vergleich der
Sequenzen; Daten nicht dargestellt). Dies beweist jedoch lediglich, dass dieser Haplotyp
auch auf den Britischen Inseln vorkommt und vermag die Frage nach der urspriinglichen
mtDNA-Variante nicht zu kliren.

Fiir die Herkunft artfremder mtDNA kommen insbesondere solche Arten in Frage, die A.
lythri auf der Ebene von Okologie, insbesondere beziiglich des Habitats und der
Nahrungspflanze, sowie auf Ebene der Morphologie dhnlich sind; grundsétzlich kommt
aber natlirlich jede Art in Frage, die zu A. lythri identische oder sehr dhnliche mtDNA
aufweist. Betrachtet man die morphologischen Merkmale allein, stellen die Arten A.
aenescens und A. engstroemi aufgrund der Merkmale der weiblichen Genitalmorphologie
dhnliche Arten dar (Kangas & Rutanen 1992). Daneben wird die monophag auf Vitis
vorkommende Art A. ampelophaga gewdhnlich als mit A. lythri besonders nah verwandt
eingestuft und mitunter sogar als Unterart angesehen (Balcells 1953, 1954a, b). Diese
Ansicht kann jedoch nach den hier vorliegenden molekularen Daten nicht bestétigt werden,
denn A. ampelophaga weist zwar morphologisch groBe Ahnlichkeit mit A. lythri auf, zeigt
jedoch auf molekularer Ebene klare Unterschiede, die eine Einstufung als Unterart
keinesfalls rechtfertigen. Die Daten des nukledren Markers ITS2 lassen beziiglich der
Verwandtschaftsbezichungen zwischen A. ampelophaga und A. lythri keine eindeutige

Interpretation zu, zeigen jedoch zumindest fiir zwei Individuen der Art A. ampelophaga
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klar, dass eine nahe Verwandtschaft zwischen den beiden Arten nicht bestitigt werden
kann. Gegen diese Interpretation spricht lediglich die verwandtschaftliche Positionierung
des dritten Individuums, das eine zu vielen A. lythri-Individuen identische ITS2-Sequenz
aufweist.

Die morphologische Ahnlichkeit zwischen A. lythri und A. engstroemi dagegen lisst sich
sehr gut mit den auf mtDNA-Sequenzen beruhenden Daten in Ubereinstimmung bringen,
sofern man annimmt, dass die von der mitochondriellen DNA aufgedeckten
Verwandtschaftsbezichungen zwischen A. engstroemi, A. quercetorum sowie A. lythri des
Haplotyps HT3 die tatsdchlichen phylogenetischen Beziehungen zwischen diesen Arten
widerspiegeln.

Ahnlich in Hinblick auf Morphologie und FraBpflanze ist die Art A. impressicollis. Diese
Art findet man auf E. hirsutum vergesellschaftet mit A. lythri (wenn auch erheblich seltener
als diese). So fand sich auch das in dieser Untersuchung enthaltene Exemplar unter den
Individuen einer Aufsammlung zahlreicher A. lythri. Die Vermutung einer nahen
Verwandtschaft zwischen den beiden Arten lésst sich jedoch weder aufgrund der Analyse
der mitochondriellen noch der nukledren Sequenzdaten bestitigen. A. impressicollis ist
tatsichlich mit den morphologisch stark abweichenden Arten A. carinthiaca, A.
helianthemi, A. palustris und A. tamaricis deutlich ndher verwandt; nach den
mitochondriellen Daten besteht die ndchste Verwandtschaft zu der Art A. birmanensis
(Individuum aus Taiwan). Da A. impressicollis somit eine von A. lythri stark abweichende
mtDNA besitzt, kommt sie fiir die Kldrung der Herkunft einer artfremden mtDNA-Sequenz

nicht in Betracht.

Zieht man Schlussfolgerungen beziiglich hybridisierender Arten und der Herkunft der bei
A. lythri nachgewiesenen mtDNA-Haplotypen aus der Ubereinstimmung von mtDNA-
Sequenzen zwischen unterschiedlichen Altica-Arten, so scheint es naheliegend,
anzunehmen, dass der hdufige Haplotyp HT1 (und hierzu auch HT1*; zur weiteren
Diskussion beziiglich dieser beiden Varianten vergleiche Abschnitt 4.2.5) den
urspriinglichen Haplotyp der Art A. lythri darstellt, denn diese Variante weist keine
Ahnlichkeit mit mtDNA-Sequenzen irgendeiner anderen Art auf. Zudem ist diese Gruppe
deutlich von allen nichstverwandten Individuen abgegrenzt. Wenn dies allerdings der Fall
ist, ergibt sich die Frage, wie das vollstindige Fehlen von minnlichen Tieren dieses
Haplotyps erkldrt werden kann. Da Minnchen, wie gezeigt werden konnte, essentiell fiir

die Reproduktion sind, miisste sich ein so deutlicher Mangel nachteilig auf eine Population
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auswirken. Unabhédngig von den nicht eindeutigen Ergebnissen der phylogenetischen
Analyse konnen beziiglich des deutlichen Weibcheniiberschusses verschiedene
Uberlegungen angestellt werden. Nach eingehender Betrachtung der Ergebnisse der
geographischen Analyse der Haplotypenverteilung und der Verpaarungsexperimente soll
hierauf eingegangen werden (vergleiche Abschnitt 4.2.5).

Die Haplogruppe HT2 stellt einen ganz anderen Fall dar, denn hier sind Ménnchen ebenso
hiufig wie Weibchen. Innerhalb der Gruppierung, die von den Arten A. aenescens, A.
brevicollis, A. ericeti, A. longicollis und A. sp. 1 sowie A. lythri des Haplotyps HT2
gebildet wird, finden sich stark ausgepriagte Sequenzihnlichkeiten zwischen diesen Arten.
Hier ist die Auflosung der Verwandtschaftsverhéltnisse allerdings auch so unbefriedigend
gering, dass fiir die Herkunft der mtDNA mehr als eine Art in Frage kdme.

Obwohl zudem die Auflosung der Verwandtschaftsbeziechungen auf der Grundlage von
ITS2 unerwartet gering ist und die weitgehend fehlenden Sequenzunterschiede dem
widersprechen, was dieser Marker oder auch der gleichwertige Marker ITS1 normalerweise
an Variabilitit aufweist, ergeben sich fiir diese Gruppe zumindest einige Hinweise
beziiglich der Herkunft von mtDNA-Haplotypen, und Unterschiede, die tatsdchlich als
Nachweis von Hybridisierung gedeutet werden konnten. Das Ergebnis, dass die mit A. sp. 2
bezeichneten Individuen auf der Grundlage der ITS2-Sequenzen so nah mit A. sp. 1
verwandt ist, dass es sich um dieselbe Art handeln konnte, widerspricht klar den Resultaten
der Analyse der mtDNA, scheint jedoch begriindet, da zwischen den Taxa eine klare
morphologische Ahnlichkeit besteht. Die mitochondrielle DNA dagegen lisst eine nahe
Verwandtschaft zwischen A. sp. 1 und A. lythri des Haplotyps HT2 erkennen. Es scheint
daher, als stamme die mitochondrielle DNA der Art A. sp. 1 von A. lythri oder alternativ
von A. longicollis, denn zwischen den mtDNA-Sequenzen dieser Arten ist praktisch keine
Differenzierung vorhanden.

Diejenigen Individuen der Art A. lythri, bei denen der weniger hdufige Haplotyp HT3
nachgewiesen werden konnte, bilden ebenfalls eine klar abgegrenzte Haplogruppe; die
ndchstdhnlichen mtDNA-Sequenzen stammen von A. engstroemi. Diese nahe
Verwandtschaft wird auf Ebene der nukledren DNA bestétigt. Da sich unter den anderen
Arten keine zu HT3 identischen oder zumindest sehr dhnlichen mtDNA-Sequenzen finden
und die Gruppe durch ein ausgeglichenes Geschlechterverhdltnis gekennzeichnet ist,

konnte es sich hier also um den urspriingliche mtDNA-Haplotyp der Art A. lythri handeln.
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Nach der derzeitigen Datenlage kann nicht geklart werden, woher die bei A. lythri
nachgewiesenen Haplotypen stammen. Unter den analysierten Arten finden sich wenige
Ansatzmoglichkeiten, doch kann dieses Problem darauf beruhen, dass der Datensatz
unvollstindig ist. Einige mittel- und nordeuropdische Arten konnten nicht analysiert

werden, da kein Material zur Verfiigung stand (Tab. 40).

Tab. 40 Mittel- und nordeuropéische Arten der Gattung Altica, von denen bislang keine phylogenetischen Daten
vorliegen. Angaben zum Vorkommen und zur Frapflanze zusammengestellt nach Mohr (1966), Siede (1998) und
Fauna Europaea (http://www.faunaeur.org).

Art Vorkommen Fraflpflanze

A. carduorum GUERIN- Siideuropa; in Deutschland nur am Cirsium-Arten

MENEVILLE, 1858 Kaiserstuhl

A. chamaenerii HAKAN Nordeuropa; siidlich bis zum Kaspischen  Epilobium angustifolium

LINDBERG, 1926 Meer; Slowakei

A. cornivorax KrRAL, 1969 Siidosteuropa, Wiener Becken Cornus sanguinea

A. jarmilae KRAL, 1979 Siidosteuropa (Griechenland, Bulgarien);  Epilobium hisutum, E.
selten tetragonum

Moglicherweise findet sich unter den fehlenden Arten der Ursprung der fremden mtDNA,
die bei A. lythri gefunden wurde. Von den in Tab. 40 genannten mitteleuropdischen Arten
erschient eine Art besonders vielversprechend: A. jarmilae kommt auf der gleichen
FraBBpflanze vor wie A. lythri, und nach den Abbildungen bei Siede (1998) gleichen sich
beide Arten anhand der Genitalmorphologie.

4.1.4.2. Weitere Hinweise auf interspezifische Hybridisierung

Die drei Individuen der Art A. aenescens bilden auf der Grundlage ihrer mitochondriellen
DNA keine monophyletische Gruppe, sind jedoch beziiglich ihrer ITS2-Sequenzen
untereinander identisch (die Basenabfolge der ITS2-Sequenz entspricht jedoch gleichzeitig
derjenigen von A. quercetorum). Es scheint also, als enthielte auch der Genpool von A.
aenescens mitochondrielle DNA einer anderen Art. Auffillig ist in jedem Fall, dass zwei
Individuen auf der Basis ihrer mitochondriellen DNA den Individuen der Art A. ericeti, die
dem gleichen Fundort entstammen (A. aenescens von Betula, A. ericeti von Erica tetralix;
die Fundstellen liegen etwa 20 Meter voneinander entfernt), dhnlicher sind als dem dritten
Individuum (A aen 1). Morphologisch gesehen macht diese Aufteilung keinen Sinn; A.
aenescens und A. ericeti weisen keinerlei Ahnlichkeit zueinander auf. Hier konnte sich eine

tiefergehende Analyse beider Arten moglicherweise als aufschlussreich erweisen.
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4.2. Analyse der Wolbachia-Infektion bei Altica

4.2.1. Wolbachia-Infektionsstatus, Infektionsraten und Infektionstypen

Es hat sich gezeigt, dass die heimischen Arten der Gattung Altica zu einem hohen
Prozentsatz (soweit aus den erhobenen Daten zu ermitteln) mit Wolbachia der Stimme
wA1l, wA2 und wB infiziert sind und dass die nachgewiesenen Bakterien zu den beiden
Supergroups A und B gehoren, die bei Insekten besonders hiufig vorkommen (Werren et
al. 2008). Natiirlich ist es nicht moglich, auf der Grundlage des teilweise sehr geringen
Stichprobenumfanges auf die Situation jeweils innerhalb der gesamten Art Riickschliisse zu
ziehen, insbesondere in Féllen, in denen nur Einzelindividuen zur Verfligung standen. Auch
konnen sich die Infektionsfrequenzen zwischen verschiedenen Populationen einer Art
natiirlich unterscheiden, wie einige stichprobenartige Analysen bei A. lythri zeigen. Hier
bietet sich eine reichhaltige Ansatzstelle fiir weitergehende Untersuchungen.
Schlussfolgernd aus den Ergebnissen ist anzunehmen, dass Wolbachia-Infektionen
innerhalb der Unterfamilie Alticinae verbreitet, zumindest aber keinesfalls auf die Gattung
Altica beschrinkt sind. Dies zeigt nicht nur der Nachweis von Wolbachia bei den
Individuen der Arten Hermaeophaga mercurialis und Podagrica fuscipes, die als
AuBlengruppe Verwendung fanden; auch eine Untersuchung der nach Nordamerika
eingefiihrten Flohkaferart Aphthona nigriscutis zeigte eine hohe Wolbachia-Infektionsrate
innerhalb bestimmter mtDNA-Haplogruppen (Roehrdanz et al. 2006). Aktuelle Analysen
(A. Pfaff, Bachelorarbeit 2010) weisen hohe Wolbachia-Infektionsraten auch in einem

umfangreichen Sequenzdatensatz bei der Flohkéaferart Longitarsus melanocephalus nach.

4.2.2. Wolbachia bei Altica lythri

Umfangreiche Ergebnisse zu Infektionsraten und Infektionstypen bietet die vorliegende
Untersuchung fiir die Art A. lythri. Die Daten lassen auf eine hohe Infektionsrate schlie3en,
zeigen jedoch auch, dass die Infektionsfrequenzen sich offenbar zwischen den
unterschiedlichen mtDNA-Haplogruppen unterscheiden. Die phylogenetische Analyse
zeigt dies recht deutlich: Wahrend alle Individuen des Haplotyps HT1 mit Wolbachia
infiziert waren, ist bei keinem der Tiere des Haplotyps HT1* eine Infektion nachweisbar
(dieses Muster bestétigt sich in der Analyse der Infektionstypen der fiir die
Verpaarungsexperimente verwendeten Weibchen'). Bei den Haplogruppen, die die Tiere

der Haplotypen HT2 beziehungsweise HT3 umfassen, liegen die Infektionsfrequenzen

" mit Ausnahme eines Weibchens des Haplotyps HT1*, bei dem eine Wolbachia-Infektion nachgewiesen, der
Stamm jedoch nicht determiniert werden konnte.
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dagegen jeweils bei vergleichsweise geringen 50%. Derartige Polymorphismen der
Infektionsrate konnen ihre Ursache in unvollstindiger maternaler Transmission der
Bakterien von Weibchen zu ihren Nachkommen haben oder aber in einer Eliminierung der
Bakterien aufgrund hoher Umgebungstemperaturen (Hoffmann et al. 1986, Van Oijnen &
Breeuwer 1999). Weitere Ursachen sind moglicherweise hohe Individuendichten und
Mangelernédhrung des Wirts (Clancy & Hoffmann 1998, Hoffmann et al. 1998), Diapause
(Perrot-Minnot et al. 1996) und natiirlich vorkommende Antibiotika (Stevens & Wicklow
1992, Stouthamer et al. 1999). Durch unvollstdndige Transmission oder durch Eliminierung
der Bakterien sind einige Tiere bezichungsweise deren Nachkommen frei von einer
Infektion. Daher sind nicht infizierte Individuen Abkoémmlinge infizierter oder ehemals
infizierter Weibchen und tragen folglich denjenigen Haplotyp, der fiir infizierte Tiere
typisch ist (Jiggins 2003). Diese Erkldrungsmoglichkeiten konnen fiir die reduzierte
Infektionsrate der beiden letztgenannten Haplogruppen angefiihrt werden; hier weisen
infizierte Individuen den gleichen Haplotyp auf wie nicht infizierte Individuen. Das Fehlen
von Wolbachia bei Individuen des Haplotyps HT1* kann dagegen anders interpretiert
werden; dies soll in Abschnitt 4.2.5 ndher erlautert werden.

Es darf nicht auBBer Acht gelassen werden, dass PCR-basierte Methoden zum Nachweis
einer Infektion mit Wolbachia fehleranfillig sind. Mittels Amplifikation eines Wolbachia-
Gens erbrachte negative Resultate kdnnen also entweder ein tatsdchliches Charakteristikum
der Tiere oder aber ein falsch negatives Ergebnis darstellen, das durch Versagen der PCR
erzeugt wurde. Diesem Problem kann durch mehrere MaBnahmen begegnet werden.
Aufgrund von sehr unterschiedlichen Infektionsraten innerhalb einer Art findet man eine
mit Zunahme der Gréfe der Stichprobe steigende relative Anzahl infizierter Individuen
(Tagami & Miura 2004, Sun et al 2007). AuBlerdem ist es mdglich, durch Verwendung
einer Proofreading-Polymerase und einer hohen Zyklenzahl die Detektion von Wolbachia
zu verbessern (Hoy et al. 1999, Jeyaprakash & Hoy 2000). Bei Anwendung dieser
Methoden bei einer anhand des wsp-Gens durchgefiihrten Analyse konnte eine im
Vergleich zur Verwendung von Standard-PCR-Bedingungen und des ftsZ-Gens 4,5mal
hohere Infektionsrate gefunden werden; bei 76% von 62 untersuchten Arthropodenarten
wurde das Vorhandensein von Wolbachia nachgewiesen (Jeyaprakash & Hoy 2000).
Allerdings sind auch diese Ergebnisse wiederum mit Vorsicht zu genieen, denn aufgrund
von Kontaminationen konnte es leicht zu falsch positiven Reaktionen kommen.
Idealerweise sollten zusidtzlich zur diagnostischen PCR andere Methoden wie etwa

histologische Untersuchungen von Wirtsgewebe per in situ-Hybridisierung und
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Elektronenmikroskopie oder Western Blot zur Detektion von Wolbachia Verwendung
finden (Dobson et al. 1999, Ijichi et al. 2002).

4.2.3. Unabhingiger Erwerb von Wolbachia-Infektionen anstelle von Coevolution

Die Phylogenien von Wirt und Parasit stimmen im System Altica-Wolbachia beziiglich der
jeweils wiedergegebenen Verwandtschaftsverhéltnisse nicht iiberein. Insbesondere ldsst
sich flir die Art A. lythri festhalten, dass die nahe Verwandtschaft zwischen den Stimmen
wAl und WwA2 von den entsprechend infizierten Tieren Ulber die
Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb des mtDNA-Datensatzes nicht wiedergegeben
wird. Dieses Ergebnis spricht zumindest im Falle der HT1-wA1l- und der HT3-wB-
Gruppierung gegen eine langfristige Koevolution von Wirt und Bakterium und fiir einen
unabhéngigen Erwerb der Infektion mit wB durch A. engstroemi, A. quercetorum und A.
lythri (HT3).

Die Bestimmung der Infektionstypen iliber die Sequenzierung des Wolbachia-Gens ftsZ
zeigt, dass die beiden bei der phylogenetischen Analyse der mitochondriellen DNA als
AuBengruppe dienenden Individuen der Arten H. mercurialis beziehungsweise P. fuscipes
zwei unterschiedliche Wolbachia-Stimme aufweisen, die jeweils den bei Altica
nachgewiesenen Stammen wA 1 (bei P. fuscipes) entsprechen bezichungsweise wB (bei H.
mercurialis) dhneln. Umgekehrt weisen die beiden Individuen der Art A. quercetorum zwar
sehr dhnliche mtDNA-Sequenzen auf, sind jedoch mit sehr unterschiedlichen Wolbachia-
Stimmen infiziert (WA 1 beziehungsweise wB). Auch dies sind Beispiele dafiir, dass Wirt-
Wolbachia-Assoziationen iiber einen evolutiondren Zeitraum gesehen nicht stabil sind, da
Infektionen sowohl verloren gehen als auch neu erworben werden kénnen. Horizontale
Weitergabe, und nicht Koevolution, scheint bei Insekten und anderen Arthropoden, ganz
im Gegensatz zur Situation bei Nematoden, tatséchlich einen ganz wesentlichen Faktor
darzustellen (Werren et al. 1995b, Zhou et al. 1998, Riegler et al. 2005, Baldo et al.
2006a,b, Baldo et al. 2008).

Anhand dieses und des Ergebnisses der kombinierten Analyse mit Altica-Wolbachia-
Sequenzen unter Einbeziehung zahlreicher weiterer Wolbachia-ftsZ-Sequenzen einer
groBBen Anzahl unterschiedlicher Wirte wird deutlich, dass keiner der bei Altica gefundenen
Wolbachia-Staimme einzigartig fiir die Gattung ist; dieses Ergebnis spricht also gegen eine
Coevolution von Wirt und Parasit. Bei Altica konnten jedoch zumindest bei sehr nah
verwandten Arten mit hochgradig &hnlicher mtDNA auch &dhnliche Wolbachia

nachgewiesen werden - etwa im Falle der Individuen der Art A. lythri des Haplotyps HT2
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und ihrer nah verwandten Arten. Dies spricht zumindest fiir eine voriibergehend stabile
Assoziation einer Art mit einem bestimmten Wolbachia-Stamm.

Da Infektionen im Laufe von Artbildungsprozessen verloren gehen, andere Infektionstypen
neu erworben oder ersetzt werden konnen, ist eine Coevolution zwischen Wirt und
Wolbachia ohnehin unwahrscheinlich und kann nur selten nachgewiesen werden - ein
Wolbachia-Stamm {iberdauert nicht lang genug in einem Wirtstaxon, um gemeinsam mit
diesem zu divergieren (Zhou et al. 1998, Vavre et al. 1999, Engelstdadter & Hurst 2009).
Daher kommt es eher selten vor, dass nah verwandte Wirtsarten auch nah verwandte
Bakterien-Stimme aufweisen (Werren et al. 1995b, Haine & Cook 2005, Baldo et al.
2006a, b).

Normalerweise wird eine Wolbachia-Infektion vertikal, also von einer Generation an die
nichste, von Weibchen an deren Nachkommen (maternal) weitergegeben; paternale
Weitergabe kommt offenbar so gut wie nie vor (Hoffmann & Turelli 1988, Hoffmann et al.
1990). Wenn aber die Phylogenien von Wirt und Parasit dennoch nicht iibereinstimmen,
muss es zu horizontaler Weitergabe der Bakterien gekommen sein, also zu einem Transfer
zwischen den Taxa. Dieser Vorgang kann zumindest indirekt hdufig nachgewiesen werden,
denn viele Analysen haben gezeigt, dass nah verwandte Wolbachia-Stimme entfernt
verwandte Wirte infizieren (O'Neill et al. 1992, Rousset et al. 1992, Schilthuizen &
Stouthamer 1997, Heath et al. 1999, Vavre et al. 1999, Baldo et al. 2008, Raychoudhury et
al. 2008, Stahlhut et al. 2010).

Auch wenn die Mechanismen, die einem solchen horizontalen Transfer zugrunde liegen,
weitgehend unbekannt sind, existieren doch einige Hinweise auf mogliche
Ubertragungswege. So konnte gezeigt werden, dass Arthropoden, die sich riuberisch von
anderen Arthropoden erndhren, viel 6fter mit Wolbachia infiziert sind als sich pflanzlich
erndhrende Taxa. Ein Transfer zwischen Individuen, die in engem Kontakt zueinander
leben, etwa, weil sie dieselbe Nahrungsquelle nutzen, scheint ebenfalls mdglich zu sein
(Rigaud & Juchault 1995, Huigens et al. 2000). Eine Infektion ist offenbar iiber den
Kontakt mit Himolymphe moglich (Rigaud et al 1991, Juchault et al. 1994, Rigaud &
Juchault 1995, Lawson et al. 2001); zudem konnte experimentell gezeigt werden, dass
Wolbachia auflerhalb des Wirtes eine geniigend lange Zeit lebensfdhig ist, um, etwa von
der Oberfliche eines Blattes, von einem anderen potentiellen Wirt aufgenommen zu
werden (Sintupachee et al. 2006). Tatsdchlich sind die Bakterien in abgestorbenen
Wirtszellen beziehungsweise auBlerhalb des Wirts fiir eine gewisse Zeit (eine Woche bei

Raumtemperatur) lebensfihig (Rasgon et al. 2006, Fallon 2008). Zudem ist Wolbachia in
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der Lage, Zellmembranen zu queren (Frydman et al. 2006), so dass viele mogliche Wege
existieren, auf denen ein neuer Wirt infiziert werden kann.

Da die Bakterien auch in den Speicheldriisen und im Kot ihrer Wirte nachgewiesen wurden
(Dobson et al. 1999, Mitsuhashi et al. 2002, Espino et al. 2009), bietet sich ein
umfangreiches Szenario an Ubertragungswegen, so etwa auch iiber Insekten, die iiber
stechend-saugende Mundwerkzeuge verfiigen (Sintupachee et al. 2006). Weitere potentielle
Ubertriiger sind Parasitoide, die die Bakterien von einem Wirt auf einen anderen iibertragen
konnen (Schilthuizen & Stouthamer 1997, Heath et al. 1999, Vavre et al. 1999, Cordaux
2001, Huigens et al. 2004). Es muss allerdings zumindest ein Teil der parasitierten Wirte
iiberleben, um selbst zu einer infizierten Imago zu werden - oder der Parasitoid selbst wird
infiziert, etwa indem seine sich im infizierten Wirt entwickelnden Nachkommen ihrerseits

von den Bakterien befallen werden.

4.2.4. Einschrinkung von Interpretationen beziiglich der Effekte von Wolbachia
4.2.4.1. Mehrfachinfektionen

So wie sich Individuen offenbar relativ leicht mit Wolbachia infizieren kénnen, konnen
sich auch bereits infizierte Tiere ebenso mit weiteren Stdmmen infizieren. Horizontaler
Transfer von Wolbachia-Stammen beinhaltet also als weitere Konsequenz die Moglichkeit,
dass es zu Mehrfachinfektionen kommen kann.

Bei vielen Insekten wurden in der Vergangenheit bereits Doppel- und sogar
Dreifachinfektionen nachgewiesen (James et al. 2002, Kikuchi & Fukatsu 2003, Mouton et
al. 2004, Kondo et al. 2005, Narita et al. 2007). Mehrfachinfektionen verkomplizieren alle
Annahmen, die beziiglich der Wechselwirkungen zwischen Wirt und Parasit gemacht
werden, denn sie zeigen Merkmale von Interaktionen und Dominanz zwischen den
unterschiedlichen Stimmen in ein und demselben Wirt. Zudem ergeben sich ganz neue
Moglichkeiten fiir die Induktion verschiedener Formen cytoplasmatischer Inkompatibilitit,
da sie gewohnlich zu bidirektionaler Inkompatibilitdt zwischen den doppelt infizierten
Individuen und einfach infizierten Individuen fithren (Perrot-Minnot et al. 1996).
Andererseits aber konnen doppelt infizierte Weibchen auch mit jedem Ménnchen
unabhingig von dessen Infektionsstatus kompatibel sein (James et al. 2002) und
Doppelinfektionen werden sich in einer Population ausbreiten (Bordenstein & Werren
1998). Bei Nasonia sind Doppelinfektionen bidirektional inkompatibel und verhindern
Genfluss zwischen Arten (Bordenstein & Werren 1998).
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Somit wird deutlich, dass Riickschliisse auf Verbindungen zwischen Wolbachia-Stamm
und dem beim Wirt hervorgerufenen Phénotyp zusitzlich erschwert werden, wenn nicht
gesichert ist, ob der bei einem Wirt nachgewiesene Wolbachia-Stamm tatsachlich der
einzige ist. Fiir den vorliegenden Datensatz kann jedoch mindestens fiir A. lythri aufgrund
der uneingeschriankten Koppelung zwischen Wolbachia-Stamm und mtDNA-Haplotyp von
Einfachinfektionen jedes Individuums ausgegangen werden; andernfalls hétten rein
statistisch gesehen auch gelegentlich Abweichungen von dieser Assoziation festgestellt

werden miissen.

4.2.4.2. Horizontaler Gentransfer und Integration von Genen ins Wirtsgenom

Die Ubertragung von Genom- oder Genabschnitten zwischen unterschiedlichen Wolbachia-
Stimmen durch Rekombination sowie der Transfer von Wolbachia-Genen oder sogar
ganzen Genomen in das Genom des Wirts sind keine seltenen Phanomene (Werren et al.
1995b, Jiggins 2001b, Werren & Bartos 2001, Reuter & Keller 2003, Baldo et al 2005,
Malloch & Fenton 2005, Dunning Hotopp et al. 2007) - Wolbachia-Genome sind Chiméren
(Baldo et al 2006a). Die Bakterien weisen zudem eine hohe Befallsrate mit Phagen auf,
welche oft lateral von einem Stamm zum néchsten weitergegeben werden (Bordenstein &
Wernegreen 2004, Gavotte et al. 2004). Auch auf diesem Wege ist es moglich, dass Gene
von einem Bakterienstamm in einen anderen gelangen.

Diese Mechanismen stellen ein wesentliches Problem bei der Analyse von Phylogenien der
Bakterien dar, da es, insbesondere bei Betrachtung nur eines Genabschnitts, zu fehlerhaften
Ergebnissen und fehlgeleiteten Interpretationen kommen kann. Unvereinbarkeit von auf
verschiedenen DNA-Abschnitten beruhenden Phylogenien ist die Folge. Zudem kann ein
Bild erzeugt werden, das man félschlicherweise fiir einen Nachweis horizontalen Transfers
eines Wolbachia-Stammes zwischen zwei Wirtstaxa halten konnte (Jiggins et al. 2001b).
Das sehr variable wsp-Gen ist, im Vergleich zu anderen Wolbachia-Genen wie zum
Beispiel ftsZ (Baldo et al. 2006a, b), oftmals besonders stark von Rekombination als Folge
von Transformation, Transduktion und Konjugation betroffen (Werren & Bartos 2001,
Reuter & Keller 2003, Baldo et al 2005, Malloch & Fenton 2005, Werren et al. 2008) -
worauf folglich moglicherweise ein grof3er Teil der Variabilitdt beruht. Zudem scheint wsp
starker positiver Selektion sowie Interaktionen zwischen Wirt und Symbiont zu unterliegen
- offenbar vermittelt es die Interaktion zwischen Wirt und Bakterium (Schulenburg 2000,
Baldo et al. 2002, Werren et al. 2008). Um diesen Problemen zu begegnen, wurde das
sogenannte "Multilocus Sequence Typing system" (MLST) entwickelt, das auf der

125



Diskussion

Verwendung von Fragmenten der fiinf Wolbachia-Gene coxA, fbpA, ftsZ, gatB und hcpA
beruht (Baldo et al 2006b, Paraskevopoulos et al. 2006).

Es soll hier jedoch betont werden, dass wsp fiir derartige Untersuchungen nicht génzlich
ungeeignet ist. In der vorliegenden Arbeit wurde wsp verwendet, um den Infektionsstatus
und den Infektionstyp der fiir die Verpaarungsexperimente eingesetzten Weibchen zu
analysieren. Da in allen Féllen die Assoziation zwischen einem bestimmten Stamm und
einem bestimmten mtDNA-Haplotyp bestitigt werden konnte, ist eine fehlerhafte
Interpretation der Ergebnisse als unwahrscheinlich anzusehen (Reuter & Keller 2003). Dies
gilt nicht nur fir die Analysen auf der Grundlage der wsp-, sondern auch der ftsZ-

Sequenzen.

4.2.5. Hinweise auf von Wolbachia verursachte mtDNA-sweeps

Die SchluBfolgerungen iiber Coevolution zwischen Wirt und Parasit (siche Abschnitt 4.2.3)
beriihren in keiner Weise die Betrachtungen iiber die besonderen Merkmale der Gattung
Altica im Allgemeinen und der Art A. lythri im Besonderen.

Innerhalb der Gattung Altica ist mit Ausnahme der Arten A. lythri und A. quercetorum eine
Art immer nur mit einem Wolbachia-Stamm infiziert, doch besteht zwischen beiden Fillen
ein wesentlicher Unterschied. Bei A. quercetorum weisen die beiden analysierten
Individuen zwar den gleichen mtDNA-Typ auf, sind jedoch mit zwei verschiedenen
Wolbachia-Stammen, wA1 beziehungsweise wB, infiziert. Es ist anzunehmen, dass diese
Populationen (sie liegen etwa 300km voneinander entfernt) ihre Infektionen jeweils
unabhingig voneinander erlangten, oder, alternativ, dass in einer der beiden Populationen
der urspriingliche Stamm durch einen anderen ersetzt wurde.

Fir die Art A. lythri ldsst die auf der Grundlage von ftsZ-Sequenzen rekonstruierte
Phylogenie erkennen, dass in den Populationen drei unterschiedliche Wolbachia-Stamme
nebeneinander existieren. Der Nachweis des Stammes wB sowie des dritten mtDNA-
Haplotyps HT3 stellt hierbei zu den bereits bekannten Daten einen neuen Befund dar.
Insbesondere interessant ist die konstante Assoziation zwischen mtDNA-Haplotyp und
Wolbachia-Stamm (abgesehen vom offenbar infektionsfreien Haplotyp HT1*). Das Muster
ist verbliiffend, jedoch erkldrbar, und fiihrt andererseits auch zu neuen, umfangreichen
Fragestellungen.

Die Wolbachia-Infektion ist bei A. lythri ganz offensichtlich nicht zufdllig auf die
unterschiedlichen mtDNA-Haplogruppen verteilt. Die Assoziation ist mit der Koppelung

der Mitochondrien mit je einem bestimmten Wolbachia-Stamm zu erkldren, dir durch die
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gemeinsame, vertikale Weitergabe beider Faktoren durch den weiblichen Wirt bedingt ist.
Die stabile Assoziation jedes mtDNA-Haplotyps mit je einem bestimmten Wolbachia-
Stamm legt auBerdem nahe, dass es im Falle des ftsZ-Gens keine Rekombinationsereignisse
zwischen unterschiedlichen Stimmen gegeben hat oder gibt, welche andernfalls die
Ergebnisse verfilschen wiirden. Zudem weist sie darauf hin, dass eine horizontale
Weitergabe der Symbionten zumindest zwischen den untersuchten mitochondriellen Linien

nicht stattfindet (Reuter & Keller 2003).

Die maternale und somit gekoppelte Weitergabe sowohl der mtDNA als auch der Bakterien
bietet aber nicht nur eine Erklarung fiir die auf die Zuordnung jedes Haplotyps zu einem
bestimmten Infektionstyp bezogene Ubereinstimmung beider Phylogenien. Wie bereits
erwihnt, kann eine Infektion mit cytoplamatische Inkompatibilitit auslésenden Wolbachia
die Ausbreitung einer durch Hybridisierung und Introgression in eine Art neu eingefiihrte
mtDNA-Variante dadurch begiinstigen, dass die Bakterien infizierten weiblichen Wirten
einen Selektionsvorteil gegeniiber nicht infizierten Weibchen verschaffen. Da infizierte
Weibchen beziehungsweise deren Nachkommen nicht von cytoplasmatischer
Inkompatibilidt betroffen sind, sind alle Paarungen unabhingig vom Infektionsstatus des
Mainnchens kompatibel. Im Falle von Wolbachia-Infektionen, die zu Male-Killing fiihren,
besteht dieser Selektionsvorteil fiir infizierte Weibchen beziehungsweise fiir das Bakterium
moglicherweise in einer Verminderung von Konkurrenz unter den Nachkommen des Wirts,
deren Anzahl um 50% reduziert ist (Dyson & Hurst 2004, Jaenike 2007).

Die Ausbreitung einer neuen Wolbachia-Infektion in einer Wirtspopulation bedingt
aufgrund der Kopplung beider Elemente einen sogenannten ,,selective sweep* derjenigen
mtDNA-Variante, die mit der initialen Infektion assoziiert ist (Turelli & Hoffmann 1991,
Werren 1997¢, Ballard & Whitlock 2004, Hurst & Jiggins 2005, van Opijnen et al. 2005,
Raychoudhury et al. 2010). Gelangt die mitochondrielle DNA einer Art mittels
Hybridisierung, Riickkreuzung und Introgression in eine andere Art, wird der
urspriingliche, artspezifische mtDNA-Typ durch einen neuen, von einer anderen Art
stammenden Haplotyp ersetzt. Dies funktioniert natiirlich nur dann, wenn sich die
Bakterien in der Population erfolgreich ausbreiten, was zumindest dann geschehen sollte,
wenn, wie oben diskutiert, eine Infektion dem Wirt einen Selektionsvorteil bietet. Dies ist
der Grund, warum Wolbachia zumindest theoretisch in der Lage sein sollte, sich in einer
neu infizierten Population schnell auszubreiten. Obwohl theoretische Analysen

vorhersagen, dass Cl-induzierende Wolbachien vom Moment der Erstinfektion an oder aber
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nach Uberschreiten einer kritischen Schwelle in einer Population ihrer Wirte sich schnell
bis zur Fixierung ausbreiten werden, wurde dieses Muster in natiirlich vorkommenden
Populationen nicht gefunden; stattdessen findet man regelméBig intermedidre
Infektionsfrequenzen (Hoffmann et al. 1990, Turelli & Hoffmann 1991, Turelli &
Hoffmann 1995, Hoffmann & Turelli 1997, Jiggins et al. 2002, Vala et al. 2004). Die
Mechanismen, die dazu beitragen, dass eine Wolbachia-Infektion in einer Population eines
Wirtes nicht zur Fixierung gelangt, wurden in Abschnitt 4.2.2 bereits diskutiert.

Wenn infizierte Individuen einer Art einen anderen mtDNA-Haplotyp aufweisen als nicht
infizierte Individuen derselben Art, ist dies moglicherweise ein Hinweis auf einen von
Wolbachia verursachten mtDNA-sweep. Aufgrund der Assoziation von Mitochondrien und
Wolbachia weisen infizierte Tiere einen anderen Haplotyp auf als nicht infizierte
Individuen. Hinweise auf ein derartiges Muster finden sich in der Gruppierung des
mtDNA-Haplotypen HT1 und der Variante HT1*. Individuen der Art A. lythri, die den
Haplotyp HT1* aufweisen, sind (abgesehen von einer bereits erwdhnten Ausnahme) nicht
mit Wolbachia infiziert; dieses Muster konnte also die Folge eines "selective sweep" sein.
Somit konnte es sich bei den Tieren mit dem Haplotyp HT1* um Vertreter einer
urspriinglich nicht infizierten Population handeln, bei der die Ersetzung des urspriinglichen

Haplotyps durch einen anderen, also durch HT1, derzeit geschieht.

4.3. Geographische Analyse der Haplotypen-Verteilung bei Altica lythri

4.3.1. Geschlechterverhiiltnisse

Die umfassende geographische Analyse von Populationen der Art A. lythri zeigt sehr
deutlich, in welchem Umfang diese Art von dem verschobenen Geschlechterverhiltnis
betroffen ist. Andeutungen beziiglich fehlender oder seltener Méannchen sowie einige
wenige Spekulationen iiber die Ursache flir dieses Phdnomen finden sich in der spéarlichen
Literatur zu der wenig untersuchten Gattung, genauere Analysen jedoch wurden jedoch
offenbar bisher nicht durchgefiihrt. Hier konnte erstmalig gezeigt werden, dass Médnnchen
in den meisten, nicht jedoch in allen Populationen selten bis sehr selten sind, und dass ein
eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Geschlecht und dem mitochondriellen Haplotyp
dieser Tiere besteht.

Die ungleiche Geschlechterverteilung mit extrem vielen Weibchen und sehr wenigen
Mainnchen ist, wie sich gezeigt hat, in nahezu allen Populationen deutlich ausgeprigt.
Lediglich zwei Populationen wiesen ein Geschlechterverhiltnis auf, das dem theoretisch

stabilen Verhéltnis von 50% Ménnchen und 50% Weibchen entspricht.
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Es existiert, geographisch betrachtet, kein erkennbarer gradueller Verlauf beziiglich des
Anteil ménnlicher Individuen am Gesamtumfang der Populationen, sondern Populationen
mit einem vergleichsweise hohen Ménnchenanteil wechseln mit Populationen mit klarem
Weibcheniiberschuss ab, wie etwa am Beispiel der Populationen aus Bad Segeberg und
Pevestorf deutlich wird, die als vergleichsweise mannchenreiche Populationen benachbart
zu solchen Populationen liegen, in denen kaum Minnchen gefunden wurden. Dabei
sprechen alle Ergebnisse gegen einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der Médnnchen
und der Jahreszeit und somit gegen ein Artefakt, das durch den Zeitpunkt der
Aufsammlung entstanden ist. Dagegen ist die positive Korrelation zwischen
Weibchenanteil und prozentualem Anteil der Haplotypen HT1 und HT1* und umgekehrt
zwischen Minnchenanteil und prozentualem Anteil der Haplotypen HT2 und HT2*
eindeutig zu erkennen. Da Haplotyp HT1 entweder allein oder zusammen mit dem
abgewandelten Typ HT1* in fast allen Populationen die hédufigste Form darstellt, folgt
unmittelbar ein deutlicher Weibcheniiberschuss.

Es ist folglich unzweifelhaft, dass die Geschlechterverteilung in einer beliebigen
Population mit den prozentualen Anteilen der vorkommenden mitochondriellen
Haplotypen in Verbindung zu bringen ist, und da ein bestimmter mtDNA-Haplotyp immer
mit einem bestimmten Wolbachia-Typ assoziiert ist, besteht die Moglichkeit eines
ursidchlichen Zusammenhang mit dem jeweiligen Infektionstyp. Die geographische Analyse
der Haplotypen-Verteilung der Art A. lythri schliet die Analyse der Wolbachia-
Infektionen der gesammelten Individuen nicht mit ein, jedoch zeigen die fiir die
phylogenetische Analyse durchgefiihrten stichprobenartigen Untersuchungen sowie die
griindliche Analyse der Tiere aus der Population in Wedel, die fiir die
Verpaarungsexperimente verwendet wurden, dass die stabile Assoziation zwischen mtDNA
und Wolbachia fiir alle Populationen angenommen werden kann. Daher kann man auch
hier vermuten, dass die Infektion mit einem bestimmten Stamm mit dem

Geschlechterverhiltnis korreliert.

4.3.2. Verbreitung der Haplotypen

Die geographische Analyse verdeutlicht nicht nur, dass das Vorkommen mehrerer
unterschiedlicher mtDNA-Haplotypen innerhalb von Populationen von allgemeiner
Bedeutung ist, sondern auch, dass es zwischen den Populationen Unterschiede beziiglich
der prozentualen Anteile der einzelnen Haplotypen gibt und dass im Zusammenhang damit

die Verteilung der prozentualen Anteile von Minnchen und Weibchen zu sehen ist. Es
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findet sich nicht jeder Haplotyp in jeder Population, und ein erhohter Anteil mannlicher
Individuen wird durch unterschiedliche Kombinationen und/oder Héufigkeiten
mitochondrieller Haplotypen bedingt - entweder in erster Linie durch HT2, durch HT2*
oder aber durch HT3, wobei HT2 und HT2* sich aus unbekannten Griinden offenbar
weitgehend gegenseitig ausschlieen.

Groftenteils scheint die Verteilung der Haplotypen und ihre Hiufigkeit i{iber den
untersuchten geographischen Bereich zufillig zu sein, doch in einigen Féllen lassen sich
auch auffillige Muster erkennen. So kommt HT2 siidlich der Population Barendorf
(Liineburg) nicht vor und wird ab dort durch HT2* ersetzt; HT2* fand sich nordlich von
Barendorf lediglich in einer der untersuchten Population (Bad Segeberg) und dort parallel
zu HT2. Dieses Muster spricht entweder fiir zwei voneinander unabhingige Besiedelungen
des untersuchten Gebiets durch Individuen der gleichen Art, aber mit leicht
unterschiedlichen mtDNA-Varianten (die Haplotypen HT2 und HT2* unterscheiden sich
auf der Basis der COI/II-Sequenzen kaum) oder aber fiir einen vollstindige Austausch des
einen Haplotyps durch den anderen - HT2 durch HT2*, falls der Austausch von Nord nach
Siid verlduft, oder HT2* durch HT2, falls er von Siid nach Nord verlduft. In beiden Fillen
sollte es jedoch Populationen geben, in denen beide Haplotypen parallel auftreten.
Hinweise auf Introgression von mitochondrieller DNA gibt es hier nicht, denn HT2* weist
eine grofle Sequenzédhnlichkeit zu HT2 auf.

Der seltenere Haplotyp HT3 findet sich nur im Norden Deutschlands mit einer deutlich
hoheren Frequenz in Richtung Osten und fehlt siidlich der Linie Barendorf - Pevestorf.
Betrachtet man das Verbreitungsmuster dieses Haplotyps, so scheint es, als ziehe sich der
Verlauf entlang der Elbe, mit abnehmenden Anzahlen vom Fundort Pevestorf in Richtung
Elbmiindung nach Wedel und Kollmar {iber Barendorf (etwa 20 Kilometer von der Elbe
entfernt). Nach Norden (Fundorte Tiimlauer Koog, Altenteil) nimmt die Haufigkeit stark
ab, am nordlichsten Fundort (Treia) konnte dieser Haplotyp gar nicht nachgewiesen
werden. Dieses Muster ldsst die Herkunft dieses Haplotyps im Osten vermuten, wéhrend
die Ausbreitungsrichtung, soweit aus den vorliegenden Daten ersichtlich, in Richtung
Nordwesten verlauft.

HT1 ist der einzige Haplotyp, der in ganz Deutschland nachgewiesen werden konnte
(Ausnahme: Ilmenau; hier liegt jedoch eine geringe StichprobengrdéfBle vor, so dass diese
Form moglicherweise iibersehen wurde). Die auffillige Héufigkeit dieses Haplotyps ist
relativ leicht zu erkldren: Da HT1 nur bei Weibchen vorkommt, wird er auch mit

entsprechend hoherer Frequenz weitergegeben als diejenigen Haplotypen, die zur Hilfte in
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Minnchen vorliegen, also HT2, HT2* und HT3. Da nur Weibchen entstehen, wichst die
PopulationsgroBe von HT1 viel schneller als die der anderen. AuBlerdem ist die
Wabhrscheinlichkeit, dass ein Ménnchen sich mit einem Weibchen des Haplotyps HT2 oder
HT3 paart, geringer als eine Verpaarung mit einem Weibchen des Haplotyps HT1.

4.4. Test auf cytoplasmatische Inkompatibilitit

4.4.1. Kompatibilitit innerhalb von Altica lythri

Cytoplasmatische Inkompatibilitdt ist der am haufigsten durch Wolbachia induzierte
Phanotyp und tritt sowohl zwischen nicht infizierten Weibchen und infizierten Ménnchen
(unidirektionale Inkompatibilitdt) als auch zwischen mit unterschiedlichen Stimmen
infizierten Individuen auf (bidirektionale Inkompatibilitdt). Bei A. lythri wire daher
theoretisch das Auftreten beider Varianten moglich, da innerhalb dieser Art drei
unterschiedliche Stimme vorkommen, andererseits Wirtsindividuen aber auch frei von
Wolbachia sein konnen. Cytoplasmatische Inkompatibilitdt fithrt mindestens zu einer
starken Reduktion der Schlupfraten, wenn nicht sogar zu einem volligen Ausbleiben des
Schlupfes. Bei A. lythri fanden sich Schlupfraten von 0% in Einzelfdllen bei nahezu allen
Paarungskombinationen, also bei potenziell kompatiblen genau so wie bei potenziell
inkompatiblen Verpaarungen. Diese Félle werden daher auf erfolglose Kopulationen
zuriickgefiihrt und nicht als Beispiele fiir cytoplasmatische Inkompatibilitdt angesehen.
Unterschiedliche Schlupfraten zwischen den acht unterschiedlichen Verpaarungsansitzen
erwiesen sich als nicht signifikant, so dass anhand der gewonnenen Daten davon
ausgegangen werden kann, dass in dem hier untersuchten System weder unidirektionale
noch bidirektionale cytoplasmatische Inkompatibilitét auftritt.

Interesant ist jedoch die bei mit dem Stamm wA 1 infizierten Weibchen signifikant erhohte
Eiablagerate bei im Vergleich zu allen anderen Weibchen nicht erhohter Nachkommenzahl
(zur Diskussion dieses Phinomens siehe Abschnitt 4.5.1). Fiir keine der {ibrigen Daten zu
den Anzahlen abgelegter Eier, geschliipfter Larven und unterschiedlichen Schlupfraten,
egal, ob die Daten jeweils auf den Infektionstyp oder den Infektionsstatus bezogen wurden,
konnten signifikante Unterschiede festgestellt werden, die beispielsweise auf eine

Erhohung der Fekunditit infizierter Weibchen hindeuten konnten.

4.4.2. Einfliisse auf die Ausprigung cytoplasmatischer Inkompatibilitit
Die Intensitdt der Auspriagung cytoplasmatischer Inkompatibilitét ist zeitlich nicht stabil,

sondern nimmt mit fortschreitendem Alterungsprozess des mannlichen Wirts ab (Hoffmann
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et al. 1986, Hoffmann 1988, Hoffmann et al. 1990, Reynolds & Hoffmann 2002). Die
Abnahme hédngt mit der Abnahme des Anteils infizierter Spermiencysten zusammen
(Bressac & Rousset 1993). Anscheinend reicht die Teilungsrate der Bakterien nicht aus, um
mit der Produktionsrate neuer Spermien Schritt zu halten. Die Alterung der Weibchen
dagegen scheint keinen erkennbaren Effekt auf die Intensitit der Inkompatibilitdt zu haben.
Dass unterschiedliche Intensititsausprigungen cytoplasmatischer Inkompatibilitit zudem
auch vom jeweiligen Wolbachia-Stamm abhéngen, zeigen Sasaki & Ishikawa (2000) -
manche Stimme rufen also stirkere Inkompatibilitdt hervor als andere.

Da sich wischen der Bakteriendichte im Wirt und der Intensitit der Ausprigung der
Inkompatibilitdt oftmals eine positive Korrelation findet (Poinsot et al. 1998, Perrot-Minnot
& Werren 1999, Noda et al. 2001, Veneti et al. 2003), spricht man auch vom "bacterial
density"-Modell der cytoplasmatischen Inkompatibilitit (Breeuwer & Werren 1993).
Dieses Modell lieB3 sich mittels quantitativer real-time PCR (RT-q PCR) iiber die in vivo-
Bestimmung der Bakterienzahlen bestéitigen (Bordenstein et al. 2006).

Im Zusammenhang mit den genannten Einschrinkungen stellt sich die Frage, wie sich die
Situation bei Kifern darstellt, die mit beginnender Fortpflanzungsperiode bereits ein
gewisses Alter erreicht haben - dies ist eine ganz anderen Situation, als sie sich bei der sehr
kurzen Generationszeit etwa bei Drosophila darstellt. Altica-Imagines schliipfen etwa ein
halbes Jahr, bevor die Reproduktionsphase im Friihling des darauffolgenden Jahres
beginnt. Ob es bei Altica wihrend des Alterungsprozesses zu einer Abnahme der
Bakteriendichte kommt, bliebe zu kldren, aber wenn es so wére, bestiinde gar nicht die
Moglichkeit, das es zu einer Auspriagung cytoplasmatischer Inkompatibilitit in diesem

Taxon kommt.

4.5. Andere Einfliisse von Wolbachia auf die Reproduktion

Das fir die Gattung Altica bekannte Phidnomen des  verschobenen
Geschlechterverhéltnisses wurde mittels verschiedener Ansdtze im Detail fiir die Art A.
lythri untersucht. Die Ursache ist die ausschlieBlich weibliche Nachkommenschaft aller
Weibchen sowohl der Haplotypen HT1 als auch HT1*. Dies lésst sich (indirekt) aus den
Ergebnissen der geographischen Analyse der Haplotypenverteilung in insgesamt 14
Populationen (indirekter Nachweis: alle Individuen der Haplotypen HT1 und HT1* sind
weiblich) und auch (direkt) aus den Ergebnissen der Nachzucht im Labor nachweisen - hier

in Kombination mit dem Nachweis der jeweiligen Wolbachia-Infektion.
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Die klassische Hypothese, nach der die Ménnchen nach der winterlichen Diapause im
Friihling sehr frith ihre Uberwinterungsquartiere verlassen, sich paaren und gleich darauf
sterben, was dazu fiihren konnte, dass in einem bestimmten Zeitraum nur wenige
ménnliche Individuen gefunden werden, kann durch die hier durchgefiihrten Laborzuchten
klar widerlegt werden. In den Gruppen, die aus Eiern aufgezogen wurden, fanden sich
unter den Imagines ebenso wenige Minnchen wie in Freilandpopulationen (fiir die
Population in Wedel: Anteil der Ménnchen unter den Nachkommen der Tiere der
Laborzucht: 4,9% der Gesamtanzahl der Nachkommen; Anteil der Madnnchen im Freiland:
8,1%). Daher ist es viel wahrscheinlicher, dass der Mangel an Minnchen durch eine
Infektion mit Wolbachia hervorgerufen wird. Dariiber, auf welchem Wege dies letztlich
geschieht, konnen derzeit einige Vermutungen angestellt werden (Abschnitt 4.5.1).

Anhand der Ahnlichkeit der ftsZ-Sequenzen der bei Altica nachgewiesenen Wolbachia-
Stimme mit den Sequenzen der von anderen Wirten bekannten Wolbachia-Stimme wie
etwa wForm, wCerl und wMa kann nicht auf den bei Altica hervorgerufenen Phénotyp
geschlossen werden, da Wolbachia-Stimme in unterschiedlichen Wirten ganz
unterschiedliche Auswirkungen haben konnen (Boyle et al. 1993, Bouchon et al. 1998,
Fujii et al. 2001, Sasaki et al. 2002). Die Bakterien weisen beziiglich des hervorgerufenen
Phanotyps eine hohe Plastizitit auf (Jaenike 2007), daher muss der Einfluss eines
bestimmten Wolbachia-Stammes fiir jede Wirtsart immer wieder neu ermittelt werden.

Die im Folgenden dargestellten SchluBfolgerungen und Interpretationen, die sich aus den
bei A. lythri  durchgefiihrten  Analysen zum  Geschlechterverhiltnis, zur
Haplotypenverteilung sowie aus den Ergebnissen der Verpaarungsexperimente ableiten
lassen, bieten erste Anhaltspunkte beziiglich der Auswirkungen von Wolbachia-Infektionen
auf Altica und insbesondere auf A. lythri. Weitere Untersuchungen werden notwendig sein,
um zum Einen zu kldren, ob Wolbachia tatsdchlich fiir das verschobene
Geschlechterverhiltnis verantwortlich ist und zum Anderen, auf welchem Mechanismus
die Einflussnahme beruht - beispielsweise durch eine Eliminierung der Bakterien durch

Antibiotika oder Wéarme (Kyei-Poku 2003).

4.5.1. Stamm wAl

Die Ergebnisse zur Analyse des Geschlechterverhdltnisses der Nachkommen und im
Zusammenhang damit die Assoziation des mtDNA-Haplotyps HT1 mit dem Wolbachia-
Stamm wA[1 lassen vermuten, dass dieser Stamm bei A. lythri-Weibchen einen Einfluss

auf die Reproduktion ausiibt und die Produktion von minnlichen Nachkommen verhindert.
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Als wahrscheinlichster Phénotyp kann Male Killing angenommen werden. Aus welchen
Griinden Feminisierung und die Induktion von Parthenogenese als unwahrscheinlich

angesehen werden, soll hier zundchst kurz diskutiert werden.

Feminisierung

Die Folge einer Infektion ist die Umwandlung von (genetisch) ménnlichen Individuen in
funktionelle Weibchen; die Schlupfrate wird folglich nicht beeinflusst. Sie tritt verbreitet
innerhalb der terrestrischen Isopoda (Juchault et al. 1994, Bouchon et al. 1998) auf. Bei
Insekten wurde dieser Phianotyp bisher lediglich bei Eurema hecabe (Lepidoptera; Hiroki et
al. 2002), bei der Weibchen das heterogametische Geschlecht reprisentieren (WZ/ZZ-
Geschlechtsbestimmung), und bei Zyginidia pullula (Hemiptera) mit einem XX/XO-
System der Geschlechtsbestimmung, bei der die Weibchen durch XX reprisentiert werden,
nachgewiesen (Negri et al. 2006). Eine Untersuchung der Chromosomen bei Zyginidia
ergab, dass solche Weibchen, die einen zwittrigen Phinotyp zeigten, das heif3t, sekundére
Geschlechtsmerkmale aufwiesen, die typisch fir Ménnchen sind, einen ménnlichen
Genotyp hatten; es handelte sich um feminisierte Mannchen (Negri et al. 2006). Folglich
konnte ein Einfluss von feminisierenden Bakterien bei Altica durch eine Untersuchung der
Chromosomensitze  aufgedeckt  werden, sofern  es  moglich  ist,  die
Geschlechtschromosomen zu identifizieren (was mit den hier angefertigten einfachen
Chromosomenpraparaten nicht moglich war). Zunéchst kann fir A. lythri und fiir alle
anderen zur Verfiigung stehenden Arten lediglich festgestellt werden, dass keines der

préiparierten Tiere in irgendeiner Form Hinweise auf Feminisierung erkennen lasst.

Parthenogenese

Von Wolbachia induzierte thelytoke Parthenogenese scheint, bisherigen Ergebnissen zu
Folge, auf haplodiploide Systeme beziehungsweise arrhenotoke Fortpflanzung beschréinkt
zu sein (Stouthamer 1997, Stouthamer et al. 1999), und wurde bisher in erster Linie
innerhalb der Ordnung Hymenoptera, aber auch bei Fransenfliiglern (Thysanoptera) und
bei Milben (Acari) nachgewiesen (Stouthamer et al. 1990, Arakaki et al. 2001, Weeks &
Breeuwer 2001). Jedoch gibt es zumindest Hinweise darauf, dass diese Einschrinkung
nicht notwendigerweise die Regel ist, denn in einigen Fillen konnte gezeigt werden, dass
die Bakterien im Prinzip fiir Fille von apomiktischer Parthenogenese verantwortlich sein

konnten, welche bei diplodiploiden Arthropoden vorkommt (Weeks & Breeuwer 2001).
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Auch wenn es in der Ordnung Coleoptera zahlreiche Beispiele fiir Arten mit
parthenogenetischer Fortpflanzung gibt und auch mindestens zwei parthenogenetische
Arten der Unterfamilie Alticinae bekannt sind (Furth 1994; Abschnitt 4.6.1), ist liber einen
Zusammenhang zwischen Parthenogenese und Wolbachia-Infektion bei Kédfern nichts
bekannt. Letztlich gibt es auch aus den Laborzuchten fiir A. lythri keinen Hinweis auf
parthenogenetische Fortpflanzung, da sich Eier von unverpaarten Weibchen in keinem Fall
als entwicklungsfahig herausstellten. Auch die groBe Anzahl aus dem Feld stammender
Weibchen, deren Eier sich im Labor nicht entwickelten, spricht gegen Parthenogenese.
Hier spielte weder der mtDNA-Haplotyp noch der Wolbachia-Stamm eine Rolle. Es bedarf
also in jedem Fall der Kopulation und der Ubertragung von Spermien, um die Entwicklung
der Eier zu ermoglichen. Reproduktion mittels Gynogenese wire allerdings eine
Moglichkeit, die hier in Betracht gezogen werden muss. Hierzu wire die Untersuchung der
aus den Verpaarungsexperimenten hervorgegangenen Larven ein Weg, diese Frage zu
klaren: Mittels Mikrosatellitenanalysen  konnte festgestellt werden, ob die
Kopulationspartner der verpaarten Weibchen tatsidchlich auch die genetischen Viter der aus
der jeweiligen Verpaarung hervorgegangenen Nachkommen waren, oder ob lediglich die
Spermien zur Aktvierung der Eientwicklung bendtigt werden, dass also der véterliche

Chromosomensatz bei den Nachkommen gar nicht vorhanden ist.

Male Killing

Das Vorkommen und die Wirkung von Wolbachia, die in der Lage sind, selektiv das
Absterben der minnlichen Nachkommen zu verursachen, ist im Gegensatz zu den
Phénotypen "Feminisierung" und "Parthenogenese" nicht auf ein bestimmtes System der
Geschlechtsbestimmung  beschrinkt. Die Bakterien verursachen Male-Killing bei
Insektenarten mit heterogametischen Mainnchen ebenso wie bei Insektenarten mit
homogametischen Ménnchen, und sie wurden auch bei haplodiploiden Arten gefunden.

Die anhand der Verpaarungsexperimente ermittelten Schlupfraten bei mit wAl infizierten
A. lythri-Weibchen sprechen auf den ersten Blick gegen Male-Killing, denn die
Schlupfraten unterscheiden sich nicht signifikant zwischen infizierten und nicht infizierten
Weibchen. Wire wA 1 ein Male-Killer, miisste die Schlupfrate bei entsprechend infizierten
Weibchen um etwa 50% reduziert sein. Allerdings konnte das aufféllige Phdnomen, dass
Weibchen, die mit diesem Stamm infiziert sind, offenbar mehr Eier produzieren miissen,
um eine anndhernd gleich hohe Schlupfrate zu erzielen wie mit wA2 beziehungsweise nicht

infizierte Weibchen, ein Hinweis auf eine Anpassung an einen Einfluss der Bakterien sein.
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Vielleicht gleichen die Weibchen eine durch Male Killing bedingte Reduktion der

Nachkommenzahl durch eine erhdhte Eiablagerate aus.

Die in der Laborzucht zum Geschlechterverhiltnis und zum Infektionstyp erhobenen Daten
geben weiterhin Anlass zur Diskussion, denn 13 der 24 Weibchen des Haplotyps HT1, bei
denen keine Infektion mit Wolbachia nachgewiesen werden konnte, brachten ebenfalls
ausschlieBlich weibliche Nachkommen hervor. Als Erkldrung hierfiir kommen mehrere
Maglichkeiten in Frage. Zum Einen konnte es sein, dass Wolbachia nicht die Ursache fiir
die abnormale Reproduktion ist. Diese radikale Abkehr von der wahrscheinlichsten und
besten Erklarung fiir das verschobene Geschlechterverhéltnis bei Individuen des Haplotyps
HTT ist jedoch nicht unbedingt notwendig. Die einfachste Erklarung ist, dass die Infektion
iibersehen wurde, moglicherweise, weil sich die zum Nachweis verwendeten Primer aus
nicht ndher bestimmbaren Griinden nicht anlagern konnten. Hier wiren Analysen unter
Verwendung alternativer Primer und/oder anderer Genomabschnitte geeignet, die
Ergebnisse zu bestitigen oder zu widerlegen. Lésst sich zudem nachweisen, dass das
einzige Weibchen des Haplotyps HT1, das in der Lage war, minnliche Nachkommen
hervorzubringen, tatsdchlich nicht infiziert war, lieBe sich dies wiederum mit einem
Einfluss des Stammes wA 1 auf die Reproduktion begriinden.

In diesem Zusammenhang ist jedoch zu erwidhnen, dass alle sieben Weibchen des
Haplotyps HT1* ebenfalls ausschlieBlich weibliche Nachkommen produzierten. Da alle
Ergebnisse dafiir sprechen, dass Tiere dieses Haplotyps grundsitzlich keine Infektion

aufweisen, kann hier auch kein Zusammenhang mit Wolbachia hergestellt werden.?

B Hinweise von anderen Arten

Beziiglich des Stammes wA[ liegen von anderen Arten unterschiedliche Hinweise vor. Bei
A. carinata, A. helianthemi und A. palustris waren Mannchen und Weibchen gleichsam mit
Wolbachia des Stammes wA[ infiziert; ein (deutlich) verschobenes Geschlechterverhéltnis
lag in dieser Untersuchung bei A. palustris vor. Fiir die anderen mit wA1 infizierten Arten
ist eine Beurteilung aufgrund der geringen Stichprobe nicht moglich, doch ist anzumerken,
dass alle drei zur Verfiigung stehenden Individuen der Art A. helianthemi ménnlich waren.
Bei A. oleracea, die ebenfalls Infektionen mit wA1 aufweist, ist ebenfalls eine ausgeprigte

Verschiebung des Geschlechterverhiltnisses zu beobachten; das in der phylogenetischen

% Allerdings fand sich bei den Untersuchungen zum Auftreten cytoplasmatischer Inkompatibilitit bei einem
Weibchen des Haplotyps HT1* eine Infektion mit Wolbachia. Der Stamm konnte aufgrund des schwachen
PCR-Produkts nicht determiniert werden.
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Analyse enthaltene ménnliche Individuum wies keine Infektion auf, und die Infektionsraten
schienen ebenfalls niedrig zu sein. Diese Ergebnisse deuten unterschiedliche
Auswirkungen des Stammes wAl auf den Wirt an - eventuell eine Bestitigung der
bekannten Tatsache, dass der von Wolbachia ausgeprigte Phénotyp von genetischen
Hintergrund des Wirtes abhingt. Andererseits bietet keines der Ergebnisse einen klaren
Gegenbeweis, dass eine Beeinflussung der Reproduktion mittels Male Killing im Altica-

Wolbachia-System nicht involviert ist.

4.5.2. Stamm wA?2

Wie die Nachzucht der Art A. lythri im Labor zeigt, ist die Nachkommenschaft von
Weibchen mit einer Infektion mit dem Stamm wA2 zu etwa 50% ménnlichen Geschlechts.
Dieser direkte Nachweis konnte lediglich fiir Individuen des Haplotyps HT2 erfolgen, da
HT2* in der analysierten Population aus Wedel allen Untersuchungen zufolge nicht
vorkommt; aufgrund der geographischen Analyse der Haplotypenverteilung und der
ermittelten Daten zu Geschlechterverhdltnissen und Héufigkeiten der Haplotypen kann
jedoch geschlossen werden, dass fiir Individuen des Haplotyps HT2*, die mit wA2 infiziert
sind, dasselbe gilt, da Mannchen und Weibchen der Haplotypen HT2 und HT2* jeweils im
gleichen Héufigkeitsverhéltnis zueinander stehen (Abb. 31 in Abschnitt 3.2.3).

Ein Einfluss dieses Stammes auf das Geschlechterverhiltnis kann folglich ausgeschlossen
werden. Da sich andererseits cytoplasmatische Inkompatibilitdt nicht nachweisen liel3, gibt
es keinen Hinweis darauf, dass der Stamm wA2 einen der vier bekannten Phidnotypen
hervorruft. Im Falle eines neutralen Verhaltens ohne Selektionsvorteil fiir einen infizierten
Wirt hitte eine Infektion nur in Folge genetischer Drift dauerhaften Bestand in einer
Population (Shoemaker et al. 2003, Jansen et al. 2008). Anders verhielte es sich bei einem
positiven Einfluss auf die Fitness des Wirts, welcher sich beispielsweise in der Steigerung
der Fekunditit ausdriicken konnte. Dies konnte jedoch bei A. lythri nicht nachgewiesen

werden.

B Hinweise von anderen Arten

Der Wolbachia-Stamm wA?2 ldsst auch bei Einbeziehung anderer Wirtsarten gewisse
Tendenzen erkennen. Bei den Arten A. aenescens und A. ericeti gibt es nach den hier
erhobenen Daten keine Hinweise auf ein verschobenes Geschlechterverhéltnis (die Daten
fiir A. aenescens, A. ericeti und A. sp. 1 stammen allein aus Aufsammlungen im Feld). Fiir

A. brevicollis ist die Datenlage unklar, da im Datensatz lediglich ein Individuum enthalten
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ist. Die insgesamt zwolf Individuen der unbestimmten Art A. sp. 1, von denen vier in der
phylogenetischen Analyse enthalten sind, sind alle weiblich. Abgesehen hiervon scheint
sich zu bestitigen, dass eine Infektion mit wA2 sich nicht auf das Geschlechterverhiltnis

auswirkt.

4.5.3. Stamm wB

Die zu dem nur bei A. engstroemi, A. quercetorum und A. lythri nachgewiesenen
Wolbachia-Stamm wB gesammelten Daten lassen nur wenige und zum Teil
widerspriichliche Riickschliisse zu. Im Vergleich zu wA1 und wA2 relativ selten, sowohl
im Hinblick auf die infizierten Arten als auch auf die infizierten Individuen innerhalb der
Art A. lythri, wurde wB zumindest bei A. lythri sowohl bei Weibchen als auch bei
Minnchen nachgewiesen. Daraus ist zu folgern, dass infizierte Weibchen ménnliche
Nachkommen hervorbringen, und wenn man von einer konstanten Assoziation zwischen
dem Haplotyp HT3 und wB ausgeht, zeigt auch die geographische Analyse sehr deutlich,
dass von einem ausgeglichenen Geschlechterverhiltnis ausgegangen werden kann (Abb. 31

in Abschnitt 3.2.3).

4.6. Der Einfluss anderer Bakterien

Auch wenn die fiir Altica erhobenen Daten deutlich fiir Wolbachia-Infektionen als Ursache
fiir die Beeinflussung der Reproduktion sprechen, soll nicht dariiber hinweggesehen
werden, dass Male-Killing, Feminisierung sowie die Induktion von Parthenogenese auch
von anderen Bakterien hervorgerufen werden konnen.

So kann Male-Killing auch von anderen Bakteriengruppen, Arsenophonus, Spiroplasma,
Rickettsia sowie von Flavobakterien, verursacht werden (Hurst et al. 1999c, Hurst et al.
2003). Flavobakterien sind fiir Male Killing bei Marienkéfern verantwortlich (Hurst et al.
1997, 1999a), und fiir Spiroplasma wurde bei Drosophila (Williamson & Poulson 1979,
Montenegro et al. 2005, Kageyama et al. 2006, Mateos et al. 2006, Pool et al. 2006),
Marienkifer (Hurst et al. 1999b, Majerus et al. 1999, Tinsley & Majerus 2006) sowie einen
Schmetterling (Jiggins et al. 2000b) der entsprechende Nachweis erbracht. Rickettsien
wiederum rufen bei Marienkafern der Gattung Adalia (Werren et al. 1994, Schulenburg et
al. 2001) und bei einer Prachtkéferart (Lawson et al. 2001) Male-Killing hervor. Bakterien
dieser Gattung verursachen auBlerdem thelytoke Parthenogenese bei Neochrysocharis

(Hymenoptera; Hagimori et al. 2006).
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Auch Feminisierung kann durch Bakterien anderer Gruppierungen hervorgerufen werden,
so durch ein endosymbiontisches Bakterium, das nicht mit Wolbachia verwandt ist, bei der
Milbe Brevipalpus phoenicis (Weeks et al. 2001). AuBBerdem kann auch eine Reihe von
Protisten eine Feminisierung ihrer Wirte bewirken (Rigaud 1997).

Cardinium, ein weiteres Proteobakterium, das nicht ndher mit Wolbachia verwandt ist, ruft
Feminisierung und daher thelytok-parthenogenetische Fortpflanzung bei der parasitoiden
Wespe Encarsia hispida (Giorgini et al. 2009) hervor sowie Parthenogenese in ebendieser
Parasitoiden-Gattung (Zchori-Fein et al. 2001).

Alle Auswirkungen, die Wolbachia auf den Wirt haben kann, kénnen folglich ebenso gut
von anderen Organismen hervorgerufen werden. Analysen zu den Auswirkungen einer
Wolbachia-Infektion schlieBen allerdings meist eine Behandlung der Wirte mit Antibiotika
oder eine Warmebehandlung ein, welches nicht nur die Wolbachien, sondern auch andere
Bakterien eliminiert, die reproduktionsspezifische Charakteristika bedingen konnten; auf
der anderen Seite ist dic Verwendung Wolbachia-spezifischer Primer sehr selektiv, und
Infektionen mit anderen Taxa konnen iibersehen werden (Weeks et al. 2003). Daher
erscheint ein Einsatz spezifischer Primer zur Detektion weiterer Bakterien wichtig, um
sicherzustellen, dass es keine anderen Elemente gibt, die fiir die Induktion bestimmter

Phanomene verantwortlich sein konnten.

4.7. Alternativen zur Erklirung des Geschlechterverhiltnisses

Zwar sind die reproduktiven Besonderheiten bei A. lythri deutlich mit dem Vorkommen
bestimmter Wolbachia-Stamme assoziiert, doch darf nicht auler Acht gelassen werden,
dass die Assoziation ebenso mit bestimmten mtDNA-Haplotypen besteht. Unausgeglichene
Geschlechterverhiltnisse, mit anderen Worten ,non-Mendelian segregation®, auch
»segregation distortion* oder ,,meiotic drive* genannt, konnen, abgesehen von Infektionen
mit unterschiedlichen Arten von Mikroorganismen (Abschnitt 4.6.3), mehrere alternative
Ursachen haben.

Unisexuelle Taxa sind meist durch Hybridisierung entstanden (Vrijenhoek et al. 1989,
Bullini & Nascetti 1990). Diese reproduzieren zumeist entweder mittels Parthenogenese
oder Gynogenese; mitunter kommt auch Hybridogenese vor. Es besteht auch die
Moglichkeit einer Koexistenz bisexueller und unisexueller Linien innerhalb einer Art. Bei
Calligrapha (Chrysomelidae) konnte eine Assoziation zwischen Unisexualitdt und
Polyploidie nachgewiesen werden; hier finden sich sowohl diploid-bisexuelle als auch

tetraploid-unisexuelle Individuen (Robertson 1966, Gomez-Zurita et al. 2004).
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Unisexualitdt im Zusammenhang mit Polyploidie, verursacht durch Hybridisierung, findet
sich im Tierreich auch bei anderen Taxa. Man nimmt an, dass diese polyploiden Hybride
durch Riickkreuzung mit einer der Elternarten entstanden sind (Suomalainen et al. 1987,
Saura et al. 1993, Simon et al. 2003); jedoch kann durch Hybridisierung zwischen zwei
Arten auch eine dritte, neue Art entstehen, ohne dass es zu einer Anderung der
Chromosomenzahl kommt (homoploide Artbildung durch Hybridisierung: Dowling &
Secor 1997, Gross & Rieseberg 2005, Mavares & Linares 2008).

Polyploidie und Parthenogenese konnten bei A. lythri nicht nachgewiesen werden, doch die
bereits erwdhnte Maoglichkeit einer Reproduktion mittels Gynogenese bedarf der
Uberpriifung.

Nachkommen aus interspezifischen Paarungen, wenn sie {iberhaupt entstehen und
lebensfdhig sind, weisen mitunter ein gestortes Geschlechterverhiltnis auf. Dabei fehlt
gewohnlich das heterogametische Geschlecht, tritt in reduzierter Anzahl auf oder ist steril.
Dieses Phidnomen bezeichnet man als ,,Haldane’s Rule* (Haldane 1922, Orr 1997); es
wurde bei vielen ganz unterschiedlichen Taxa nachgewiesen (Tao et al. 2001, Naisbit et al.
2002, Orr & Irving 2005). Fiir die Interpretation der bei A. lythri gefundenen Verhéltnisse
werfen die Voraussetzungen fiir Haldane’s Rule allerdings Schwierigkeiten auf, denn die
Gruppe der Individuen des Haplotyps HT1 (und HT1*) miissten als eigene Art abgegrenzt
werden, was nicht nur aufgrund der in Abschnitt 4.1.2.1 angefiihrten Argumente
unwahrscheinlich ist; es bliebe weiterhin die Frage nach dem Grund fiir das Fehlen von
Mainnchen in dieser Gruppe. Wenn man hierflir beispielsweise Gynogenese als Ursache
annimmt, bendtigt man Haldane's Rule fiir die Erkldrung der ausschlieSlich weiblichen
Nachkommenschaft nicht mehr. Andererseits bietet die Kombination dieser Moglichkeiten
einen weiteren Erkldrungsansatz. Wenn man annimmt, dass HT1 iiber Introgression in die
Art A. lythri gelangt ist, konnte man weiterhin mutmaBen, dass die aus der Hybridisierung
hervorgegangenen Nachkommen als Folge von Haldane's Rule alle weiblichen Geschlechts
waren. Diese Hybride konnten in der Folge mit der Elternart A. lythri (Haplotyp HT2 oder
HT3) tiber Gynogenese fortpflanzungsfihig sein. Diese Nachkommen wiren wiederum

immer weiblich und wiirden den Haplotyp HT1 aufweisen.

4.8. Mogliche Folgen des verschobenen Geschlechterverhiltnisses fiir Altica
lythri
An Erklarungen fiir das bei Altica oft zu beobachtende verschobene Geschlechterverhéltnis

mangelte es bisher, und Spekulationen iiber die Ursache - etwa Parthenogenese - wurden
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offenbar bisher nicht iiberpriift. Mit dieser Arbeit kann nun erstmalig fiir A. lythri gezeigt
werden, dass die Haufigkeit weiblicher Individuen mit dem prozentualen Anteil von Tieren
mit dem mtDNA-Haplotyp HT1/HT1* beziehungsweise mit einer Infektion mit einem
bestimmten Wolbachia-Stamm korreliert. Ungeklért ist aber die Frage, ob und wenn ja, wie
die Populationen mit einem teilweise extremen Mangel an Ménnchen iiberlebensfihig sind.
In diesem Zusammenhang soll im Folgenden noch einmal auf die im Zuge der
Labornachzucht mit Weibchen aus der Population in Wedel Bezug genommen werden.

Die Gesamtzahl der Nachkommen, die von jedem der aus dem Freiland stammenden 109
Weibchen erhalten wurde, ist von Weibchen zu Weibchen deutlich unterschiedlich und
bewegt sich zwischen 0 und 130 Imagines pro Muttertier. Das Verhiltnis zwischen der
Anzahl weiblicher und ménnlicher Nachkommen (ermittelt anhand der Imagines) &hnelt
dem im Freiland ermittelten Geschlechterverhiltnis (4,9% Mainnchen in der Laborzucht,
8,1% Mainnchen im Freiland). Alle Félle von fehlendem Nachwuchs - 36 Weibchen
brachten keine Nachkommen hervor - sind darauf zuriickzufiihren, dass aus den abgelegten
FEiern keine Larven schliipften, und konnen daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auf
fehlende Befruchtung und somit auf unverpaarte Weibchen zuriickgefiihrt werden.
Auffillig ist die Zunahme des Anteils reproduktionsfihiger Weibchen im Verlaufe des
Friihlings beziechungsweise bei ldngerer gemeinsamer Hélterung zusammen mit einigen
wenigen Miannchen. Es ist gut vorstellbar, dass ein hoher Anteil Weibchen im Freiland fiir
eine gewisse Zeit unbefruchtet bleibt, dass jedoch im Laufe des Friihlings der Anteil
befruchteter Weibchen zunimmt; dies ist genau das Muster, welches im Labor gefunden
wurde. Die im Experiment verwendeten Weibchen wurden iiber einen Zeitraum von etwa
sieben Wochen von Mitte April bis Anfang Juni gesammelt. Die Anzahl der Tage, {iber die
die Weibchen im Labor Zeit hatten, Eier abzulegen, reichte von 11 bis zu 26 Tagen,
allerdings hatten die ldngeren Zeitrdume keinen Einfluss auf die Schlupfraten (berechnet
anhand des Anteils Weibchen, die entwicklungsfidhige Eier legten), folglich ist das
Ergebnis kein Effekt, der sich aus der Stichprobengrofe ergibt. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass die Ménnchen in der Lage sind, eine groBe Anzahl von Weibchen zu
befruchten.

Manche Untersuchungen an anderen Arthropoden-Taxa deuten darauf hin, dass
unverpaarte Weibchen sich mit signifikant hoherer Bereitwilligkeit paaren als bereits
verpaarte Weibchen (Sullivan & Jaenike 2006). Zudem konnte in einigen Féllen gezeigt
werden, dass sich Weibchen infolge eines Mangels an Mainnchen mit hoherer

Wahrscheinlichkeit mit Ménnchen einer anderen Art paaren. Tatsdchlich wurde, wenn auch
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nicht regelhaft, nachgewiesen, dass mit Wolbachia infizierte Weibchen nicht nur haufiger
kopulieren, sondern auch mit hoherer Wahrscheinlichkeit Hybrid-Paarungen eingehen als
nicht infizierte Weibchen Gazla & Carracedo 2009. Folglich kann der Infektionsstatus der
Weibchen einen bedeutenden Einfluss auf mogliche Hybridisierungsereignisse haben, und
wenn Wolbachia die Wahrscheinlichkeit fiir Hybridisierung erh6ht, konnen die Bakterien
letztlich auch die Introgression von mtDNA fordern. Wenn also in einer Population der Art
A. lythri ein stark ausgeprigter Mangel an ménnlichen Paarungspartnern herrscht, konnte
dies zur Folge haben, dass vermehrt Paarungen zwischen Weibchen von A. lythri und einer
anderen Art zustande kommen. Individuen mit dem Haplotyp HT1/HT1* konnten, wie
oben angedeutet, urspriinglich durch interspezifische Hybridisierung entstanden sein.
Mittels Gynogenese besteht die Moglichkeit, dass diese Gruppe weiterhin bestehen bliebt.
Diese Annahmen konnen sogar noch weiter ausgefiihrt werden. Wenn Ménnchen sehr
selten sind und dies durch eine Steigerung der Paarungsfrequenz nicht ausgeglichen werden
kann, ist die Anzahl unverpaarter Weibchen mindestens fiir einen gewissen Zeitraum hoch.
Geht man beispielsweise fiir die Population in Wedel von einem Mittelwert von 6,5%
Minnchen aus, kommen auf ein Ménnchen etwa 15 Weibchen - hier ist mit Sicherheit
davon auszugehen, dass der Anteil unbefruchteter Weibchen zumindest fiir einen gewissen
Zeitraum hoch ist. Bei dem mit Male-Killing Wolbachia infizierten Schmetterling Acraea
encedon hat dies eine Anderung des Paarungssystems zur Folge, indem Weibchen
Balzschwérme bilden, offensichtlich, um Minnchen anzulocken (Jiggins et al. 2000c,
Jiggins et al. 2002). Dies bedeutet, dass Verhaltensweisen von Mainnchen, die im
Zusammenhang mit Weibchenwahl und Konkurrenz stehen, als Folge einer Wolbachia-
Infektion nun von den Weibchen gezeigt werden. Unter diesem Gesichtspunkt gewinnt das
in Populationen der Art A. lythri im Friihling, das heiflt zur Paarungszeit, hiufig
beobachtete Aggregationsverhalten eine ganz neue mogliche Bedeutung, denn es konnte
durch die extreme Seltenheit ménnlicher Individuen hervorgerufen werden; und Weibchen
konnten theoretisch durch dieses auffillige Verhalten Ménnchen aus weiter entfernten
Populationen anlocken.

Es ist seit langem bekannt, dass adulte Altica-Individuen oft in kleinen Gruppen aggregiert
auftreten. So berichtet Phillips (1977) von Gruppen der Art A. lythri, die aus 6-12 und
manchmal bis zu 40 Individuen bestehen, wihrend aus A. oleracea bestehende Gruppen
kleiner sind. Auch beziiglich der Art A. carduorum wird von einer Tendenz zur Bildung
von Aggregationen berichtet (Baker et al. 1972). Untersuchungen ergaben, dass das

Aggregationsverhalten dieser Kéfer auf ihrer Nahrungspflanze Cirsium arvense offenbar
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durch FraBlschdden an den Pflanzen, hervorgerufen von artgleichen Individuen, sowie
durch den von den Larven abgelegten Kot angeregt wird (Wan & Harris 1996).

Beziiglich der Art A. lythri ist hier auf der Grundlage eigener Beobachtungen noch
anzumerken, dass diese Ansammlungen ausschlieBlich im Friihling zu beobachten waren
und nicht unbedingt an die Futterpflanze gebunden waren, sondern beispielsweise auch auf
abgestorbenen Pflanzenteilen, bevorzugt offenbar auf besonntem, trockenen Schilf oder
Rohrkolben oder aber auf trockenem Herbstlaub vom Vorjahr auftraten (Abb. 39).
Eberhard et al. (1993) vermuten hinter dem auffilligen Aggregationsverhalten eine
Verhaltensweise, die dazu dient, Mannchen und Weibchen zusammenzubringen. Diese

Interpretation wird auch von Baker et al. (1972) und Phillips (1977) vorgeschlagen.

L oy = i _o-'il-':’-.

Abb. 39 Eine Gruppe von A. lythri, aufgenommen am Anfang April 2010 am Elbe-Liibeck-Kanal bei Biichen,
Schleswig-Holstein. Gut zu erkennen ist die Konzentration des FraBes auf die junge Epilobium hirsutum-Pflanze im
Vordergund, wihrend die Pflanzen dahinter nahezu unberiihrt sind. Ebenfalls deutlich wird hier das typische Verhalten
der Kifer, zu dieser Jahreszeit vorzugsweise bei sonnigem Wetter in Gruppen exponiert auf trockenem Laub und
Pflanzenteilen aus dem Vorjahr zu sitzen.

Ob das bei A. lythri beobachtete Aggregationsverhalten mit der Seltenheit ménnlicher
Individuen korreliert oder grundsitzlich typisch fiir die Art oder die Gattung ist, muss
vorerst offen bleiben, ist aber sicher ein interessanter Ansatz fiir weiterfiilhrende

Untersuchungen. Bekannt ist lediglich von einigen wenigen Arten, dass die Uberwinterung
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in groBBeren Ansammlungen aus Individuen stattfindet ("Winterlager"; Renken 1956).
Wenn die Tiere dann im Friihling gleichzeitig an die Oberfliche kommen, wire es auch
moglich, dass sie kleinrdumig in Gruppen zusammenbleiben. Das Aggregationsverhalten
einer Nordamerikanischen Altica-Art, A. tombacina, wurde diesbeziiglich genauer
untersucht (Morris et al. 1992). Diese Art bildet bestdndige rdaumliche Aggregationen auf
ihrer Nahrungspflanze Epilobium angustifolium. Diese Aggregationen resultieren offenbar
aus dem Eiablageverhalten, denn die Eier werden, wie offenbar fiir Altica typisch, in
Gelegen abgelegt, sowie aus der Tendenz der Imagines, auf solchen Pflanzen zu
verbleiben, auf denen sich bereits weitere Individuen ihrer Art befinden. Die Autoren
fiihren weiterhin an, dass die Kidfer am Apex der Pflanzen konzentriert auftreten, wo auch
die Paarung stattfindet. Dieses Verhalten wurde auch bei gro3en Populationen von A. lythri
im Friithling beobachtet (eigene Beobachtung). Fiir A. tombacina kommen Morris et al.
(1992) zu dem Schluss, dass die Bildung von Aggregationen adulter Kéifer aus dem

Verhalten zur Partnerfindung resultiert.
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5. Zusammenfassende Schlussfolgerungen

Einfluss von Wolbachia-Endosymbionten auf Populationsstruktur, prigame
Isolation und Speziationsmechanismen bei Altica Iythri AUBE, 1843
(Coleoptera, Chrysomelidae)

Wiederholte Introgression von mtDNA als Folge interspezifischer Hybridisierung ist als
wahrscheinlichste Ursache fiir die Polyphylie der Art A. lythri anzunehmen. Diese
Hypothese wird von allen bislang gesammelten Daten unterstiitzt, jedoch kann die
Herkunft der mitochondriellen Haplotypen bislang nicht eindeutig geklart werden.
Widerspriichliche Ergebnisse der phylogenetischen Analysen der mitochondriellen
beziehungsweise nukledren DNA-Sequenzen deuten jedoch darauf hin, dass auch bei
anderen Altica-Arten Mitochondrien die Artgrenzen iiberquert haben. Andererseits ist nach
wie vor ungeklért, wie sich die tatsdchlichen phylogenetischen Beziehungen der Arten der
Gattung Altica darstellen. Eine Uberpriifung der Phylogenie unter Verwendung
unabhingiger, schnell evolvierender Marker wie etwa Mikrosatelliten, die den Einfluss von
Wolbachia auf die Populationsstruktur und Muster von Introgression umgehen, sollte die
Unklarheiten in diesem System letztlich auflosen.

Die Analyse der Wolbachia-Infektionstypen unterstiitzt die Hypothese iiber Hybridisierung
insofern, als dass konsequente Assoziationen zwischen Wolbachia-Stamm und mtDNA-
Haplotyp bei A. lythri eindeutig und ohne Ausnahme bestitigt werden konnen. Die Daten
deuten auf "genetic hitchhiking" und mehrere "selective sweeps" hin, die durch die
Assoziation jedes mtDNA-Haplotyps mit einem spezifischen Wolbachia-Stamm bedingt
sind.

Hiermit im Zusammenhang ist sicher auch die geographische Haufigkeitsverteilung der
Haplotypen zu sehen. Umfangreiche Ausbreitungswellen von Wolbachia-Infektionen sind
wahrscheinlich der Grund fiir das gefundene Muster, und nachfolgende Untersuchungen
miissten zeigen, wie sich die Haufigkeiten der Haplotypen in den Populationen entwickeln
und somit Hinweise iiber die Ausbreitungseffizienz der assoziierten Wolbachia-Stimme
geben. Der hohe Prozentsatz infizierter Individuen innerhalb der Art A. lythri gibt hierzu
erste Anhaltspunkte; jedoch weisen die unterschiedlichen Infektionsfrequenzen der
einzelnen Stimme darauf hin, dass die Transmissionseffizienz mdglicherweise
unterschiedlich ist. WA1 ist daher nicht nur nach der Infektionsfrequenz und der weiten
Verbreitung und der Haufigkeit des assoziierten Haplotyps HT1 offenbar der erfolgreichste
und am weitesten verbreitete Stamm; moglicherweise erreicht er diese umfassende

Verbreitung durch eine effektive Manipulation der Reproduktion des Wirts bis hin zu
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einem volligen Fehlen ménnlicher Individuen. Dabei fehlt bislang ein eindeutiger Nachweis
fiir die tatsdchliche Ursache fiir das Fehlen ménnlicher Individuen in dieser Gruppe. Auch
wenn eine Infektion mit Wolbachia eine naheliegende Erklarung bietet, konterkarieren
andere Ergebnisse diese Vermutung: Nicht infizierte Weibchen mit den Haplotypen HT1
sowie HT1* bringen im Normalfall ebenfalls ausschlieflich weibliche Nachkommen
hervor. Folglich kénnen andere Erkldrungsmdglichkeiten nicht auller Acht gelassen
werden. Da in der Phylogenie der Gattung Altica offensichtlich Hybridisierung eine Rolle
gespielt hat, konnte die Ursache fiir das Fehlen des ménnlichen Geschlechts auch in diesem
Zusammenhang stehen, etwa als Folge von Haldane's Rule oder der Bildung von
Hybridarten. Da bei Altica keine Hinweise auf Polyploidie gefunden wurden und Eier von
nicht verpaarten Weibchen nicht zum Schlupf kamen, kann Parthenogenese ausgeschlossen
werden. Da Minnchen zur Reproduktion notwendig sind, steht Gynogenese jedoch als
weitere Mdoglichkeit, die Eier zur Entwicklung zu bringen, zur Untersuchung.

Es fanden sich keine Hinweise, die auf uni- oder bidirektionale cytoplasmatische
Inkompatibilitidt zwischen den unterschiedlichen Infektionstypen schlieBen lassen konnten.
Einzig die bei mit dem Stamm wAl infizierten Weibchen erhohte Eiablagerate deutet auf
eine Form der Interaktion hin, bietet jedoch letztlich keinen Nachweis, ob dies tatsdchlich
auch eine Angleichung der Schlupfrate (im Vergleich mit allen anderen Weibchen)
bewirkt.

Mit den zahlreichen, noch offen gebliebenen Fragen und neuen Ansatzmdoglichkeiten bieten
die bisherigen Ergebnisse eine Grundlage fiir eine Reihe weitergehender Untersuchungen

zum Altica-Wolbachia-System.
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Anhang A

A RFLP-Daten der Populationen der Art A. lythri
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Anhang A

Population Bad Segeberg, SH
Tier HT BamHI Haelll Schnittstellen Hinfl

511 98 | 407 | 500 | 135 | 783 | 1020 | 1206
ITZ92 | HTI* 1
1TZ93 HTI
ITZ24 HTI
ITZ26 HT2
1TZ97 HT2
ITZ99 | HTI*
1TZ212 | HT2
1TZ31 HTI
ITZ32 HT2
ITZ43 | HT2*

1ITZ34 HT2*
Moe@5 | HT1*
Moe®6 | HTI1*
Moe?9 HT2
MoeQ10 | HT2
Moed2 HT2
Moed3 HT2
Moed'4 HT2
Moed'5 HT2
Moed'6 HT2
Moed'7 HT2

ololo|olole|o|o|=|—]o|e|o]|=]|o|—=]|o|o |~~~
ololo|olole|o|o|=|~]|o|eo|o|=]|o|~]|o|o |~~~
—_= === ===l == |—=]|c|=|o|—=]|—]|c|o|e
ololo|o|ole|o|o|—=|—=|=|~=|c|~=|c|=|co|c|—=]|~|—|=
ololo|olole|o|o|~=|~]|o|o|o]|=]|o|~]|o|o |~~~
— === [=|=|=|=[=|=1=]=|=|=|=|=|=]|=]|=|=|~
SISIEIEEE R R EEEEEREEEE

Population Barendorf, NI
Tier HT BamHI Haelll Hinfl
511 98 | 407 | 500 | 135 | 783 [ 1020 1206
Q346 | HTI* N N N N 1 1 1 1
Q 347 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q348 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q349 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q350 | HTI* N N N N 1 1 1 1
Q351 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q 352 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q353 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q354 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q355 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q356 | HTI* N N N N 1 1 1 1
Q357 | HTI* N N N N 1 1 1 1
Q358 | HTI* N N N N 1 1 1 1
Q359 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q360 HT3 N N N N 1 0 0 1
Q361 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q362 | HTI* N N N N 1 1 1 1
Q363 | HTI* N N N N 1 1 1 1
Q364 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q365 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q368 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q370 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q371 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q372 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q373 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q374 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q375 HT1 N N N N 1 1 0 0
Q376 HT3 N N N N 1 0 0 1
Q377 | HTI* N N N N 1 1 1 1
376 HT2 N N N N 0 0 1 0
371 HT2 N N N N 0 0 1 0
378 HT2 N N N N 0 0 1 0
Population Biichen, SH
Tier HT BamHI Haelll Schnittstellen Hinfl
511 98 | 407 | 500 | 135 | 783 | 1020 | 1206

BUE 92 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
BUE 93 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
BUE 911 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
BUE 914 | HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
BUE 919 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
BUE 926 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
BUE 927 | HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
BUE J1 HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
BUE 42 HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
BUE J3 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
BUE J4 HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
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Population Bretten, BW

Tier HT BamHI Haelll Hinfl

511 98 | 407 | 500 | 135 | 783 | 1020 20
Q258 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q259 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
9263 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
@268 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q276 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q277 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q278 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
9299 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q300 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
?303 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q304 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
@305 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
@306 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
2310 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
@311 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q312 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q313 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q315 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q316 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
346 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
3471 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
348 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
452 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
453 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
455 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
456 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
458 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q301 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q302 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q307 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
@308 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q309 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q314 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q318 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q409 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q411 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q412 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
450 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
451 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
457 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
459 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q255 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q264 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q265 | BRE2 0 1 0 0 1 0 1 0
Q266 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q267 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q292 HT 1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q294 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
@322 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q323 HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
Q324 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 325 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 326 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 327 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q413 HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
Q414 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q415 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q416 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q417 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q418 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q419 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q420 | HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q421 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q422 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 423 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 424 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
444 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
365 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
466 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
3467 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
3 68 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
4 86 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
4 89 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
490 HT2 * 0 1 0 1 1 0 1 0
Q 288 | BREIL 0 1 0 0 1 0 0 1
Q291 BREI 0 1 0 0 1 0 0 1
Q297 | BRE2 0 1 0 0 1 0 1 0
Q405 | BRE2 0 1 0 0 1 0 1 0
Q406 | BREI 0 1 0 0
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Population Freiburg, BW

Tier HT BamHI Haelll Hinfl
511 98 | 407 | 500 | 13 783 | 1020 | 1206
Frl @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr2 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr3 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr4 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr5 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr6 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr7 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr8 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr9 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr10 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Frll @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fri2 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr13 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Frl4 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Frl5 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Frl6 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Frl7 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr18 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr19 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr20 Q@ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr21 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr22 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr23 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr24 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr25 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr26 ¢ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr27 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr28 © HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr29 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr30 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr31 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Fr32 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Population Hahndorf, NI
Tier HT BamHI Haelll Hinfl
511 98 | 407 | 500 | 135 | 783 1020 1206
Q 425 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 426 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 427 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q428 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 429 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q430 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q431 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q432 HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
Q433 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q434 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q435 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 436 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 437 HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
Q438 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 439 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 440 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 441 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 442 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 443 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 444 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 445 HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 446 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 447 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 448 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 449 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 450 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q451 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 452 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 453 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q454 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q455 | HAHI 0 1 1 0 1 1 1 1
Q 456 HT2* 0 1 0 1 1 0 1 0
Q 457 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 458 HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
Q459 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 460 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q461 HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 462 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 463 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 464 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 465 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 466 HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 467 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 468 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
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9469 | HTI

9470 | HTI

Q471 | HTI

9472 | HTI

Q473 | HTI

Q474 | HTI

9475 | HTI

9709 | HAH2

© 710 | HAH3

@ 712 | HAH3
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4142 | HAH4

Population Ilmenau, TH

Tier HT BamHI Haelll Hinfl

511 98 | 407 | 500 | 1 783 | 1020

n
-
14
>
=)

IL1Q | HT2*

(=]

29 | HI2*

L34 HT2*

143 HT2*

IL5 & HT2*

IL6 & HT2*

IL7Q | HT2*

189 | HTI

197 | HT2*

IL10 4 | HT2*
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Population Kollmar, SH

Tier HT BamHI Haelll Hinfl

511 98 500 783 | 1020 | 1206

N
>
Q
o
n

KOL1 @ HT1
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KOL2Q | HTI

KOL3 @ HT1

KOL4 Q | HTI

KOL5 Q | HTI
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KOL7 Q | HTI*
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KOL9 @ HT1

KOL10Q | HTI

KOL11 HT1

KOL12 ¢ | HTI

KOLI3 Q | HTI

KOL14 ? HT1

KOL15 @ | HTI*

KOL16 ? HT1

KOL18 @ HT1

KOL19Q | HTI

KOL20 @ HT3

KOL21 ¢ | HT1*

KOL22 @ | HTI

KOL23 @ | HTI1*

KOL24 ¢ | HTI

KOL25 @ HT1

KOL26 @ | HT1*

KOL27 Q | HT2
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KOL29 ¢ | HTI

KOL30 @ | HTI

KOL31 4 | HT2
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KOL33 4 | HT2

Population Pevestorf, NI

Tier HT BamHI Haelll Hinfl

511 98 | 407 | 500 | 135 | 783 | 1020 1206

Q329 HT3 1 0

9330 | HTI*

Q331 | HTI*

0332 | HTI*
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Q334 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q335 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q336 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q337 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q338 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q339 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 340 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 341 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q343 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 344 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q378 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q379 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
Q 380 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
Q381 | HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q382 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
Q383 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 386 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 388 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q391 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
Q 401 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 402 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
Q 597 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 598 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
? 600 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
Q 602 HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 604 HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 606 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
Q713 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
Q714 | HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q716 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
369 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
3170 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
4171 HT2* 0 1 0 1 1 0 1 0
372 HT2* 0 1 0 1 1 0 1 0
373 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
374 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
375 HT2* 0 1 0 1 1 0 1 0
3179 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
3 80 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
J 81 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
482 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
J 84 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
4 111 HT2* 0 1 0 1 1 0 1 0
3143 HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
Population Pratjau, SH
Tier HT BamHI Haelll Hinfl
511 98 | 407 | 500 | 135 | 783 | 1020 | 120
PRA2 & HT2 0 1 0 1 1 0 1 0
PRA3 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
PRA4 J HT2 0 1 0 1 1 0 1 0
PRAS Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
PRA6 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
PRA7 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
PRAS Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
PRA9 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
PRAIOQ | HTI1* 1 1 1 0 1 1 1 1
PRAI2 Q | HTI* 1 1 1 0 1 1 1 1
PRAI3 @ | HTI* 1 1 1 0 1 1 1 1
PRA15Q | HTI* 1 1 1 0 1 1 1 1
Population Treia, SH
Tier HT BamHI | Haelll Hinfl
511 98 | 407 | 500 | 135 | 783 | 1020 | 1206
Trl @ HT1* | 1 1 1 0 1 1 1 1
T2 @ HT1* | 1 1 1 0 1 1 1 1
T3 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Tr4 & HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
Tr5 & HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
Tr6 Q@ HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
Tr7 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Tr8 Q@ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Tr9 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Tr10 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
Trl1Q | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
Tr12Q | TRE1 | 0 1 0 0 1 1 0 0
Tr13Q | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
Tr14Q | HTI* | 1 1 1 0 1 1 1 1
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Tr15Q | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0

Trl6 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0

Trl7 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr18 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr19 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr20 @ | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr21 @ | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr22 Q HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1

Tr23 @ | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr24 @ | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr25 Q HT1* 1 1 1 0 1 1 1 1

Tr26 Q | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr28 @ | HT1* | 1 1 1 0 1 1 1 1

Tr29 @ | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr30 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr32 9 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0

Tr33 Q | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr35Q | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0

Tr36 @ | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0

Population Tiiml Koog, SH
Tier HT BamHI Haelll Hinfl
511 98 | 407 | 500 | 135 | 783 | 1020 | 1206

Q633 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
Q 634 HT 1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q636 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
@637 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
2639 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
Q642 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
@652 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q662 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q664 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
Q 665 HT 1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q666 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q717 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q718 HT 1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q719 | HT 1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q720 | HT 1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q721 HT 1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q722 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q723 HT 1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q726 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q727 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q728 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q729 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
©730 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
Q 731 HT 1 1 1 1 0 1 1 0 0
@732 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q733 HT 3 1 1 0 0 1 0 0 1
Q734 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q735 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q736 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 741 HT 1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q 742 HT 1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q743 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q744 | HT 1* 1 1 1 0 1 1 1 1
Q 745 HT 1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q746 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q747 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q748 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q749 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
Q751 HT 1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q752 | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
Q753 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
Q754 | HT 1* 1 1 1 0 1 1 1 1
4123 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
4124 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
4125 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
4127 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
4129 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
4130 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
4131 HT 2 0 1 0 1 0 0 1 0
4132 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
4133 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
3145 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
4146 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
4147 | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
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Anhang A

Population Wedel, SH
BamHI Haelll Hinfl
Tier HT 511 98 | 407 | 500 | 135 | 783 | 1020 | 1206
WEI @ HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
WE2 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WE3 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WE4 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WES5 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WE6 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WE7 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WE8 Q HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WE9 @ HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WEI0 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WEI1 @ | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WEI12 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WEI13 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WEI14 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WEI15Q | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WEI6 @ | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WE17 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WEI8 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WEI9 @ | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WE20 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WE21 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WE22 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WE23 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WE24 & | HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
WE25 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WE26 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WE27 @ | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
WE28 & | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
WE29 & | HT2 0 1 0 1 0 0 1 0
WE30 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WE31 ¢ | HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
WE32 @ | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0
WE33 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WE34 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WE35 9 | HT3 1 1 0 0 1 0 0 1
WE36 @ | HTI 1 1 1 0 1 1 0 0
WE37 @ | HT1 1 1 1 0 1 1 0 0

HT - mtDNA Haplotyp

0 - Enzym-Schnittstelle nicht vorhanden

1 - Enzym-Schnittstelle vorhanden

BamHI - Enzym BamHI

Haelll - Enzym Haelll

Hinfl - Enzym Hinfl

Die Zahlen 511, 98, 407, 500, 135, 783, 1020 und 1206 bezeichnen die Schnittstelle des jeweiligen Enzyms
(Basenposition).
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B Zucht A. lythri, kompletter Datensatz

Muttertier Q Nr. Miinnchen Anzahl Eier | Anzahl Larven
Code | HT Wolb.* Code | HT | Wolb.*

Q2 HT1 wAl 1 96 A | HT2 | wA2 47 0

2 96 B 26 5

3 96 D 28 8

4 96 E 60 5

5 96 F 38 0

6 96 G 0 0

7 96 H 59 26

8 961 56 34

Q14 | HTI wAl 1 30A | HT2 | wA2 0 0

2 30B 0 0

3 30C 0 0

4 30D 0 0

5 30E 0 0

6 30F 0 0

7 30G 0 0

8 30H 0 0

9 301 0 0

10 30J 0 0

11 96 B 76 30

12 96 C 20 13

13 96 D 12 4

14 96 F 178 100

15 96 G 26 6

16 96 H 23 6

17 961 59 37

18 96 ] 21 3

19 30V 8 6

20 30Y 39 35

21 30L 33 18

22 300 20 8

219 HT1 --- 1 76 A | HT2 | wA2 20 7

2 76 B 20 6

3 76 C 4 1

4 76 D 2 1

5 76 E 1 0

6 76 F 0 0

7 76 G 0 0

8 76 H 4 0

9 761 9 6

10 7617] 6 3

Q25 HT2 WwA2 1 32 A HTI1 | --- 7 2

2 30K | HT2 | wA2 0 0

3 30L 2 0

4 30M 1 0

5 30N 0 0

6 300 0 0

7 30P 0 0

8 30Q 1 0

9 30R 22 19

10 30 S 0 0

11 30T 14 13

12 76 F 1 0

13 76 H 7 0

14 85A | HT2 | --- 76 31

230 HT2 wA2 1 25K | HT2 | wA2 35 23

2 25L 61 23

3 25 M 18 8

4 25N 62 10

5 250 81 40

6 25P 82 67
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7 76 A 83 70
8 76 B 71 33
9 76 D 46 16
10 76 E 60 48
@34 | HT1 | wAl 1 85A | HT2 | --- 0 0
2 85B 0 0
3 85C 0 0
4 85D 0 0
5 85E 0 0
6 8 F 0 0
7 85G 0 0
8 85H 0 0
9 851 0 0
10 85J 0 0
11 103 A | HT2 | wA2 0 0
12 30 A2 11 4
13 30 F2 34 18
Q44 | HT1 | wAl 1 76 A | HT2 | wA2 49 18
2 76 B 106 52
3 76 C 80 35
4 76 D 146 61
5 76 E 52 22
6 76 F 164 83
7 76 G 71 37
8 76 H 138 24
9 761 114 73
10 761 198 91
Q47 | HT1 | wAl 1 25A | HT2 | wA2 28 6
2 25B 2 1
3 25C 0 0
4 25D 0 0
5 25E 6 3
6 25F 0 0
7 25G 26 9
8 25H 0 0
9 251 0 0
10 257 0 0
11 25G 16 1
12 251 56 6
260 | HT1 | wAl 1 103 A | HT2 | wA2 0 0
Q68 | HT3 | wB 1 30 A2 | HT2 | wA2 49 17
2 30 B2 2 0
3 30C2 0 0
4 30 D2 0 0
5 30 E2 0 0
6 103 A 86 27
7 25 A 16 0
8 25C 0 0
9 251 0 0
10 25G 1 0
11 32A | HT1 | —- 16 5
Q74 | HT1 | wAl 1 25K | HT2 | wA2 41 14
2 25N 47 44
3 25P 99 55
Q75 | HT2 | wA2 1 85C | HT2 | --- 55 47
2 851 66 0
Q79 | HT1 | wAl 1 96 A | HT2 | wA2 0 0
2 96 B 9 0
3 96 C 37 16
4 96 D 8 1
5 96 E 5 3
6 96 F 49 18
7 96 G 15 6
8 96 H 16 11
9 961 15 9
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10 9617 28 21
11 32A | HT1 | - 76 26
12 32A 43 0
082 1 85A | HT2 | --- 167 39
2 85B 16 10
3 85C 54 21
4 85D 78 25
5 85E 0 0
6 85F 2 0
7 85G 104 47
8 85H 0 0
9 851 0 0
10 857 0 0
@85 | HT2 | --- 1 76 K | HT2 | wA2 0 0
2 32A | HT1 | --- 29 7
3 25A | HT2 | wA2 37 22
4 25C 96 46
Q89 | HT1 | wAl 1 25A | HT2 | wA2 31 30
2 25B 159 91
3 25C 84 13
4 25D 86 55
5 25E 0 0
6 25F 0 0
7 25G 109 55
8 25H 156 105
9 251 127 72
10 257 135 84
Q91 | HTI* | - 1 30A | HT2 | wA2 55 27
2 30B 81 52
3 30D 60 26
4 30E 54 23
5 30F 76 37
6 30G 35 19
7 30J 55 27
8 25C 64 30
9 25D 65 63
10 25G 63 47
11 25H 39 0
12 251 50 26
13 2517 62 38
Q96 | HT2 | wA2 1 30U | HT2 | wA2 27 20
2 30V 0 0
3 30 W 20 19
4 30X 0 0
5 30Y 0 0
6 30Z 71 51
@100 | HT1 | wAl 1 30A | HT2 | wA2 49 46
2 30B 60 48
3 30C 66 59
4 30E 0 0
5 30F 0 0
6 30G 125 87
7 30J 89 67
8 30A 49 46
2103 | HT2 | wA2 1 32A | HTI1 | - 7 4
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C Rezepte

APS 10% (Ammoniumperoxodisulfat)
0,1g APS geldst in 1ml H,O

dNTP-Mix 10mM
aus dATP+dCTP+dGTP+dTTP -> 40mM
Verdiinnung auf 10mM mit autoklaviertem Reinstwasser

Fixative I

60% Essigsdure-Ethanol, 3:3:4, Eisessig, absol. Ethanol, Aqua Dest.
Fixative 11

absol. Essigsdure-Ethanol, 1:1, Eisessig, Ethanol

Fixative I1I

Eisessig

Giemsa-Firbelosung
Verdiinnung 1:24 in Serensens Phosphat-Puffer pH 6,8

Ladepuffer fiir Agarosegele (6X)
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylen-Cyanol FF
40% (w/v) Sucrose in H,O

Serensens Phosphat-Puffer pH 6,8, 11:
KH,PO, 4,54g/500ml H,O
Na,HPO, 4,74g/500ml H,O

10%ige Chelex-Suspension in 1XTE-Puffer fiir ca 50 Tiere
5g Chelex in 45ml 1XTE (pH 8,0)

Stop-Losung fiir Sequenzierungen, pH 9,0
10mM EDTA, pH 7,6

95% (v/v) Formamid Ultrapur

0,1% (w/v) Bromphenolblau

Sequenzierungsgel Linge 66cm/Dicke 0,25mm (6%iges denaturierendes Acrylamidgel)
25g Urea (Harnstoff),

30,5 ml H,O

7,0 ml 10X TBE

4,8 ml Long Ranger Acrylamid-Losung

500 pl Dimethylsulfoxid (DMSO)

400 pl APS

40 ul TEMED

TAE-Puffer 1X
40mM Tris-Acetat
ImM EDTA

(pH auf 8,5 einstellen)

TBE-Puffer 1X, pH 8,4
89 mM Tris

89 mM Borsiure

2mM EDTA

TE-Puffer 1X pH 8,0 fiir DNA-Extraktion mit Chelex
10mM Tris

0,ImM EDTA

+ HCI fiir pH8,0; 20 min autoklavieren
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Ansatz fiir Sequenzierungsreaktionen Li-Cor
Thermosequenase

gereinigtes PCR-Produkt

Sequenzierungsprimer M13-IR800 (6uM)
Sequenzierungsprimer M13rev-IR700 (3uM)
H,0

Ansatz fiir Sequenzierungsreaktionen ABI
gereinigtes PCR-Produkt

Big Dye

2,5x Puffer

Sequenzierungsprimer M13 [10uM]
Sequenzierungsprimer M13rev [10uM]

H,0

Anhang C

2,0 ul

x ul

2,0 ul

2,0 ul

ad. 13,0 ul

x ul

3.0l
5,0l
2,5ul
2,5ul

ad. 20,0 pul
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D Chemikalien und andere Substanzen

Anhang D

Substanz

Hersteller

Acil

Fermentas, St. Leon-Rot

Agarose (Ultra-Pure)

Invitrogen, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat (APS) > 98%, p.a.

Roth, Karlsruhe

BamHI Fermentas, St. Leon-Rot
Borsdure > 99,8 %, p.a. Roth, Karlsruhe
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe

Chelex” 100 Sodium form 50-100 dry mesh Sigma-Aldrich, Steinheim
Colchicin Merck, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO) > 99,5%

Roth, Karlsruhe

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,4) > 99%, p.a.

Roth, Karlsruhe

dNTPs

Roth, Karlsruhe

EDTA 99%, p.a.

Roth, Karlsruhe

Essigsdure Roth, Karlsruhe
Ethanol p.a. 99,8% Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe

Formamid ultrapur

Sigma, Steinheim

Giemsa-Férbelosung

Roth, Karlsruhe

Haelll Fermentas, St. Leon-Rot
HCI Merck, Darmstadt
Hinfl Fermentas, St. Leon-Rot

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) > 99%, p.a.

Roth, Karlsruhe

Long Ranger Acrylamid Losung 50%

Cambrex, Rockland, USA

Mael Fermentas, St. Leon-Rot
Magnesiumchlorid fiir PCR Invitrogen, Karlsruhe
Mineraldl Sigma-Aldrich, Steinheim

Natrium-Citrat

Merck, Darmstadt

Proteinase K

Qiagen, Hilden

10X Puffer fiir PCR Invitrogen, Karlsruhe
Roti®-Histokitt IT - Einschlussmittel Roth, Karlsruhe
Sucrose 99,5% Sigma, Steinheim
Tag-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe
TEMED Roth, Karlsruhe

Thermo-Sequenase

Amersham, Freiburg

Tris Ultra Qualitit > 99,9%

Roth, Karlsruhe

Urea (Harnstoff) 99,5%, p.a., Ultra Qualitét

Roth, Karlsruhe

Xylen Cyanol FF

Sigma, Steinheim
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