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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Ubersicht

Insekten gehoéren zu den erfolgreichsten TiererdauErde. Durch ihre Artenvielfalt - ca.
80% aller Tierarten sind Insekten - Ubertreffen alie Gbrigen Lebensformen zusammen,
nicht zuletzt auch hinsichtlich ihrer Biomasse. Blelfast allen bekannten terrestrischen
Okosystemen findet man sie im SuRwasser ebensinvder Luft. Einige wenige der uber
eine Million bekannten Arten haben es sogar ge$ichsith in marinen Lebensraumen
anzusiedeln (CAMPBELL, 2000). Der Schlissel zu elesErfolg kdonnte neben dem
effektiven Bauplan bzw. der variablen Anatomie sdass es vielen Insekten gelungen ist, in
unterschiedlichster Art und Weise Wechselbeziehnngait zahlreichen anderen
Organismengruppen einzugehen. VergesellschaftumgeRilzen, Protozoen oder Bakterien
lassen sich z. B. bei ca. 30% aller Insektenarieten, was auch schon der Zoologe Paul
Buchner (1886-1978) feststellen konnte. Er erkaifritle, dass der Gberwiegende Teil aller
Arthropoden mit endosymbiontischen Mikroorganisnessoziiert ist (DETTNER, 2003).
Dabei scheinen bestimmte Insektenarten, wie K&etgoptera), Hautfligler (Hymenoptera),
Schaben (Blattaria) oder Blattlause (Homopterapesonderer Weise zur Ausbildung solcher
als Symbiosen bezeichneten Wechselbeziehungenigefhsein (BUCHNER, 1965). Der
Begriff Symbiose (vom Griechischen ,symbioun*: zosaenleben) wurde 1879 vom
deutschen Botaniker Anton de Bary in die Biologiagefuihrt. Er sollte die dauerhafte
Verbindung zwischen zwei oder mehreren ausdriickieeschiedenen Lebewesen mindestens
wahrend eines Teils ihres Lebenszyklus beschre(@éhn et al.,, 2004). Dabei sah de Bary
den Parasitismus ausdrlcklich als eine Form derbfge an, obwohl es sich nach der
Meinung der meisten Forscher nur dann um eine &yrebiose handelt, wenn beide Partner
von der Verbindung profitieren. Es ist jedoch nighiner einfach zu sehen, ob es sich um
eine vorteilhafte, neutrale oder schwach aggresgemrbindung handelt. Mittlerweile ist der
Begriff der Symbiose mit dem des Mutualismus glgeagtellt und grenzt sich damit deutlich
gegeniber dem des neutralen Kommensalismus unddésnaggressiven Parasitismus ab
(SCHWEMMLER, 1989).

Die erste jemals beschriebene symbiontische Inierakwischen Insekten und Bakterien
war die Symbiose von Ameisen mit EnterobakteriebnBHMANN, 1892; SAUER et al.,
2000). Derartige Gemeinschaften zwischen Eukaryotedh Prokaryoten dienen in erster
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Linie der Nahrungserganzung der Tiened haben mafRgeblich zu dem aul3ergewo6hnlichen
stammesgeschichtlichen Erfolg dieser groRen Orgaemgruppe beigetragen, indem sie
ihnen die ErschlieBung neuer Nahrungsquellen umdogischer Nischen ermdglichten. Sie
spielen aber auch eine Rolle bei deren Fortpflagzund Verteidigung. Viele dieser
Endosymbionten beherbergenden Insekten nehmen ilzteis Lebens schwer abbaubare
pflanzliche Substanzen, wie Cellulose oder Pflasda#ta, aber auch schwer aufzuschlie3ende
Substrate, wie z. B. Blut von Wirbeltieren und edeérn oder Haaren enthaltenes Keratin, auf
(DETTNER, 2003)Daher finden sich solche Symbiosen hauptséchlidnsekten, die sich

im Laufe der Evolution an diese speziellen Nahrgogdien angepasst haben, in denen
lebensnotwendige Nahrstoffe, wie Vitamine (Blut) eod essentielle Aminosauren
(Pflanzensaft), Mangelware sind (BUCHNER, 1965k Bedeutung dieser Endosymbionten
fur ihre Wirtsinsekten ist nur in wenigen Fallert giforscht, und auch deren Ubertragung auf
die Wirtsnachkommen konnte erst vereinzelt aufgekl@rden. Als herausragende Beispiele
hierfur lassen sich die bereits oben genannte SyselzwischerCamponotus-Ameisen und
Bakterien der GattunBlochmannia, Gemeinschaften zwischen Blattlausen und Bakteten
GattungBuchnera sowie Wechselbeziehungen zwischen Tsetse-FliegenBakterien der
Gattung Wigglesworthia auffihren (ZIENTZ et al., 2004; WERNEGREEN, 200B)erbei
handelt es sich um streng obligate Symbiosen vivazellular lebenden Mikroorganismen, in
denen ein Partner ohne den anderen sehr schlechit bicht leben kann. Diese
Endosymbionten bezeichnet man auch als primére Bd&ymbionten, die zurUnterklasse
der Proteobakterien gehtéren und als nachste Vetedestherichia coli und ahnliche
Enterobacteriaceae haben. Sie kommen in spezigisiaVirtszellen, den so genannten
Myceto- oder Bakteriocyten, vor und werden auss@ikch vertikal auf die
Nachkommenschaft Ubertragen (DOUGLAS, 1998). Di&enbionten beherbergenden
Zellen sind in der Lage, organahnliche Strukturenhziden, und sind haufig mit dem
Mitteldarm ihrer Wirte assoziiert. Ein extremes &®eel fir eine intrazellulare Symbiose
stellen in Bakteriocyten von Mehlkafern lebenfieProteobakterien dar, die ihrerseits
wiederum intrazellulare Bakterien detUnterklasse der Proteobakterien beherbergen (VON
DOHLEN et al., 2001).

Daneben gibt es noch die sekundaren oder S-Symebiodie man nicht nur in diesen
spezialisierten Zellen findet, sondern auch in Brijsm Darmgewebe oder der Hamolymphe
(BAUMANN et al.,, 2000). Auch sie werden gewohnlicauf maternalem Wege
weitergegeben, kdnnen aber auch horizontal von X\iiVirt vererbt werden (AKSOY et al.,

1997; RUSSELL et al., 2003), was auf eine evoludramoch sehr junge Verbindung mit ihren
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.Gastgebern“ hindeutet. Im Gegensatz zu den P-Symbém sind die S-Symbionten fur das
Uberleben ihrer Wirte nicht essentiell und konnefly in vitro kultiviert werden. Die
Bedeutung fir ihre Wirte reicht in der Literaturnvoegativen Effekten, wie eingeschranktes
Wachstum und Fortpflanzung, bis hin zu positivenswiakungen, wie z. B. Schutz vor
Hitzeschaden (CHEN et al., 2000; MONTLLOR et abD02) oder Widerstand gegentber
natirlichen Feinden (OLIVER et al., 2003; FERRAR&E, 2004).

Um derartige Beziehungen entschlisseln zu koénnes, e@s unerlasslich, den
Endosymbionten von seinem Insekten-Wirt zu isotiei@ies kann durch die Verabreichung
von geeigneten Antibiotika oder durch die Injektivon bestimmten Enzymen erreicht
werden. Den symbiontenfreien Wirt nennt man auatsambiontisch. Bei einigen Insekten
kann dieser Zustand durch eine bloRe Erhdhung degdbungstemperatur erreicht werden,
wodurch der Symbiont im Wirtsinsekt, welches selbstrersehrt bleibt, abgetttet wird.
Haben die Wirte ihre Endosymbionten verloren, siiedphysiologisch meist stark geschadigt,
und es zeigt sich generell eine sehr hohe Mortallta den meisten Fallen kann diese
Schadigung durch die Verabreichung von bestimmteippementen, wie Vitaminen,
Aminosauren oder Steroiden, welche die Nahrung d@osymbiontischen Wirte
komplettieren, aufgehoben werden. Hieraus ergith sier Schluss, dass die Symbionten
ihren Wirtsinsekten Erganzungsstoffe liefern, umedeeinseitige Nahrung auszugleichen,
was die grof3e Bedeutung der Endosymbionten furWirée in stoffwechselphysiologischer
Hinsicht offenbart. Auch andere Stoffe, wie z. Bn8ochemikalien (zwischen Organismen
wirkende Botenstoffe) oder Antibiotika, kdnnen vdan Symbionten bereitgestellt werden.
Dabei zeigt sich, dass das Vorhandensein von besém Mikroorganismen fur manche
Insekten-Wirte sogar von Nachteil sein kann, weresal aus dem Nahrungssubstrat ihrer
Wirte bestimmte flichtige Stoffwechselprodukte belfen, die als so genannte Kairomone
Pradatoren anlocken kénnen (DETTNER, 2003).

Untersuchungen von obligaten Endosymbiosen mitkiesewaren in der Vergangenheit
fur intensive experimentelle Analysen nahezu unmbglErst durch das Aufkommen
moderner biochemischer und molekulargenetischehdtin konnten in den letzten Jahren
neue Wege beschritten werden, die faszinierendbliEke in diese noch fremde Welt mit
ihren zahllosen Lebensgemeinschaften ermdglichen.

Neben den zahlreichen fakultativ symbiontischen rbldkganismen aus diesen Insekten,
die sich zu einem groRen Teil auf kinstlichen N&ti®n kultivieren lassen, steigt
kontinuierlich die Zahl derer, die erst mit Hilferdmolekularbiologischen Methoden entdeckt

und phylogenetisch eingeordnet werden konnten uadsidh nur sehr schlecht bzw. nicht



Einleitung 4

kultivieren lassen. Man geht davon aus, dass &leebbeschriebenen Bakterienarten, welche
mit herkdbmmlichen mikrobiologischen Methoden isdlerden konnten, nur die Spitze des
Eisberges darstellen. Untersuchungen zufolge sied weniger als 1% der vermuteten
Gesamtartenzahl der Bakterien, die auf eine Milgeschatzt wird (PRAKTIKUMSSKRIPT
OKOLOGISCHE MIKROBIOLOGIE, 2004), beschrieben.

Einer dieser nicht kultivierbaren Vertreter ist @or wenigen Jahren in Kurzfliglern der
GattungPaederus s. I. (s. I.: UntergattungePaederus und Paederidus) molekularbiologisch
nachgewiesenes gramnegatives Bakterium, dessen steéchVerwandter dasy-
ProteobakteriumPseudomonas aeruginosa ist (KELLNER, 2001). Man weil3 von der
Bakterienfamilie der Pseudomonaden, dass sie séhiighals Endosymbionten in vielen
verschiedenen Arten von Insekten anzutreffen itHKTRAL et al., 2000). Dieses auch als
Paederus-Endosymbiont oder, Pseudomonas paederi® klassifizierte Bakterium kommt
ausschlieBlich in  weiblichenPaederus-Kafern vor, die in ihrer Hamolymphe und
verschiedenen Kompartimenten das toxische Amid fedenthalten. Diese Weibchen
werden als ,+“-Weibchen bezeichnet und sind in dage, Pederin fortwahrend selbst zu
synthetisieren. Es kommt bei ihnen in einer maxéanadlonzentration von bis zu 20 ug/Tier
vor (KELLNER, 1994). In allen mannlichen und eindrastimmten Prozentsatz weiblicher
Kafer lasst sich Pederin jedoch nur in verschwinldgeringen Konzentrationen finden. Diese
ca. 10% der Weibchen werden auch als ,-“-Weibcherelzhnet. Sie sind nicht wie die zur
Pederin-Synthese befahigten ,+“-Weibchen in derd,atgn Giftstoff kontinuierlich tber die
Eier an ihre Nachkommenschaft weiterzugeben. Beildgven dient der Naturstoff in erster
Linie dazu, diese vor Pradatoren, wie Spinnen, chilzen (KELLNER, 2000). Generell
entfaltet Pederin eine cytotoxische Wirkung unditkedAntitumoraktivitat, was auf eine
Blockierung der Proteinbiosynthese am Ribosom und Blemmung der Mitose (PAVAN,
1982) zuriickzufuhren ist. Diese beiden Aspekte miaalias Pederin fir die medizinische
Forschung zu einem &ufRRerst interessanten Untensgsbiojekt.

Das Toxin Pederin galt Gber 30 Jahre lang als gamiig in der Natur, da es bis zu diesem
Zeitpunkt ausschliel3lich aus terrestrischen Kateyn GattungPaederus s. |. isoliert werden
konnte. Erst ab dem Jahr 1988 wurden aus marinew&@omen Stoffe mit analogem Bau
und ahnlicher Wirkweise extrahiert (PERRY et aB88; SAKEMI et al., 1988). Es wurde
schon lange vermutet, dass die wahren Wirkstofimzedten medizinisch interessanter
Naturstoffe, wie komplexer Polyketide (DETTNER, B9®der nichtribosomaler Peptide, die
typischerweise aus Mikroorganismen isoliert werderjst nicht die Tiere selbst, sondern

speziell angepasste, mit ihnen in Symbiose lebdBalderien sind (PIEL, 2004). Diese
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Annahme konnte damit bestarkt werden, dass zumnmeisde der bis heute entdeckten
Naturstoffe bakteriellen Stoffwechselprodukten s@tmlich sind und zum anderen identische
bzw. fast identische Naturstoffe in nicht anndhemiieinander verwandten Tiergruppen
gefunden werden, die allesamt bakteriellen Urspswengd (z. B. Tetrodotoxin).

Ob nun bestimmte Bakterien flr die Synthese desrtexiverantwortlich sein kdénnten,
versuchte man im Falle dePaederus-Kafer mit Hilfe spezieller Futterungsversuche
aufzuklaren. Dabei wurden Larven, die von ,-“-Wdiba stammten mit Eiern von ,+"-
Weibchen gefittert. Diese Larven waren dann aldtadileibchen in der Lage, Pederin in
grofen Mengen kontinuierlich zu produzieren. Diagtepe Produktionsfahigkeit von Pederin
blieb jedoch aus, wenn die Eier der ,+“-Weibchenrhes aul3erlich mit bestimmten
Antibiotika oder mit Hitze oder Kélte behandelt wen (KELLNER, 2001). Durch diese
Beobachtungen wurde die urspriingliche Annahme, digssveiblichen Kafer selbst fur die
Synthese dieses Stoffes verantwortlich sind, psektwiderlegt. Gleichzeitig unterstiutzten sie
die Vermutung, dass es sich bei dem eigentlichedi2enten des Polyketids Pederin um ein
noch nicht identifiziertes, endosymbiontisch in de€éfern lebendes Bakterium handeln
musste.

Den entscheidenden Beweis fir das tatsdchliche avoldnsein dieses bis dato
unbekannten bakteriellen Pederin-Produzenten tesferUntersuchungen der aus ,+%-
Weibchen isolierten DNA. Dabei wurde nach bestimmBolyketidsynthase-Genen (PKS-
Gene) gesucht, welche fir die Synthese des Pedearentwortlich sein kdonnten und
demzufolge auch nur in den zur Naturstoffsynthesétbgten Individuen vorkommen
sollten. Ein Genombereich aus acht Genped-Cluster), der ausschliel3lich in den ,+"-
Weibchen gefunden wurde und der sich auf einer #&.kb grof3en, so genannten
~.genomischen” oder ,Symbiose-Insel” befand, kons@hlielich mittels Sequenzierung
entschlisselt und als Pederinsynthese-Maschirggifiziert werden (PIEL, 2002). Weitere
Untersuchungen dieses Genombereichs und angremzédubehnitte zeigten schlief3lich
auch, dass die Pederin-Gene nicht aus dem GenorKdess stammen konnten, sondern
bakteriellen Ursprungs waren und - bis auf jeneereth des opportunistischen Pathogens
Pseudomonas aeruginosa tauschend ahnelten. Eine weitere Analyse der Genaagab, dass
die ped-Region beiderseits von Transposase-Pseudogeneenzéegvird, was auf deren
Insertion ins endosymbiontische Genom wahrend €elmasspositionsereignisses hindeutet.
Dies bedeutet, dass die PKS-Gene mit sehr hoherrsstadinlichkeit durch horizontalen
Gentransfer von einem anderen Bakterium in einenlébenden Vorfahren dd%aederus-

Endosymbionten Ubertragen worden sind. DerartigéfBéreiche konnen in bezeichnender
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Weise die Stoffwechsel- und Besiedlungsfahigkeden Bakterien verstarken und erlauben
eine bakterielle Evolution in Quantenspringen (P#ERI., 2004).

Das Vorhandensein eines hoéchst mobilen genomis@&lements, welches symbiose-
relevante Gene enthélt, konnte erklaren, warum fitedénliche Metabolite weit verbreitet
aus nicht miteinander verwandten Tieren isoliert rdea konnten, die in den
unterschiedlichsten Umgebungen leben. Diese ,baareggi symbiontischen Inseln* kénnten
durch die Infektion mit Phagen oder durch andereciMaismen zwischen verschiedenen
Bakterien Ubertragen worden sein und sie zu syntisn kompetenten Bakterien gemacht
haben. Im Falle defaederus-Endosymbionten hat eine derartige ,Symbiose-Ingeié
Mobilitatsrolle offensichtlich aufgrund des Verlastbestimmter Gene eingebif3t und scheint
nun ein fester Bestandteil des symbiontischen Genam sein. Ebenso konnten diese
.Stabilisierten Inseln” bei mehreren Pathogenenbbebtet werden. Es wird angenommen,
dass sie das Ergebnis eines adaptiven Vorgangs wigéldrend dessen die ,Insel* nicht
essentielle Gene beseitigt, um schlie3lich eirefeBestandteil des Kern-Genoms zu werden
(HACKER & KAPER, 2000). Bis auf dgsed-Cluster und eirter-Cluster (siehe unten) weist
der Abbau fast aller ,Insel-Gene" inPaederus-Symbionten auf einen ahnlichen
Mechanismus hin. Der Erwerb der auf dieser ,Insslfzenden PKS-Gene konnte ein
wichtiger Schlisselschritt in der Evolution diesgsggewdhnlichen Mutualismus zwischen
Kurzfligelkafern der GattunBaederus s. |. und dem Pederin produzierendesgudomonas
ahnlichen Bakterium gewesen sein (PIEL et al., 200&L, 2005). Das Vorkommen von
Pederin ausschliel3lich bei der GattUPaederus s. I. zeigt, dass diese Naturstoff-Symbiose
wesentlich jinger ist als die eingangs schon ervgtfamiliendeckende Wechselbeziehung
zwischenBuchnera-Bakterien und Blattlausen, die sich offenbar vdéseri200 Millionen
Jahren gebildet hat und in deren Verlauf sich eideastische Reduktion des
Symbiontengenoms aufgrund der intrazellularen Letverse vollzogen hat (BAUMANN et
al.,, 1995). P-Symbionten, die eine sehr alte Vehlmg mit ithren Wirten pflegen,
charakterisieren sich in der Regel durch ein kkeigenom und einen G+C-Gehalt von
weniger als 30%. P-Symbionten hingegen, die eihe jsmge Verbindung mit ihren Wirten
pflegen (und auch S-Symbionten), zeichnen sichidiumermediare GenomgréRen und G+C
Prozentsatze bezuglich alterer P-Symbionten undefoender Verwandter aus (HEDDI et al.,
1998; DALE & MAUDLIN, 1999; MOYA et al., 2002).

Dass es sich bei der Pederin-Symbiose um eine e&rgstehung handelt, spiegelt sich in
der Tatsache wider, dass diese Beziehung eher té@nblég und nicht obligat ist, da ungefahr
10% derPaederus-Weibchen in der Natur symbiontenfrei sind (KELLNEBRDETTNER,
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1995; KELLNER, 1999). Ein Vergleich der Genomgroéf@esBuchnera- und desPaederus-
Endosymbionten mit denen ihrer frei lebenden n&chsterwandtenEscherichia coli (4,6
Mbp) (BLATTNER et al., 1997) bzwPseudomonas aeruginosa (6,3 Mbp) (STOVER et al.
2000), bestéatigt dies zuséatzlich. Dabei zeigt sttdss dag8uchnera-Genom mit ca. 640 kb
siebenmal kleiner ist als das vén coli (SHIGENOBU et al., 2000; TAMAS et al., 2002;
VAN HAM et al., 2003), jedoch daBaederus-Endosymbiont-Genom mit ca. 4-5 Mbp (PIEL,
schriftl. Mitt.) nur ca. eineinhalbmal kleiner ials das vorP. aeruginosa. Auch der fir den
Paederus-Endosymbionten relativ hohe G+C-Gehalt von ca. §5%L, schriftl. Mitt.) im
Gegensatz zu dem sehr geringen G+C Prozentsateard®6% beBuchnera (SHIGENOBU
et al., 2000; TAMAS et al., 2002; VAN HAM et al.0@3) zeigt, dass es sich bei der Pederin-
Symbiose um eine sehr junge Beziehung handeltbdieden Kafern wahrscheinlich erst
innerhalb des Tribus entstanden ist. Wendet maawdlaie ,molecular clock-Hypothese* an,
l&sst sich eine Aufspaltung des Symbionten beiGltungPaederus s. |. berechnen, die vor
ca. 16,5 Millionen Jahren stattgefunden hat (Pl&dhyriftl. Mitt.). Diese Hypothese wird in
der Genetik benutzt, um den Zeitpunkt der Aufspajtuzweier Arten von einem
gemeinsamen Vorfahren zu bestimmen und die Evaistiauer abzuschatzen.

Neben denped-Synthesegenen enthillte die Sequenzierung der hige-Insel* das
Vorhandensein einer zweiten, ebenfalls nichtPseudomonas aeruginosa vorkommenden
Region. Dabei handelt es sich um ein funktions@hid ellurit-Resistenz-Operortex(-
Cluster) (PIEL et al., 2004). Beispiele fur eingadge Resistenz gegentber dem toxischen
Schwermetall Tellur sind fur eine Vielzahl von Ragkhnen bekannt, und man nutzt diese
Eigenschaft, um pathogene Bakterien selektiv zlieilem (TAYLOR, 1999). Obwohl bis
heute fast nichts Uber die eigentliche Rolle bekasin die diese Resistenz-Gene bei der
bakteriellen Fitness spielen, konnte gezeigt werdasster-Cluster auch Resistenz gegen
Bakteriophagen und Bakteriocine (antibakteriellet€ine) verleinen kénnen (WHELAN et
al., 1995). Zudem wird angenommen, dass diese &lustie Zelle vor
Verteidigungsreaktionen ihrer Wirte mittels einespezifischen Mechanismus schitzen. Die
sequenziertéer-Region dedaederus-Endosymbionten konnte dessen Uberleben in dhmliche
Art und Weise fordern.

Obwohl viele endosymbiontische Bakterien eine dselseé Reduktion ihres Genoms
erfahren haben, kodieren einige konservierte Gaine efssentielle endosymbiontische
Faktoren, von denen man annimmt, dass sie in patfewsg Bakterien virulenzassoziiert
auftreten (GOEBEL & GROSS, 2001). Diese fur besttmiirulenzfaktoren kodierenden

Gene befinden sich bei vielen pathogenen Bakten#rso genannten ,Pathogenitats-Inseln®,
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die in der gleichen Weise wie dg%d-Cluster bei denPaederus-Symbionten durch
horizontalen Gentransfer erworben wurden. Es sthéass mutualistische Endosymbionten
aus parasitaren Bakterien als abgeschwachte Paibdgevorgegangen sind und umgekehrt.
Diese Annahmen werden durch phylogenetische undleiehende genomische Analysen
gestutzt (EWALD, 1987). In einem bestimmten Stadider Wechselbeziehung wurden
manche dieser Virulenzfaktoren sogar nitzlich bamverzichtbar fir die Verbindung, und
aus den ehemals schadigenden Bakterien entstaritgdrsthnitzliche Mitbewohner. Sie
verschafften ihren Wirten durch die Produktion zm#gher Stoffe, so genannter sekundéarer
Metabolite, einen enormen Fitnessvorteil.

Dies zeigt sich besonders am Beispiel der PedemmHie, die hinsichtlich ihres
Vorkommens in rezenten Spezies derzeit 36 Mitgliedss acht verschiedenen Tiergattungen
umfasst (NARQUIZIAN & KOCIENSKI, 2000; SIMPSON et £000; VUONG et al., 2001;
PAUL et al., 2002) und mit dem Polyketid Pederin wlessen Derivaten Pseudopederin und
Pederon den einzigen terrestrischen Vertreter aiferK der GattundPaederus s. |. stellt.
Alle Ubrigen Mitglieder dieser interessanten NamwffsFamilie konnten bislang
ausschlief3lich aus marinen Lebensraumen isoliendeve

Die schon erwahnte cytotoxische Wirkung und Antitwaktivitat von Pederin und dessen
marinen Verwandten ist in der medizinischen Foraghuohlbekannt. Viele dieser
pharmakologisch aktiven Stoffe gelten als poteletidedikamente der Zukunft im Kampf
gegen Krebs und Infektionskrankheiten. Sie lasseim jedoch nur sehr selten in gréf3eren
Mengen gewinnen, da bis heute noch nicht ein e&szidieser Naturstoff produzierenden
Bakterien erfolgreich von seinem Wirt isoliert ukwltiviert werden konnte. Eine Produktion
dieser viel versprechenden Arzneimittel-Kandidaierokologisch nachhaltiger Weise und
theoretisch unbegrenzter Menge ist daher noch mgiglich. Deshalb ist es von immenser
Bedeutung, sich diesen komplexen symbiontischete8ysn mit molekularen Methoden zu
nahern, um so deren Funktion und biologische Bemgutentschlisseln zu kénnen. Die
Entwicklung exakt abgestimmter bakterieller Kukimangssysteme oder die heterologe
Expression symbiontischer Biosynthesegene in koempen, leicht zu kultivierenden
Bakterien konnte letztlich zu einer LOosung des matax@ noch bestehenden
Versorgungsproblems mit fast allen dieser Arzndehiikandidaten flihren.

Mit dem Pederin produzierenden Endosymbionten iah rdiesem Ziel ein gutes Stick
naher gekommen. Der Produzent des pharmakologiktitema Naturstoffes ist der erste

Vertreter einer mutualistischen Insekt-BakteriuneBbung, bei dem es gelungen ist, dessen
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vermutete Biosynthesegene erfolgreich zu klonianed fir den zur weiteren Forschung in
naher Zukunft umfangreiche genetische Daten zufiigang stehen (PIEL, 2004).

1.2 Die Familie der Staphylinidae: eine Kurzibersiht

Als der schwedische Wissenschaft@arl Nilsson Linnaeus (Carl von Linné) 1758 die
Beschreibung der ersten 19 Staphyliniden-Arten fiemtichte, war ihm sicherlich nicht
bewusst, dass die Erforschung dieser Kafer-Farfabe 250 Jahre spéter zur Beschreibung
von weit Uber 47000 Arten fuhren sollte (THAYER 020).

Die folgende Abbildung Abb. 1) zeigt dekadisch, wie sich die Beschreibung der
Staphyliniden-Gattungs- und -Artenzahlen weltweih vlen Anfangen Carl von Linnés bis in

die heutige Zeit explosionsartig entwickelt hatdunan geht davon aus, dass mehr als 75%
aller tropischen Arten noch nicht beschrieben $fFRIANK & THOMAS, 2005).

= |
— Species |
— Genera {

3000 4 I 1 o IR T o e T p

2000 : 1 1. L e

. [d ] . i
mmaugo1mw2oau4050w?Daueolmwzcaomsosomaosom

Abb. 1: Graphische Darstellung der dekadisch besclgbenen Arten-und
Gattungszahlen von Kurzfliglern zwischen 1758 und 999 (nach
HERMAN, 2001).

Die Staphylinidae (Coleoptera) gehoren zur Unterondy der polyphagen Kafer. Sie

stellen bei uns in Mitteleuropa mit ihren fast 2008schriebenen Arten die artenreichste
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Kaferfamilie dar (FREUDE et al., 1964). Man kanme $eicht an ihren stark verkurzten
Fliigeldecken, den Elytren, erkennen (sidbé. 2 und3).

Abb. 2: v. I. n. r.: Paederus riparius,
Emus hirtus, Ocypus olens (nach
HARDE & SEVERA, 2006).

Diese lassen den grof3ten Teil des Hinterleibs wedded mindestens jedoch 4-5 Tergite.
Damit haben die Vertreter dieser Familie letztlizs wieder aufgegeben, was den evolutiven
Fortschritt der Kafer allgemein stark begunstigt, m@mlich die zu Elytren umgebildeten
Vorderflugel, die in Verbindung mit der Gbrigenrken Panzerung des Koérpers den Kafern
einen sehr guten Schutz, insbesondere des Abdonefiesten. Dieser Umstand macht die
meisten Kurzflugler starker anfallig gegeniiber Affign durch Rauber (aber auch gegenuber
Austrocknung) als ihre Ubrige Kaferverwandtschi#. ist daher nicht verwunderlich, dass
man Staphyliniden in fast allen feuchten Gegendéndar Erde finden kann. Mit ihrem
beweglichen Abdomen kodnnen sie in Luckensystemésr #rt vorkommen. Das sind
Kleinstlebensraume, die sich z. B. unter Baumrinde, Pilzen oder auch zwischen
Bodenpartikeln finden (DETTNER, 1991); aber auchn®wnd Aas gehéren zu ihren
Lebensraumen. lhre Verbreitung in Trockengebiewndabei auf feuchte Mikrohabitate
begrenzt. Einige Arten kommen ausschliel3lich anKigsten der Ozeane vor, obwohl es dort
bei Flut zu Uberschwemmungen kommen kann. Andeteernasich an ein Leben als
Mitbewohner in Ameisen- oder Termitenkolonien aragsp, und einige Arten leben sogar in
den Nestern von Saugetieren, um dort Floh- undyétirven jagen zu kénnen (ARNETT &
THOMAS, 2001).

Als Rauber von Insekten und verschiedenen andenegrtebraten gehen Kurzflugler im

Boden, unter Steinen und zwischen abgestorbeneamZgihmaterial dem Beutejagen nach.
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Um sich zwischen den Bodenpartikeln gut bewegelkénnen, haben diese Insekten einen
lang gestreckten Habitus - 0,5 mm (einige Aleoatawiund Pselaphine) bis 50 mm (einige
Staphylininae) lang; die meisten sind 2-8 mm lahgAYER, 2005) - mit stark verklrzten
Fligeldecken entwickelt. Diese Kurzelytrigkeit bnee neben der Gefahr einer schnellen
Austrocknung den weiteren Nachteil eines vollig esahitzten Abdomens gegenuber
potentiellen Fressfeinden mit sich. Deshalb enteltek viele Arten unabhangig voneinander
Wehrdriisen (ARAUJO, 1978; DETTNER, 1983, 1993; FRKAB KANAMITSU, 1987).
Bei Vertretern der Kurzfliigler-Gatturiggederus s. |. (Unterfamilie Paederinae; Coleoptera)

(sieheAbb. 3) konnten derartige Pygidialdriisen nicht nachgesviaserden.

Abb. 3: Habitus von Paederus riparius (nach O. Borosnowa; http://photo.bov.com.ru).

Es wurde allerdings eine abdominale Komplexdrisshmeben (HERMAN, 1981), die
andere Vertreter der Staphylinidae nicht besitzBETITNER, 1993). Die biologische
Bedeutung dieser Driuse fur die Kafer liegt hochbtaeheinlich in der Speicherung und
Externalisierung des toxischen Amids Pederin bedgtirwelches den Tieren zur chemischen
Abwehr von Pradatoren (hauptséchlich Spinnen) d8REBE, 2007; siehe audhd).

Innerhalb der weltweit mehr als 47000 Staphylinideten sind die Paederinae als eine der
insgesamt 31 Unterfamilien mit 225 Gattungen véstre die sich aus 5962 Arten
zusammensetzen (HERMAN, 2001). Eine dieser 225u6gé¢in ist die Gattungaederuss. I.,
von der es weltweit mehr als 600 beschriebene Agiieh(FRANK, 1988). Die meisten dieser
Spezies leben bevorzugt an sandigen Ufern undisinDurchschnitt 7-13 mm lang. Kopf
und Abdominalspitze sind typischerweise schwarmgrak und Abdominalbasis orange, und
sie besitzen blau- bis grinmetallische Elytrenidé@mrten sind ganz schwarz mit metallisch
glanzenden Elytren, andere sind komplett orangérbe(FRANK & KANAMITSU, 1987).
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Der in Abb. 31 Unterfamilien zeidie

Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der Stapiada und die Stellung der Paederinae als

4 dargestellte Stammbaum aller

Schwestergruppe der Staphylininae mit ihren kndjfjGArten weltweit.

Scydmaenidae
Silphidae

Glypholomatinae

Omaliine group Empelinae

Omaliinae
Microsilphinae
Proteininae
Micropeplinae
Neophoninae
Dasycerinae
Protopselaphinae
Pselaphinae
pessssssssnsTachyporinae pars

== Tachyporine group =smmaTachyporinae pars
hsssssssssnannnssnnnnannnny | [--Phloeocharinae
Olisthaerinae
=== msmsTachyporinae pars
Trichophyinae
_E Habrocerinae

Aleocharinae

e T rigonurinae

‘ Apateticinae
Oxyteline group b Scaphidiinae

Piestinae

Osoriinae
B Oxytelinae
p— O X\/DOriNAE

e |\egalopsidiinae

Steninae

Staphylinine group

=== probably monophyletic
possibly monophyletic
=sms probably not monophyletic

= s Euaesthetinae
——— SOlieriinae
p— |_cptotyphlinae

pe— Pseudopsinae

Paederinae
Staphylininae

Abb. 4: Staphyliniden-Stammbaum:
nach LAWRENCE & NEWTON
(1982, 1995), ASHE & NEWTON
(1993), WELCH (1993), NEWTON &
THAYER (1995), HANSEN (1997a).

1.3 DerPseudomonas ahnliche Paederus-Endosymbiont

Pseudomonaden sind ubiquitéar vorkommende Mikroosgaen, die in Umgebungen, wie
Wasser, Boden, Pflanzen, Menschen, Tieren, Krarikesdrn oder Insekten, gefunden
werden kdénnen (KAPATRAL et al., 2000). Sie gehtadle zum Reich der Proteobakterien
(MADIGAN et al., 2002). Pseudomonaden haben satfaeihe Nahrstoffanforderungen und
besitzen die bemerkenswerte Eigenschaft, versamséelerganische Verbindungen fur ihre



Einleitung 13

Energiegewinnung zu nutzen. Sie wachsen bei neuatfH-Werten und bei Temperaturen im
mesophilen Bereich (mittleres Temperaturoptimuney, sich von ca. & im Minimum bis
ca. 50C im Maximum erstrecken kann. Pseudomonaden siachigggative, polar begeilielte
(einzelne oder multiple Geil3eln) Stabchen, dieled.um lang, ca. 0,5-1 pm breit und sehr
beweglich sind (KAPATRAL et al.,, 2000) und keine u@astadien (Sporen) bilden. Sie
besitzen einen respiratorischen Stoffwechsel unid silaher obligat aerob. Wenige
Pseudomonas-Spezies sind in der Lage, unter Sauerstoffaussshlanaerob) zu wachsen.
Dabei verwenden einige von ihnen anaerob NitratEdktronenakzeptor, andere Arginin
anaerob als Energiequelle (MADIGAN et al., 2002).

Manche Pseudomonaden produzieren wasserloslicheeRtg, die blau-grin fluoreszieren,
wenn sie ultravioletter Strahlung ausgesetzt wel@&@PATRAL et al., 2000). Aus dieser
fluoreszierenden Gruppe stammt auch die pathogehd®gudomonas aeruginosa (siehe

Abb. 5). Dieses Bakterium gehort zur fluoreszierengdimtergruppe der Proteobakterien.

il

i—__"l‘ > - A _\
"-'lA‘ Yo LA
Abb. 5: Pseudomonas aeruginosa-Kolonie; nach James A.
Sullivan; http://www.cellsalive.com/cover3.htm.

Pseudomonas aeruginosa ist kein obligat pathogenes Bakterium, sonderreisthvielmehr
opportunistisch veranlagt zu sein. Es kommt nebemgébungen, wie im Wasser, im Boden
oder der Vegetation, auch in der Krankenhausumveglund kann dort schwere Infektionen
bei Personen auslosen, deren Immunabwehr durchehesste Krankheiten, wie
Mukoviszidose (cystische Fibrose), oder infolge v@perationen (Intensivpatienten)
geschwacht ist (GOVAN & DERETIC, 1996). Zudem kaPseudomonas aeruginosa auch
schwere Infektionen in Insekten- (JANDER et alQ@) Nematoden- (MAHAJAN-MIKLOS
et al., 1999) und Pflanzenwirten (RAHME et al., 898ILO-SUH et al., 2002) verursachen.

Die Kompetenz vorP. aeruginosa, die verschiedenartigsten, teilweise todlicherektibnen
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zu verursachen, liegt in einem Arsenal an Virulakiren und zahlreichen
Verteidigungsmechanismen begriindet. Die Viruleesels Bakteriums ist abhangig von einer
gro3en Anzahl von zellassoziierten und extraze#udFaktoren. Deren Expression wird
durch so genannte ,quorum sensing“-Systeme (cadktbsignaling systems) gesteuert und
erlaubt so eine koordinierte, zelldichte-abhandtgeduktion dieser Faktoren (PASSADOR &
IGLEWSKI, 1995). Wie viele andere Bakterien ist laueseudomonas aeruginosa in der
Lage, eine extrazellulare polymere Matrix, einen ganannten Biofilm, zu produzieren
(COSTERTON et al., 1995), der es in der Natur wveindlichen Umweltbedingungen
schitzen soll (COSTERTON & STEWART, 200@®. aeruginosa-Zellen, die in einen
Biofilm eingebettet sind, zeigen eine charaktesddti hohere Resistenz gegenuber der
Immunantwort ihres Wirtes und antimikrobiellen Betlingen als ,biofilmfreie® Zellen
(COSTERTON et al., 1999; SINGH et al., 2000; DRENKA & AUSUBEL, 2002).

Das Pathogen ist naturlicherweise gegenuber vieferibiotika resistent. Diese
medizinisch relevante Eigenschaft verleint ihm ddtasmid, das mehrere Gene zur
Detoxikation dieser Antibiotika tragt (MADIGAN et.a2002). Auf diesem Plasmid befinden
sich zudem Gene, die fur eine Schwermetall-Resigi@necksilber) kodieren.

Ein ahnliches Resistenz-Gen gegen ein bestimmteae3metall findet sich direkt neben
einer ,Symbiose-Insel“ (PIEL et al., 2004) des rR#geudomonas aeruginosa sehr nahe
verwandten, aber noch nicht kultivierbareéaederus-Endosymbionten (siehe auéhl). Die
Resistenz richtet sich hierbei gegen das Metalluf,elvelches z. B. in der Salzverbindung
Kaliumtellurit (K;TeO;) enthalten ist. Diese Eigenschaft konnte fur eimé&gliche
Selektivierung auf einem HeOs-haltigen Medium ausgenutzt werden. Die genaue framk
dieser alster-Gene (PIEL et al., 2004) bezeichneten ResistemeGst noch nicht genau
geklart. Es wird jedoch vermutet, dass die Restsgggen diese giftigen Salzverbindungen
nur eine sekundare Eigenschaft darstellt, da TieBalze in der Natur sehr selten sind
(TAYLOR, 1999). Um die Funktionalitat desr-Clusters zu Uberprifen, wurde dieses mit
Hilfe eines Vektors inEscherichia coli transformiert. Die erhaltenen bakteriellen Klone
wurden anschliel3end auf einemTi€Os-haltigen Medium (500 pg/ml) ausgebracht. Klone,
die den Vektor mit derter-Genen enthielten, wurden resistent und konnten darh
Schwermetall-Medium wachsen. Die Bakterienkolonsamd dabei schwarz, was auf eine
intrazellulare Kristallbildung elementaren Telluesiriickzufiihren ist (TAYLOR, 1999).
Kontroll-Klone, die nur den leeren Vektor enthieltavaren nicht in der Lage, auf diesen
Tellurit-Medien zu wachsen. Damit war zwar die Rimkalitdt dieserter-Gene bestatigt,

jedoch nicht, ob eine Expression durch den Endogymén selbst erfolgt.
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Wie liel3 sich der unbekannte, nicht kultivierbarad&symbiont nun phylogenetisch
einordnen? Der Abgleich der von KELLNER (2001) ehtdsselten endosymbiontischen 16S
rDNA-Sequenz mit verschiedenen Datenbanken ergslunien als Stammbaum aufgefiihrte
Verwandtschaftsverhaltnis dd2aederus-Endosymbionten (sieh@bb. 6). Eine sehr nahe

Verwandtschaft z&Pseudomonas aeruginosa geht daraus deutlich hervor.

f Pysendomonays halophila (AB021383)
Marinobacter hydrocarbonociasticus (X67022)

Pseudomonas fluorescens (D84013)
Psendomonas putida (D84020)
Pseudomonas anguilliseptica (AB021376)

Pseudomonas alcaligenes (D840006)

Pseudomonas resinovorans (AB021373)
unidentified deep sea bacterium (AB015573)

. Pseudomonas aeruginosa (AE004844)
Paederus-Endosymbiont (AJ316018)
Glossing morsitans P-endosymbiont (1.37339)

ﬁ': Glossina morsitans S-cndosymbiont (M99060)
Escherichia coli (V00348) ';_";

100

Abb. 6: Phylogenetischer Stammbaum, in den dePaederus-Endosymbiont sowie
mit ihm verwandte Spezies anhand ihrer 16S rDNA-Sagenzen eingegliedert
wurden (verandert nach KELLNER, 2001).

Um ein Vorhandensein dePaederus-Symbionten auf molekularer Ebene eindeutig
beweisen zu koénnen, wurden spezifische PCR-Prinoasstkuiert. Diese Oligonucleotide,
KS1F/KS1R (PIEL, 2002), sind komplementar zu eie@izigartigen Basensequenz des
entschlisselten Pederinsynthese-Clusters und dideerAmplifizierung eines exakt 157
Basenpaare langen Abschnitts. Dessen Nachweislsni&elelektrophorese detektiert den

Endosymbionten eindeutig.

1.4 Der Naturstoff Pederin

Die toxische Wirkung des atfaederus-Kafern stammenden Naturstoffs Pederin war schon
vor tber 1200 Jahren in der chinesischen Medizikaet (FRANK & KANAMITSU, 1987).
Im Jahre 739 wurde von Ch’en ein Insekt namesing yao ch’ung“ beschrieben, welches
ein starkes Gift enthielt. Grinde fir eine Gleielisng dieses Insektes mit dem Kurzfligler
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Paederus fuscipes lieferten Mitte des 20. Jahrhunderts CHOU (19570 KONISHI & ITO
(1973).

Da schon sehr lange bekannt war, dass die Fangiti©tkafer (Coleoptera: Meloidae) das
Toxin Cantharidin enthalt, glaubten einige Autorgn B. GOLDI, 1913; ROBERTS &
TONKING, 1935), dass es sich bei détaederus-Toxin ebenfalls um Cantharidin handelte.
Versuche, den Giftstoff auBaederus zu isolieren und dessen Wirkweise zu untersuchen,
fuhrten zu dem sich spater als falsch herausstilerErgebnis, dass es sich dabei um
Cantharidin oder eine sehr ahnliche Substanz handekste (WADA, 1926; TAKASAKI,
1933, 1934; GENEVRAY et al., 1934; CASTELLI 1935Buch ITO (1934b) entdeckte,
dass die chemischen Eigenschaften Resler us-Giftes denen des Cantharidins sehr &hnlich
sind, sich jedoch die klinischen und histologiscliggenschaften wesentlich unterschieden.
Aufgrund dieser Unterschiede nannte er den Gift$2akderidin. Den Namen Pederin tragt
das Kéafergift seit 1953, nachdem Kristalle davos dem KurzfliglerPaederus fuscipes
aufgereinigt werden konnten (PAVAN & BO, 1953). nkemische Struktur dieses Amids
(sieheAbb. 7 A) mit der Summenformel £H4sO9N (QUILICO et al., 1961) konnte erst
Jahre spater aufgeklart werden (CARDANI et al.,58&, 1966, 1968; MATSUMOTO et
al., 1964, 1968; FURUSAKI et al., 1968; BONAMARTINODORRADI et al., 1971) ebenso
wie seine chemische Charakterisierung, fur die fage25 Millionen Exemplare (ca. 100 kg)
der ArtPaederus fuscipes benétigt wurden (PAVAN & VALCURONE DAZZINI, 1971).

Pederin stellt bis heute das am kompliziertestdragie Kafergift auRerhalb der Proteine
dar (PAVAN, 1975; MEINWALD, 1977; DETTNER, 1991) tnistark cytotoxischen
Eigenschaften [Hemmung der Proteinbiosynthese kaBwotenzellen (BLUNT et al., 1990)].
Es wirkt als Kontaktgift, wobei es sogar die Wirkudes Parathions (E 605) weit Ubersteigt
(BETTINI, 1958). Zudem gilt der Naturstoff als kia 75mal starker als Cobragift (ARNETT
& THOMAS, 2001). Pederin gehort zur Gruppe der Retie, die als Derivate der
Essigsdure auch Acetogenine genannt werden und denegrof3ten Naturstoffklassen
uberhaupt mit zahlreichen biologisch aktiven Veemne darstellen.

Das giftige Amid ist im gesamten Korper vétaederus s. |. verteilt, wobei sich eine
hauptsachliche Anhaufung in der Hamolymphe der\Wéibchen findet (PAWLOWSKY &
STEIN, 1927; GENEVRAY et al., 1934; ITO, 1934a; PAN, 1963), die den Stoff auf ihre
Nachkommenschaft tbertragen (KELLNER & DETTNER, 83P9n den Kafern wurden
neben dem Pederin noch zwei weitere Amide mit s#étmlicher Struktur und analoger

Wirkweise gefunden. Es handelt sich dabei um diddmePederin-Derivate Pseudopederin
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(C24H4309N) (QUILICO et al., 1961) (sieh&bb. 7 B) und Pederon (£&H4409N) (CARDANI
et al., 1967) (siehabb. 7 C).

Abb. 7 A, B, C: chemische Strukturformeln: Pederin(A), Pseudopederin (B), Pederon (C) (veréndert
nach PIEL, 2004).

Diese strukturell ungewohnlichen Verbindungen gmaiiber 30 Jahre lang als einzigartig in
der Natur, bis 1988 aus neuseelandischen Schwardere@attungMycale und japanischen
Schwammen der Gattungheonella Amide mit analogem Bau und ahnlicher Wirkweise

isoliert wurden: Mycalamid A (sieh&bb. 8) und Onnamid A (sieh@bb. 9) (PERRY et al.,
1988; SAKEMI et al., 1988).

(0] QOOH
OH NN
OH H
_/\/ HO"
HoN NH
MeOOH y O ' MO OH y O g <
O N “"OMe O -~ N “1OMe NH
m b m 9!
Abb. 8: Strukturformel von Mycalamid A Abb. 9: Strukturformel von Onnamid A
(nach PIEL, 2004). (nach PIEL, 2004).

Seitdem wurde aus Schwammen dieser und anderam@att eine groRe Anzahl weiterer,
sehr ahnlicher Verbindungen isoliert (PERRY et dl990; FUSETANI et al., 1992;
MATSUNAGA et al., 1992; KOBAYASHI et al., 1993). Bse Gruppe der Pederin &hnlichen
Substanzen besteht aus zahlreichen Mitgliedern ebinfalls starkem Antitumor und
antiviralen Aktivitditen (PERRY et al., 1990; NARQUAN & KOCIENSKI, 2000), die
bisher ausschlie3lich in terrestrischen Kafern mmatinen Schwammen gefunden werden

konnten. Pederin selbst kommt dabei ausnahmsldenfaederus-Kafern vor, alle anderen
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Vertreter finden sich in marinen Schwammen. Bisté@ehoren 36 Mitglieder zur Pederin-
Familie, die allesamt fast identische Kernregionait verschiedenen Polyketid- oder
Aminosaureresten besitzen (PIEL, 2005). Alle didserbindungen werden nach ihrer
Grundstruktur in zwei Gruppen eingeteilt: den Pedéyp (siehe Abb. 10) und den

Mycalamid-Typ (siehébb. 11), der einen zusatzlichen Ringschluss aufweist.

Abb. 10: Pederin-Typ (nach PIEL, 2004). Abb. 11: Mycalamid-Typ (nach PIEL, 2004).

Zum Pederin-Typ gehodren dabei Onnamid D und E, ¥Myoalamid-Typ Mycalamid B,
Onnamid A-C und Theopederin A-E.

CIFERRI et al. (1968) konnte schon frih zeigen, sdaBe Resistenz bzw. die
Empfindlichkeit von Zellen im Falle des Pederinsieesicharakteristische Eigenschaft der
Ribosomen und nicht der an der Verlangerung detidiegtte beteiligten Enzyme darstellt.
Dabei wird, wie auch bei allen anderen Mitgliededieser Naturstofffamilie, die
Proteinbiosynthese durch die 80S-Ribosomen der ryaten [70S-Ribosomen der
Prokaryoten werden nicht beeinflusst (CIFERRI et, dl968)] blockiert, indem die
Translokation der m-RNA am Ribosom wahrend der gdtion der Peptidkette verhindert
wird (VAZQUEZ, 1979). Die daraus resultierende wstdmshemmende Wirkung des
Pederins auf Sdugerzellen beinhaltet auch die seiwaithnte Antitumorwirkung, die letztlich
auf eine Hemmung der Mitose zurickzufuhren ist (RAV 1963; SOLDATI et al., 1966).
Sekundar kann eine Hemmung der DNA-Synthese betdiaghrden (BREGA et al., 1968).

Da alle Vertreter der Pederin-Familie eine sehrehsthukturelle Ahnlichkeit aufweisen und
auch ihre biologische Aktivitat ahnlich stark aysggt ist (Antitumor und antivirale
Wirkung, hohe Cytotoxizitat: je nach Verbindung kén unterschiedliche Abstufungen in
der jeweiligen Reaktion beobachtet werden), nahm arg dass ihre potente Wirksamkeit
einem allen Mitgliedern gemeinsamen ,aktiven Zemtrizugrunde liegt. Ein zwischen den

beiden Sechsringen zentral liegendes Molekiltel odHydroxyamidoacetal-Gruppe, konnte
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von THOMPSON et al. (1992) als Hauptbestandteil @il biologische Aktivitat der
verschiedenen Metabolite identifiziert werden.

Die hohe Cytotoxizitdt des Pederins kann beim Meescgravierende Entzindungen
auslosen (MATSUNAGA et al., 1992; THOMPSON et 4P92), wenn es zum Kontakt mit
der Hamolymphe dePaederus-Kafer kommt. Diese Hautirritation, in deren Veffiaas zur
Rotung, Blaschenbildung wund schlieBlich zur Absgwyg der Haut kommt
(THEODORIDES, 1950b), wird auch aBaederus- bzw. Streifendermatitis (Dermatitis
linearis) bezeichnet (ITO, 1932; EARLE, 1949). Sierde nach der Streifenform benannt,
die sich bildet, wenn die Kafer auf der menschirchdaut zerquetscht und danach
weggewischt werden (SENDUR et al., 1999). Neueretetduchungen zufolge genugt ein
bloRes Anfassen bzw. leichtes Dricken der Kafer,jrutdontakt mit dem giftigen Amid zu
gelangen (DETTNER, 2007; GREBE, 2007). Das Pedetind dabei Uber eine ventral
zwischen Sternit 3 und 4 gelegene exokrine Komplesel (KELLNER & DETTNER, 1992)
abgegeben, in der es zur potentiellen Abwehr v@d#&toren gespeichert wird. Gelangt das
Gift in die Augen, kann es zu einer schwerwiegendemzindung der Bindehaut
(Konjunktivitis) kommen, deren Verlauf mit eineagten Schwellung einhergeht (DE LEON,
1952). Aufgrund dieser Symptomatik ist die Krankhmich unter Namen, wie ,Dracula®,
.Nairobi-eye* oder ,night burn“ bekannt. Bis dieSgmptome nach einem Kontakt auftreten,
vergehen meist 24 Stunden (GELMETTI & GRIMALT, 1998ach sieben bis zehn Tagen
heilen sie komplikationslos ab. Diese beiden Kramisfiormen Paederus-Dermatitis und
Paederus-Konjunktivitis) treten vor allem in Regionen mieiBRem Klima, wie z. B. in den
Tropen, auf und kdénnen auch von den Eiern, dendmoder den Puppen der Kéfer ausgelost
werden, sofern diese Pederin enthalten. Dies gesicann, wenn die Kafer zu bestimmten
Jahreszeiten in unglaublich gro3er Anzahl auftrd@®UPPIE et al., 1992; TODD et al.,
1996; SENDUR et al., 1999). Diese aus Millionen ¥iifern bestehenden Epidemien haben
schon zur Evakuierung ganzer Dorfer und Siedlurgefiihrt (PENCHENIER et al., 1994;
TODD et al., 1996) und gelten interessanterweisd als drei der zehn biblischen Plagen, in
denen die Agypter zuerst unter Insektenschwarmeh amschlieRend unter schmerzhafter
Blasenbildung der Haut litten (NORTON & LYONS, 2002

Die physiologische Bedeutung des Pederins fuPdeslerus-Kéfer liegt in erster Linie in
einer Abschreckfunktion begrindet, die sie vor ptéHlen Fressfeinden schitzt. Aufgrund
seiner Saurelabilitat durfte sich das Toxin wengegen Wirbeltiere richten, da es im Magen
sofort durch Salzsaure zersetzt wird, sondern viichu gegen Insekten-Préadatoren.
KELLNER & DETTNER (1996) konnten zeigen, das%@ederus-Larven, die Pederin
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enthalten, von zahlreichen angreifenden WolfsspirBeezies verschmaht werden. Eine
maogliche weitere Funktion dieses Naturstoffes weireSchutz vor pathogenen Eukaryoten
(DETTNER, 1993), wie z. B. Insekten befallendenzé&il. Dies lieBe sich mit den
cytotoxischen Eigenschaften des Pederins gegendiderverschiedensten eukaryotischen
Zellen erklaren, was auch in vitro beobachtet weildmnte (PAVAN, 1982).

1.5 Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Arbeit war die Charakterigig eines Pederin produzierenden, in
weiblichen Kéafern der GattunBaederus s. |. lebenden Endosymbionten. Als Versuchsart
wurde dabeiPaederus riparius gewahlt, ein sehr héaufig vorkommender Vertreterser
Kurzflugler-Gattung, der zudem leicht im Labor gidrawerden kann.

Dabei sollte mit verschiedenen mikrobiologischerd umolekularen Methoden versucht
werden, den Symbionten in seinem Wirt exakt zullslaen, diesen vom Insekt zu isolieren,
um ihn schlieRlich auRerhalb des Kafers kultiviezarkonnen, und dessen Ubertragungsweg
auf die Nachkommenschatft zu entschlisseln.

Da die Ubertragung deRaederus-Endosymbionten rein vertikal erfolgt (auf mateemal
Wege), sollten dartber hinaus histologische Untdngngen an den weiblichen Kafern und
deren Eiern durchgefuhrt werden. Unter Zuhilfenalvoe Methoden, wie der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), einigen Farbetechniken, daorészenzn situ Hybridisierung und
verschiedenen mikroskopischen Techniken, solltefeikiénd Eier Gber Serien-Schnitte nach
den Bakterien durchmustert werden. Die bisher mocht erforschte raumliche Organisation
der Endosymbionten im Wirtsinneren sowie deren iBlygie, sollten somit ndher beleuchtet
bzw. aufgeklart werden, auch in Hinsicht auf danégitergabe an die Eier der Kéafer.

Schlief3lich sollte durch gezielte Mikropraparationsad Sektions-Techniken versucht
werden, den Pederin-Produzenten in Reinform zuieigy, um damit ein geeignetes

Kultivierungssystem entwickeln zu kénnen.



Material und Methoden 21

2. Material und Methoden

2.1 Sammelstellen dePaederus-Kafer

Die fur die Charakterisierung desederus-Endosymbionten bendétigten Exemplare der Art
Paederus riparius wurden allesamt im Freiland bei Speichersdorf,28aKilometer dstlich
von Bayreuth (Grenze zur Oberpfalz) in der Schilz@ines verlandeten Teichs, mit einem
Exhaustor gesammelt. Als beste Periode zum Sameneies sich dabei die Zeit von Anfang
Juni bis Ende Oktober.

Die nachfolgende AbbildungApb. 12) zeigt den Fundort vorPaederus riparius mit
einigen der Fundstellen, an denen kontinuierlichr sgele Exemplare gefunden werden

konnten, so dass sich deren Beschaffung ausscbhiedilf diesen Ort beschrankte.

Abb. 12: Kartenausschnitt von Nordbayern (6stlich wn Bayreuth) mit gekennzeichneter Sammelstelle
(roter Kreis) und Bilder des Fundorts. Koordinaten: 49°5303.17""N/11°4744.56'0.
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2.2 Bestimmung der gesammelten Exemplare

Die Informationen iiber die Verbreitung und die Qigi vonPaederus riparius wurde aus
der Literatur von BERNHAUER & SCHUBERT (1912), HOBM (1965), BOHAC (1985)
und KOCH (1989) entnommen.

Zunachst wurden die Kafer unter einem Binokulaetebbis zur Art bestimmt, wobei ein
Bestimmungsschliissel nach FREUDE et al., 1964 vetetewurde. Dies bestatigte, dass an
oben beschriebenem Sammelort ausschliel3lich Exeenplier Art Paederus riparius
gefunden wurden. Mannchen und Weibchen konntenrahtlar speziellen Form von Sternit
VIII unterschieden werden, welches beim Mannchefdidiig ausgeschnitten ist (sieAbb.
13A). Dem Weibchen fehlt dieser spezielle Ausschsith{eAbb. 13 B). Bei entsprechender
Ubung sind die beiden Geschlechter auch leichtbioiRem Auge unterscheidbar, und zwar
anhand der unterschiedlichen Stellung und Lang€deti. Wéahrend die Cerci der M&nnchen
leicht V-formig auseinander stehen und etwas kisesat, verlaufen die der Weibchen ganz

eng parallel und sind etwas langer.

i
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Abb. 13 A, B: Abdominalspitzen von Paederus riparius in 40-facher
VergroBerung. Links (A): Sternit VIII des Mannchens, mit
charakteristischer Einbuchtung (Pfeil) und V-férmigen Cerci. Rechts (B):
Sternit VIl des Weibchens, ohne Einbuchtung und mii parallel liegenden,
langeren Cerci.
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2.3 Haltung und Zucht im Labor

Die im Freiland gefangendpaederus riparius wurden parchenweise in Plastikpetrischalen
(8,5 cm Durchmesser) gehalten, die mit zusammehgefn feuchten Zellstoff, der fur die
Ei-Ablage und als Versteck fur die Kéfer dienentsplusgelegt waren. Dieser wurde bei zu
groRer Verschmutzung durch die Kéfer oder bei émesglem Schimmelpilz-Wachstum
durch frischen Zellstoff erneuert. Zweimal wochmhtlwurden die gefangenen Kurzfligler
mit einer stummelfliigeligen Mutante v@rosophila melanogaster gefuttert und der Zellstoff
mit einer Wasser-Spruhflasche angefeuchtet. DePdiaderus s. |. von PICKEL (1940) und
RAMIREZ (1966) beschriebene Kannibalismus konntedse Laborhaltung vorPaederus
riparius auch bei langerem Ausbleiben der Fitterung nwainz seltenen Fallen beobachtet
werden - z. B. dann, wenn einer der beiden Paskménkelte®.

Die Petrischalen mit den Kéafern wurden kontinudrliin einer Klimakammer unter
kontrollierten Bedingungen bei 20 mit 15 Stunden Licht und 9 Stunden Dunkelheit
aufbewahrt. Wahrend der Wintermonate (NovemberMisz) wurden sie in einer Kalte-
Klimakammer bei 18C mit 12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelhehaden, um
maoglichst naturnahe Bedingungen zu schaffen.

Eier, die von den Kéfern in den gefalteten Zellsglegt worden sind, wurden mit einer
Federstahlpinzette entnommen und fir weitere Uantbrsngen mit  4%iger
Paraformaldehydlosung (PFA) (siehd0.7.4 fixiert und anschlie3end in PBS/Ethanol (siehe
2.10.7.4 eingefroren, fur die Kultivierungsexperimente @@asnelt oder mit Goldstaub

bedampft und fur elektronenmikroskopische Untersnglen verwendet.

2.4 Fotografie

Zur Dokumentation von mikroskopischen und makrosiaen Ergebnissen standen am
Lehrstuhl zwei digitale Kameras vom Typ Olympus ¥arfligung. Es handelte sich dabei
zum einen um die Spiegelreflexkamera ,E330“ mit M@&gapixeln und zum anderen um das
Modell ,Camedia C 5050 mit 5 Megapixeln. Die bad&ameras konnten Uber einen
Verbindungstubus, der an die Optik von Mikroskop @®inokular angeschraubt wurde, leicht
ausgetauscht werden. Aufnahmen am Raster- und amsiissionselektronenmikroskop
wurden am Lehrstuhl fir Elektronenmikroskopie geima®ie Bilder am REM entstanden

mit spezieller Software, die ein sofortiges digital Abspeichern des ausgewahiten
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Bildbereichs ermoglichte. Im Falle des TEM wurdesnwden ausgewahlten Bereichen am
Bildschirm Negative erstellt, die dann mittels airfecanners (Hewlett Packard) digitalisiert

wurden.

2.5 Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Licht- bzw. fluoreszenzmikroskopische Untersuchumgeurden am lehrstuhleigenen
Fluoreszenzmikroskop (Olympus C-35AD-4) durchgefildakterienzellen wurden dabei
immer bei einer 1000-fachen VergréRerung mit Immessdl (Roth, Deutschland) betrachtet.
Die Grol3e der Bakterien wurde mit Hilfe eines Okmlikrometers bestimmt, welches zuvor

mit einem Objektmikrometer geeicht wurde.

2.5.1 Fluoreszenz-Filtersatze

Fur das Arbeiten im Fluoreszenzmodus des Mikroskepsden zwei verschiedene

Filtersatze verwendet, die in der nachfolgenderellalfTab. 1) aufgelistet sind.

Tab. 1: Verwendete Fluoreszenz-Filtersatze.

Filtersatz Anregungsfilter Farbteiler Emissionsfilt  Anwendung
02 (Zeiss) G 365 FT 395 LP 420 DAPI
Cy3-HQ HQ 545/30 LP 570 HQ 610/75 Cy3

2.5.2 Fluoreszenz-Farbstoffe

In Tab. 2 sind die fluoreszierenden Farbstoffe aufgelistiet, bei der Untersuchung von

Gewebeproben und Eiern verwendet wurden.

Tab. 2: Verwendete Fluoreszenz-Farbstoffe.

Absorptions- Emissions-
maximum  maximum
4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid DAPI 366n 418 nm

Bezeichnung des Fluorochroms Kirzel

5,5'-Disulfo-1,1'¢-carbopentynyl)-3,3,3',3'-
tetramethylindolocarbocyanin-N- Cy3 554 nm 570 nm
hydroxysuccinimidester
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2.6 Konfokalmikroskopie/CLSM (Confocal Laser Scannng Microscope)

Zur Darstellung von sehr dicken oder unebenen Gesakmitten wurde ein konfokales
Lasermikroskop der Marke Leica (TCSSP2) am LehtdiuhGenetik verwendet. Bei dieser
Technik rastert ein Laserstrahl punktweise ein Kibjeobei er in der Fokusebene der zu
mikroskopierenden Probe maximal fokussiert ist.

Durch die Aufzeichnung mehrerer ,Schnitte” in védngtenen Fokusebenen erhielt man
eine Schichtung, aus der mit Hilfe spezieller Hatdid Software zur Steuerung der
Signalerfassung, -auswertung, -darstellung und hhaerung eine dreidimensionale
Rekonstruktion von ausgewahlten Bereichen der smtbten Gewebedinnschnitte errechnet

wurde. Diese konnten anschlie3end digital dokureentrerden.

2.7 Elektronenmikroskopie

Alle  elektronenmikroskopischen Untersuchungen wardeam  Lehrstuhl  flr
Elektronenmikroskopie mit Hilfe von Frau Rita Gedipn durchgefihrt. Dabei wurden zwei
verschiedene Gerate benutzt: zum einen ein Trassmselektronenmikroskop (TEM) der
Marke Zeiss (EM 902A) zur Darstellung von Bakterellen, zum anderen ein
Rasterelektronenmikroskop (REM) der Marke PhiligsEl XL 30 ESEM), das zur
Darstellung von Gewebeproben und Eiern der Kafeweedet wurde. Die zu untersuchenden
Proben erfuhren vor ihrer Untersuchung eine spezisdhandlung. Im Falle des TEM wurde
eine so genannte Negativkontrastierung des Proltenala mit einer Uranyl-Acetat-L6sung
(2% wliv, pH 4,8) durchgefiihrt, um eine starkeree@®ing der Atome und somit eine
Kontrasterhhung zu erzielen. Proben fir das REMrdem in einer speziellen
Unterdruckkammer (Sputter-Coater) bei konstantedirBgingen mit Goldstaub bedampft,

nachdem sie in einer aufsteigenden Ethanolreihistédalig entwassert worden waren.

2.8 Bakterielle Nahrmedien

Samtliche feste und flissige, selbstangerihrte Médien, Zusatze und Stammiésungen
(siehe 2.8.1:2.8.3 fur bakterielle Kultivierungsexperimente wurdennter oxischen
Bedingungen an einer Laborbank mit VE-Wasser hé&liesDazu wurden die einzelnen



Material und Methoden 26

Bestandteile auf einer Laborwaage abgewogen unthielBend in hitze- und druckresistente
Glasflaschen abgefullt. Eine Verfestigung der N&dian konnte durch die Zugabe von Agar
(meist 15 g/l) erreicht werden, der, nachdem erclduden sich anschlieBenden
Autoklaviervorgang aufgeschmolzen war, beim Abkiihtie Medien erstarren lie3. Das
Giel3en von Platten erfolgte erst, nachdem die Hrigatoklavierten Medien auf ca. €D
abgekuhlt waren.

Die mit Nahrmedien, Flissigmedien oder Stammldsanbefillten Glasflaschen und
Reagenzglaser wurden kurz nach ihrer Herstellungl®#C und 1 bar Uberdruck fur 25
Minuten autoklaviert. Hitzelabile Verbindungen (wse 2.8.3.3 und 2.8.3.4 wurden
sterilfiltriert (Cellulose-Acetatfilter, Porendunctesser 0,22 um, ROTH, Deutschland) und
den auf ca. 50-5% abgekihlten Medien zugegeben.

Zusatzlich zu den Trockennahrmedien und einigenssentwickelten Medien wurde auch
eine ganze Reihe klinischer Fertigndhrbéden (si2le2 fur die endosymbiontischen
Isolierungs- und Kultivierungsversuche eingesé&mtse sofort gebrauchsfahigen Agarplatten
in Einwegpetrischalen wurden von der Firma BD Dwsjits in Packungen zu 20 Stick

bezogen. Sie konnten fir mehrere Monate im Kih#sdhgelagert werden.

2.8.1 Verfestigte komplexe und synthetische (chelm@efinierte) Nahrmedien

Ein synthetischer Nahrboden besteht immer aus dofrmexakt definierten Bestandteilen
in bekannter Konzentration. Komplexnahrbéden erghalein oder mehrere organische
Bestandteile, deren chemische Zusammensetzung gectau bekannt ist. Dabei handelt es
sich meist um schlecht definierte Naturproduktes Repton, Fleischextrakt oder Hefeextrakt.
Fur die Zusammenstellung eines komplexen Nahrmesliwaerden meist sehr viel weniger
Bestandteile benotigt als fur ein chemisch defteerMedium, da in den oben genannten
Naturprodukten alle organischen und anorganischémstoffe enthalten sind, die von den
verschiedensten Mikroorganismen zum Wachsen benatgden. Komplexe Nahrbdden
finden daher bevorzugt Anwendung, wenn es daruny, gehr anspruchsvolle Bakterien zu
kultivieren bzw. sehr viele verschiedene Organismlerchzeitig zum Wachstum zu bringen
und hohe Wachstumsraten zu erzielen. Sie kommerdlgdieh dann zum Einsatz, wenn
Mikroorganismen kultiviert werden sollen, deren ksbffanspriiche noch nicht genau
bekannt sind. Enthalten diese Nahrmedien bestinot&tze, die eine Veranderung des
Mediums oder der Kolonien zur Folge haben, spncah von Differentialnahrbdden. Solche
Verbindungen kénnen spezifische Substrate, Fafiestafer Antibiotika sein, die nur von
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bestimmten Bakteriengruppen umgesetzt werden undt steren ldentifizierung erlauben.
Gleichzeitig wird durch diese Zusatze die Entwiciguanderer Gruppen gehemmt. Der
Triphenylmethanfarbstoff  Brilliantgriin  beispielswei hemmt in geeignet hoher
Konzentration das Wachstum von grampositiven Bakterhat aber keinen negativen
Einfluss auf die Entwicklung von gramnegativen Mirganismen.

Die folgende Auflistung gibt einen Uberblick tbeiedin der vorliegenden Arbeit
verwendeten fllissigen und festen Nahrmedien koreplerd synthetischer Art. Da bis heute
nur sehr wenig Uber die Nahrstoffanspriche Basderus-Endosymbionten bekannt ist,
wurden bis auf einige wenige synthetische Nahrbdaiesschlie3lich Komplexndhrmedien
verwendet.

Fur die vollstandige Zusammensetzung der im Folgeraufgefihrten Medien, Zusatze
und Stammldésunger2 8.1:2.8.3 siehe Anhang 1.

2.8.1.1 Verfestigte komplexe Nadhrboden fiir AerobierTrockenndhrmedien

2.8.1.1.01BHI-Agar (Hirn-Herz-Infusionsagar) (Trockennahrmedium)
(Fluka, Deutschland)

pH=55und 7,4
Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung einer

groRen Anzahl von grampositiven und gramnegativen
Bakterien.

2.8.1.1.02BHI-Agar mit verschiedenen Supplementen
(Fluka, Deutschland)

Beschreibung sieh28.1.1.01

2.8.1.1.03BHI-Agar mit Tellurit
(Fluka, Deutschland)

pH=55und 7,4
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von tellurit-
resistenten Bakterien.

2.8.1.1.04BHI-Agar mit Supplementen und Tellurit
(Fluka, Deutschland)

Beschreibung sieh2.8.1.1.03
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2.8.1.1.05BHI-Agar mit Penicillin G
(Fluka, Deutschland)
pH=55und 7,4
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung vc

gramnegativen Mikroorganismen. Penicilin G hemnds
Wachstum von grampositiven Bakterien.

2.8.1.1.06BHI-Agar mit Penicillin G und Tellurit
(Fluka, Deutschland)
pH=55und 7,4

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung vc
gramnegativen, tellurit-resistenten Bakterien.

2.8.1.1.07Mac Conkey-Agar (ohne Salz)Trockennahrmedium)
(Fluka, Deutschland)
pH=7,4

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung vc
gramnegativen Mikroorganismen.

2.8.1.1.08Malachitgriin-Agar (Trockenn&hrmedium)
(Fluka, Deutschland)
pH=7,0

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung vc
Pseudomonas aeruginosa.

2.8.1.1.09Pseudomonas-Isolations-Aga(Trockennahrmedium)
(Fluka, Deutschland)

pH=7,0
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung vc
Pseudomonas spp..

2.8.1.1.10Pseudomonas-Isolations-Agar mit Penicillin G und Tkurit
(Fluka, Deutschland)

pH=7,0

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von tellurit-
resistenten Pseudomonas spp.. Penicillin G solh#igliches
Wachstum von grampositiven Bakterien unterdriicken.
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2.8.1.1.11Pseudomonas-Isolations-Agar mit CNA-Supplement
(Cetrimid-Nalidixinsaure-Agar-Suppement)
(Fluka, Deutschland)

pH=7,0
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von
Pseudomonas aeruginosa.

2.8.1.1.12Pseudomonas-Isolations-Agar mit CFC-Supplement
(Cetrimid-Fucidin-Cephaloridin Setktiv-Supplement)
(Fluka, Deutschland)

pH=7,0
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von
Pseudomonas-Spezies.

2.8.1.2 Verfestigte komplexe Nahrbdden fur AerobierFertigndhrbdéden

2.8.1.2.01Columbia-Agar mit 5% Schafblut (Fertignahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,3
Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchslosen und anspruchsvollen Bakterien.

2.8.1.2.02Columbia-Ill-Agar mit 5% Schafblut (Fertignéahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,3
Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchslosen und anspruchsvollen Bakterien.

2.8.1.2.03EMB-Agar (Eosin-Methylenblau-Agar) (Fertignéhrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,1

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von
gramnegativen Bakterien. Die beiden Farbstoffe,irE¥sund
Methylenblau inhibieren dabei weitestgehend das Nataen
von grampositiven Mikroorganismen.
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2.8.1.2.04Herz-Infusion-Agar mit 5% Schafblut (Fertigndhrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,4
Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von vielen
grampositiven und gramnegativen Mikroorganismen.

2.8.1.2.05Pseudosel-Agar (Cetrimid-Agar)(Fertignahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,2
Selektivmedium zur Isolierung und Identifizierung vc
Pseudomonas aeruginosa und Pseudomonas spp..

2.8.1.2.06 Schokoladenagar (Kochblutagar)Fertignahrboden)

(BD Diagnostics, Deutschland)
pH=7,3

Universalmedium zur Isolierung und  Kultivierung
anspruchsvoller grampositiver und gramnegativert@&an.

2.8.1.3 Verfestigte komplexe Nahrbdden fiir Aerobierselbst abgewogen

2.8.1.3.01Pepton-Salz-Agar(selbst abgewogen)
(nach BAST, 2001)

pH=7,0

Universalmedium zur Isolierung und  Kultivierung
anspruchsvoller Bakterien, das dem Verlust sehffiadicher
Zellen beim Uberimpfen vorbeugen soll.

2.8.1.3.02Pseudomonas Indigofera Mediuniselbst abgewogen)
(http://www.dsmz.de/microorganisms/html/media/medd®0365.html)
pH=7,2
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von
Pseudomonas spp..
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2.8.1.4 Verfestigte komplexe Nadhrboden fiir AerobierEigenrezepte

2.8.1.4.01Mehlkafer-Extrakt-Agar (Eigenrezept)

pH=7,2

Mehlkafer-Extrakt sieh2.8.3.1
Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchsvollen, in Insekten lebenden Mikroorgarism

2.8.1.4.02Paederus-Extrakt 2-Agar (Eigenrezept)

pH=7,2

Paederus riparius-Extrakt siehe.8.3.1
Selektivmedium speziell zur Isolierung und Kultivierung des
sehr anspruchsvollen, in Paederus-Kafern lebenden

Endosymbionten.

2.8.1.4.03Pepton-Salz-Agar mit Supplinel/2/3Eigenrezept)
(nach BAST, 2001)

pH=7,0

Supplinel/2/3 sieh2.8.3.1
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung sehr
anspruchsvoller, gramnegativer Bakterien.

2.8.1.4.04Pepton-Salz-Agar mitPaederus-Extrakt 1 (Eigenrezept)
(nach BAST, 2001)

pH=7,0

Paederus-Extrakt 1 sieh@.8.3.1
Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchsvollen, in Paederus-Kurzfliglern  lebenden
Mikroorganismen.

2.8.1.5 Verfestigte komplexe Nadhrboden fir Anaeroker: Fertignahrbéden

2.8.1.5.01Brucella-Agar mit Hemin und Vitamin K1 (Fertignéhrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,0
Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anaeroben Bakterien.
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2.8.1.5.02Schaedler-Agar mit Vitamin K1 und 5% Schafblut (Fertignahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,6
Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchsvollen Anaerobiern

2.8.1.5.03Schaedler-KV-Agar mit 5% Schafblut (Fertignahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,6
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchsvollen gramnegativen anaeroben Mikroosgaan.

2.8.1.5.04Wilkins Chalgren Anaerobier-Agar (Fertignéhrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,1
Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anaeroben Bakterien.

2.8.1.6 Verfestigte synthetische Nahrbdden fur Aetmer: selbst abgewogen

2.8.1.6.01Glucose-Mineralsalz-Agar(selbst abgewogen)
(nach BAST, 2001)
pH=7,0
Spurenelement-Stammldsung (sieh@.3.3 1,0 mi/l
Synthetisches Universalmedium fir die Isolierung und

Kultivierung einer Vielzahl von Bakterien, die kein
Wachstumsfaktoren bendtigen.

2.8.1.6.02VL 55-Agar (selbst abgewogen)
(nach SANGWAN et al., 2004)

pH=7,2

Selenit-Wolframat-Stammlésung (sieb8.3.3 2,0 ml/l
Spurenelement-Stammldsung (si€h@.3.3 2,0 ml/l
Vitamin-Stammlésung 1 (sief#8.3.3 2,0 ml/l
Vitamin-Stammlosung 2 (sieti#&8.3.3 6,0 ml/l

Synthetisches  Universalmedium zur Isolierung und
Kultivierung sehr anspruchsvoller Mikroorganismen.
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2.8.2 Flissige komplexe und synthetische (chendstinierte) Ndhrmedien

Erlauterung sieh2.8.1

2.8.2.1 Flussige komplexe Nahrbdden fiir Aerobier: mMckenndhrmedien (zur
Anreicherung und Verdiinnunq)

2.8.2.1.01BHI-Bouillon (Hirn-Herz-Bouillon) (Trockenn&hrmedium)
(Fluka, Deutschland)

pH =7,4

Universal-Bouillon zur Anreicherung und Kaultivierung von
anspruchsvollen Bakterien.

2.8.2.1.02BHI-Bouillon mit Tellurit
(Fluka, Deutschland)

pH=7,4
Kaliumtellurit-Stammldsung siel#8.3.3
Selektiv-Bouillon zur Anreicherung von telluritesistentel
Bakterien.

2.8.2.1.03Cetrimid-Bouillon (Pseudomonas-selektiv-BouillonY Trockenn&hrmedium)
(Fluka, Deutschland)

pH=7,3

Selektiv-Bouillon zur Isolierung und Anreicherung von
Pseudomonas aer uginosa.

2.8.2.1.04Malachitgriin-Bouillon (Trockenndhrmedium)
(Fluka, Deutschland)

pH=7,0

Selektiv-Bouillon zur Anreicherung und Kultivierung von
Pseudomonas aer uginosa.
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2.8.2.2 Flussige komplexe Néhrbdden fur Aerobier:edbst abgewogen (zur Anreicherung

und Verdinnungq)

2.8.2.2.01 Hefeextrakt-Pepton-Glucose-(HPG)-Nahrlosungselbst abgewogen)
(nach BAST, 2001)

pH=7,0
Universal-Bouillon  zur  Anreicherung anspruchsvoller
Mikroorganismen.

2.8.2.2.02Nahrbouillon (selbst abgewogen)
(nach BAST, 2001)

pH=7,0
Universal-Bouillon  zur  Anreicherung nicht  sehr
anspruchsvoller Mikroorganismen.

2.8.2.2.03Pepton-Salz-Losung(selbst abgewogen)
(nach BAST, 2001)

pH=7,0
Universal-Losung zum Dispergieren und Verdinnen von
Bakterien; mit sehr geringer Zellverlustrate.

2.8.2.3 Flissige komplexe Nahrboéden fir AerobieEigenrezepte (zur Anreicherung

und Verdinnungq)

2.8.2.3.01Pepton-Salz-Lésung mit Supplinel/2/8Eigenrezept)
(nach BAST, 2001)

pH=7,0

Supplinel/2/3 sieh2.8.3.1
Selektiv-Lésung zur Anreicherung und Kultivierung sehr
anspruchsvoller, gramnegativer Bakterien.
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2.8.2.4 Flussige synthetische Nahrbdden fiir Aerddy: selbst abgewogen (zur

Anreicherung und Verdiinnung)

2.8.2.4.01Glucose-Mineralsalz-Nahrlésung(selbst abgewogen)
(nach BAST, 2001)

pH=7,0

Spurenelement-Stammlésung (si€h@.3.3 1,0 mi/l
Synthetische Nahrldsungir die Anreicherung einer Vielzahl
von Bakterien, die keine Wachstumsfaktoren benitige

2.8.2.4.02VL 55-Nahrlésung (selbst abgewogen)
(nach SANGWAN et al., 2004)

pH=7,2

Selenit-Wolframat-Stammlésung (sieb8.3.3 1,0 mli/l
Spurenelement-Stammldsung (sieh@.3.3 1,0 mi/l
Vitamin-Stammlosung 1 (sieti#&8.3.3 1,0 mli/l
Vitamin-Stammlésung 2 (sief#8.3.3 3,0 ml/l

Synthetische Nahrlésungzur Isolierung und Kultivierung von
sehr anspruchsvollen Bakterien.

2.8.3 Medienzusatze und Stammiésungen

2.8.3.1 Komplexe und synthetische Medienzusétze:déinrezepte

2.8.3.1.01Mehlkafer-Extrakt (Eigenrezept)

Labormorser
Mehlkaferlarven 100 Stuck
Saline (0,85% wi/v) 300,0 ml

Die Mehlkéferlarven wurden mit Hilfe von flissigem
Stickstoff in einem Keramikmdrser zu einem feinealver
zerrieben, welches in Saline mit einem Wirbelmische
resuspendiert wurde. AnschlielBend fand eine Zegiion
der erhaltenen Suspension fir 20 Minuten bei 13000
Umdrehungen statt, um darin enthaltene Chitinpaagts,
Fettriickstande und Bakterienzellen zu sedimentiei®er
klare Uberstand wurde sterilfiltriert.
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2.8.3.1.02Paederus-Extrakt 1 (Eigenrezept)

Labormorser
Paederus riparius-Weibchen 10 Stick
Saline (0,85% w/v) 10,0 ml

Selbe Vorgehensweise, wie un#8.3.1.0lbeschrieben.

2.8.3.1.03Paederus-Extrakt 2 (Eigenrezept)

Labormdrser

Abdomina vorPaederus riparius-

Weibchen 300 Stiick
VE-Wasser 300,0 mi

Selbe Vorgehensweise, wie unt@.8.3.1.01 beschrieben.
Anstelle von Saline wurde hier VE-Wasser benutzt.

2.8.3.1.04Suppline 1/2/3: Zusatz fur Pepton-Salz-Aga(Eigenrezept)

Fleischextrakt 3/5/10,0 g/l
Hefeextrakt 3/5/10,0 g/l
Pepton aus Fleisch, peptisch 5/7,5/10,0 g/l
Pepton aus Casein, tryptisch 5/10/15,0 g/l
Brilliantgrin 0,02 g/l
Prolin-Stammlésung (siet&8.3.9 0,5/1/2,0 ml/I
Trehalose-Stammlésung (sieh8.3.9 6/12/20,0 ml/l
Vitamin-Stammldsung 3 (1/3/5x) (sieBeB.3.9 6,0 ml/l

2.8.3.2 Komplexe und synthetische Medienzusétze: Rarzusatze

2.8.3.2.01D22 Insect Medium (synthetischer ZusatzjPulver)
(United States Biological, USA)

2.8.3.3 Stammldsungen: selbst abgewogen

2.8.3.3.01Kaliumtellurit-Stammlésung: 10 ml (100 mg/ml) (selbst abgewogen)

Selektive Hemmstofflosung die das Wachstum von allen
Bakterien, die im Gegensatz zuRaederus-Endosymbionten
und einigen anderen Mikroorganismen Kkein Tellurit-
Resistenzgen besitzen, hemmt.

Die fertige Stammlésung wurde sterilfiltriert.
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2.8.3.3.02Penicillin G-Stammldsung: 50 ml (10 mg/ml)selbst abgewogen)

Selektive Hemmstofflésung die das Wachstum von
grampositiven Bakterien hemmit.
Die fertige Stammlésung wurde sterilfiltriert.

2.8.3.3.03Selenit-Wolframat-Stammldsung(selbst abgewogen)
(nach WIDDEL, 1980)

2.8.3.3.04 Spurenelementstammldésundselbst abgewogen)
(nach TSCHECH und PFENNIG, 1984)

2.8.3.3.05Vitamin-Stammldsung 1(selbst abgewogen)
(nach PFENNIG, 1978)

Die fertige Stammlosung wurde sterilfiltriert, dechs einige
der enthaltenen Vitamine beim Autoklavieren zewsetz

2.8.3.3.06Vitamin-Stamml6ésung 2(selbst abgewogen)
(nach BALCH et al, 1979)

Die fertige Stammlosung wurde sterilfiltriert, dacts einige
der enthaltenen Vitamine beim Autoklavieren zeis®eiz

2.8.3.4 Stammldsungen: Eigenrezepte

2.8.3.4.01Prolin-Stammlésung: 10 ml (50 mg/mlIXEigenrezept)

Endkonzentration im Medium

Pepton-Salz-Agar mit Suppline 1 25,0 pg/ml
Pepton-Salz-Agar mit Suppline 2 50,0 pug/ml
Pepton-Salz-Agar mit Suppline 3 100,0 pg/ml

Die Prolinkonzentration z. B. in der Hamolymphe \
Schwarzkéafern betragt ca. 500 pg/ml (KAISER, 2002).

2.8.3.4.02Trehalose-Stammldsung: 20 ml (0,5 g/mlEigenrezept)

Endkonzentration im Medium

Pepton-Salz-Agar mit Suppline 1 3,0 mg/ml
Pepton-Salz-Agar mit Suppline 2 6,0 mg/ml
Pepton-Salz-Agar mit Suppline 3 10,0 mg/ml

Die Trehalosekonzentration z. B. in der Hamolympioa
Tabakschwéarmern betragt ca. 20 mg/ml (DETTNER, 2003
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2.8.3.4.03Vitamin-Stammldsung 3 (1/2,5/5x konzentriertEigenrezept)
(PIEL, mundl. Mitt.)

Biotin 4/10/20,0 mg/l
Nicotinsaure 40/100/200,0 mg/I
Ca-D(+)-Pantothenat 10/25/50,0 mg/l

Ersten Genomanalysen zu Folge, ist d&aederus
Endosymbiont nicht in der Lage, die drei aufgeféhrt
Vitamine selbst zu synthetisieren. Um die
Nahrstoffanforderungen fir den Symbionten mdogliaiestau
zu treffen, wurde die Vitaminlésung in drei versahenen
Konzentrationen eingesetzt.

Die fertige Stammlosung wurde sterilfiltriert, dechs einige
der enthaltenen Vitamine beim Autoklavieren zemsetz

Durch unterschiedliche pH-Werte, die Zugabe dersaldedensten komplexen und
synthetischen Stoffe und anderer Supplemente irfedien und fliissigen Medien, wurden
weitestgehend kaferahnliche physiologische Bediggangeschaffen, die eine Kultivierung

desPaederus-Endosymbionten aulRerhalb seines Wirts erlaubdiesol

2.9 Mikrobiologische Methoden

TEIL A: KULTIVIERUNG

2.9.1 Kultivierungsversuche dPsederus-Endosymbionten

2.9.1.1 Kéfer-Homogenisate

Vor dem Beginn der Arbeit wurden, soweit moglichle aArbeitsgerdte und Geféalie
autoklaviert sowie die Sterilbank mit reinem Alkblgesaubert, um hochstmégliche Sterilitat
zu gewabhrleisten. Um deiPaederus-Endosymbionten Kkultivieren zu kdnnen, wurden
Homogenisate aus ganzen Kéafern hergestellt.

Dafur wurden 20 Paederus riparius-Weibchen mit sterilem Millipore-Wasser 3x
gewaschen, um bei den spateren Kultivierungsexeertiem eine Kontamination durch

Bakterien auf der Korperoberflache der Kéafer mdgtcauszuschlieRen. Nach der aul3eren
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Sterilisation wurden didPaederus-Weibchen in 20 ml einer sterilen Pepton-Salz-Lésung
(siehe 2.8.2.2.03 mit einem Labormixer zerkleinert (die phosphatgégte Losung wird
zum Verdinnen von Bakterien universell verwendatjrdihr fir die Dauer von mindestens
einer Stunde keine oder nur sehr geringe Zellverluauftreten). Das entstandene
Homogenisat wurde schlie3lich 5x fur 1 Minute béclhster Stufe auf einem Wirbelmischer
(Vortex Genie 2; Bender & Hobein AG, Schweiz) dunischt, bevor man darin enthaltene
Schwebeteilchen (z. B. Chitinpanzerreste) fur éaMinuten sedimentieren lie3. Aus dem
fast schwebstofffreien Uberstand dieser Bakteriésung wurden verschiedene
Verdunnungsreihen (sielf9.2 zur gezielten Anreicherung d€sederus-Endosymbionten

hergestellt.

2.9.1.2 Ei-Homogenisate

Analog zu den Kaferhomogenisaten wurden Suspensiona Paederus riparius-Eiern
hergestellt, da bekannt ist, dass der Endosymbidimer die Eioberflaiche auf die
Nachkommenschaft Ubertragen wird (KELLNER, 2001asDvolumen der Ei-Suspension
war allerdings aufgrund des Grol3enunterschiedesEdar im Verhaltnis zu den Kéafern
deutlich geringer. So konnte theoretisch davon egaggen werden, dass beide
Homogenisate in etwa die gleiche Endosymbionteneiabfwiesen.

Es wurden 100 Eier, die von verschiedenen Weibst@mmten, Gber einen Zeitraum von
5 Tagen gesammelt. Bis zur Herstellung des Homegeniagerten die Eier in einer 20°C-
Klimakammer in Gewebekulturschalen (35x10 mm), wolig feuchtem Zellstoff ausgelegt
waren, um einer Austrocknung vorzubeugen. Im Gegjersu den Kafern wurden die Eier
vor ihrer Homogenisierung nicht in sterilem MilligsWasser - zur groben Sterilisierung der
Oberflache - ausgeschuttelt, um ein Abwaschen dds€ymbionten von der Eioberflache zu
verhindern. Die Eier wurden nun in einem 2 ml EgmefiReaktionsgefald in 500 pl einer
Pepton-Salz-Losung mit einem sterilen Micropistdirieben. Am Pistill anhaftende Ei-Reste
wurden vorsichtig mit steriler Pepton-Salz-Lésungdas Reaktionsgefald hineingewaschen,
bis ein Volumen von 2 ml erreicht war. SchlieBhgbrde die Ei-Lésung fur 5x 1 Minute auf
einem Wirbelmischer bei hochster Stufe durchmisoid verschiedene Verdinnungsreihen

zur gezielten Anreicherung des Endosymbionten Is¢éedie
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2.9.2 Herstellen von Verdinnungsreihen zur Anraichg des Endosymbionten

Alle Verdunnungsreihen, die mit Kaferhomogenisaitrpft wurden, bestanden aus neun
27 ml-Glas-Kulturréhrchen, in die jeweils 9,0 neésdentsprechenden Anreicherungsmediums
(alle unter 2.8.2 aufgefuhrten Flissigmedien) eingeflllt wurden. Réhrchen wurden
anschlieBend mit Aluminiumkappen verschlossen untbkdaviert. Verdinnungsreihen
hingegen, die mit Ei-Homogenisat beimpft wurdenst@eden aus neun sterilen 2 ml-
Eppendorf-Reaktionsgefal3en, die mit 0,9 ml despeattienden sterilen Flussigmediums
befillt wurden (sieh@.8.2.

Die Verdiinnung beider Homogenisate erfolgte in &rl®chritten. Dabei wurden im Falle
des Kaferhomogenisats (sieBe9.7) 1,0 ml mit einer sterilen Pipettenspitze in dastee
Kulturrohrchen mit 9,0 ml Anreicherungslosung ukarf, welches dann auf einem
Wirbelmischer ca. 30 Sekunden lang gut durchmisairde (Verdiinnungsstufe 10 Aus
diesem Rohrchen () wurden erneut 1,0 ml steril entnommen, in das hstc
Kulturréhrchen tberfithrt und wieder gut durchmis¢Werdiinnungsstufe 1. In dieser
Weise wurde so lange fortgefahren, bis schliefdiigh Verdiinnungsstufe Foerreicht war.
Analog wurde mit dem Ei-Homogenisat verfahren. Dadumen lag hier jedoch eine
Zehnerpotenz niedriger.

Von allen Verdinnungsstufen der beiden mit Kéafezwb Ei-Homogenisat beimpften
Pepton-Salz-Verdlinnungsreihen (anschlielend futereeiUntersuchungen zusammen mit
allen anderen Verdunnungsreihen bei 37°C inkubgethe2.9.4 wurden sofort 100 ul auf
alle unter Punki2.8.1 als Universalmedium aufgefihrten Plattenmediergetuiacht. Die
Suspension wurde anschlieRend mit einem Drigalgigted, welcher zuvor abgeflammt
wurde, mit kreisenden Bewegungen vorsichtig in jgageilige Medium eingearbeitet. Alle
diese Arbeiten wurden unter einer Sterilbank duedingyt.

Die mit dem Bakterienmaterial beimpften Platten aemr anschlieBend in einen
Inkubationsschrank gestellt und bei 37°C fur 24Stnden - je nach Zellwachstum -
bebrutet. Beimpfte Medien fir Anaerobier wurden @nem Anaerobentopf unter
Sauerstoffausschluss ebenfalls bei 37°C fur 24-tihdgn inkubiert. Von bewachsenen
Platten (aerob und anaerob) wurden optisch untexdiathe Kolonien (Farbe und Struktur
der Kolonien, Zellmorphologie) einer jeden Verdingsstufe auf frischen, geviertelten
Platten des entsprechenden Mediums vereinzelt. Mawdr erneuten Bebritungsdauer von
24-72 Stunden bei 37°C wurden die gewachseneninzetten Kolonien auf alle unte:.8.1

aufgefihrten hemmstoffhaltigen Selektivmedien bpft, die anschlie3end wiederum bei
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37°C fur 24-72 Stunden inkubiert wurden. Gewachsamgerschiedliche Kolonien der
verschiedenen Verdinnungsstufen wurden schliel3lieteder auf frischen, sich
entsprechenden, geviertelten Platten ausgestrichérabermals bei 37°C fir 24-72 Stunden
bebritet. Mit dem Wachstum von Bakterien-Koloniari den tellurithaltigen Nahrmedien
ware zudem ein weiteres Selektivitatskriterium Huwultivierung des mit Pseudomonas
aeruginosa sehr nah verwandtdPaeder us-Endosymbionten gegeben.

Die Gram-Eigenschaften aller gewachsenen, veraarzeKolonien wurden zusatzlich,
unabhangig von der Gram-Selektivitdit der verschiede Medien, mit Hilfe des
Aminopeptidase-Tests (siel2e9.5 bestimmt. Zusatzlich wurde mit zwei weiteren Bedas
Vorhandensein bestimmter Enzyme Uberpruft (seBeund2.9.7). Alle mit den drei Test-
Sets positiv getesteten Bakterien-Kulturen wurdeschlieRend, wie alle anderen isolierten
Reinkulturen, mittels Diagnostischer-PCR (sieRel0.2.]) untersucht. Dabei wurden
samtliche vereinzelten Kolonien, die nicht soforttarsucht werden konnten, mindestens
einmal die Woche auf frische, geviertelte Platteih siem jeweils entsprechenden Medium
Uberimpft und bei 37°C inkubiert.

2.9.3 Ausstrichverfahren zur Isolierung von Baldekiolonien

Die auf den verschiedenen Medien gewachsenen Kaipudie sich in Farbe, Struktur und
Morphologie unterschieden und somit flr eine Verelang geeignet waren, wurden mit
Hilfe des Verdunnungsausstrichs isoliert. Dabeideueine kleine Menge an Zellmaterial mit
einer sterilen Platinimpfose von den Mischplattealiert und mit Hilfe des fraktionierten
Drei-Impfosen-Ausstrich-Verfahrens (Ausglihen depfose nach jeder Strichserie) auf die
verschiedenen Agar-Medien ausgestrichen. Im Idég@géangten spatestens bei den letzten
Strichen nur noch einzelne Zellen in gentigend weltestanden auf die Agaroberflache, die
bei der sich anschlieenden Bebritung zu isoliegehden Einzelkolonien heranwachsen
konnten. Somit wurde sichergestellt, dass alle Kielo, die aus den unterschiedlichen
Verdunnungsstufen gewonnen werden konnten, furfalggnde Untersuchungen in Form

von Reinkulturen zur Verfigung standen.

2.9.4 Bestimmunq eines geeigneten Anreicherungsmedi

Um herauszufinden, welches der verwendeten Flissiggn am besten fir eine selektive

Anreicherung des Endosymbionten geeignet ware, evuxebn jeder Verdinnungsstufe aller
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Verdunnungsreinen nach eintagiger Bebritungsdaued wnochmaligem sorgfaltigen
Durchmischen mit dem Wirbelmischer 1,0 ml Probe éfer- bzw. 0,1 ml Probe der Ei-
Homogenisate mit einer sterilen Pipettenspitze antnen und in sterile Eppendorf-
ReaktionsgefalRe gegeben. Diese waren mit der jgemrilVerdinnungsstufe und einem
Kirzel des verwendeten Anreicherungsmediums gelegcimzet und blieben bis zur weiteren
Untersuchung bei -20°C eingefroren. Die Probendm@awurde nach 5, 10 und 20 Tagen
wiederholt, um ein mdgliches Wachstum desederus-Symbionten verfolgen zu kdnnen.
Dazwischen wurden samtliche Verdiinnungsreihen immvg&achrank bei 37°C inkubiert.

Alle fiunf entnommenen Proben jeder Verdinnungsstifer jeden Verdinnungsreihe
wurden schlief3lich mit Hilfe der diagnostischen P@Rhe2.10.2.) auf das Vorhandensein
des Endosymbionten hin untersucht, um herauszufindeelche der eingesetzten
Anreicherungsmedien die beste Nahrstoffgrundlagedéin Endosymbionten darstellte. Bei
einem geeigneten Anreicherungsmedium sollte eirh&uadensein des Symbionten auch in
einer sehr hohen Verdinnungsstufe nachweisbar dairsich nach dem Verdinnen des
Paederus-Homogenisats in den hochsten Verdinnungsstufen moch einzelne
Endosymbiontenzellen befinden sollten, die in eingmysiologisch ungeeigneten Medium

nicht mehr vermehrungsféahig waren.

2.9.5 Aminopeptidase-Test

In der Mikrobiologie gilt dieser Test als sicherstealyse-Methode zur Identifizierung der
bakteriellen Gram-Eigenschaften und wurde daheuchaaufgrund seiner einfachen und
schnellen Anwendbarkeit - der Methode der Gram-k#@gbvorgezogen. Er dient dem
Nachweis der L-Alanin-Aminopeptidase, ein in derk@aienzellhille lokalisiertes Enzym,
das in relevanter Aktivitat praktisch nur bei gragativen Mikroorganismen vorkommt.

Der Nachweis dieses Enzyms von &aederus riparius isolierten Mikroorganismen mit
den Bactident Aminopeptidase-Teststabchen (Merekt&hland) wurde nach den Angaben
des Herstellers durchgefinhrt.

2.9.6 Katalase-Test

Der Katalase-Test ist ein weiterer Enzym-Test, das Wasserstoffperoxid-spaltende

Enzym Katalase nachweisen soll. Dieses Enzym konumter anderem bei allen
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Pseudomonaden und Enterobakterien vor und spalésts¥vstoffperoxid (30,) in Wasser
(H20) und Sauerstoff (£).

Dazu wurde eine 10%-ige.B,-Losung (aus einer 30%-igen) durch Verdiinnen mit VE
Wasser hergestellt. Anschliel3end wurde etwas Zedinah von allen Reinkulturen, die von
Paederus-Weibchen isoliert werden konnten, auf einen saebeédbjekttrager aufgebracht
und mit einem Tropfen der verdiinntepQ4-LOsung uberschichtet. Eine unmittelbar danach

einsetzende GasentwicklungjQ@eigte das Vorhandensein des Enzyms Katalase an.

2.9.7 Oxidase-Test

Dieser Test dient der Unterscheidung von Enterebp@ceen und Pseudomonaden. Er
besitzt groRe diagnostische Bedeutung, da Vertréteider Familien gramnegative,
bewegliche, Katalase-positive Stadbchen darstelden.Oxidase-Test wurde durchgefuhrt, da
alle Vertreter der Pseudomonaden die Enzyme deuAgskette besitzen, unter anderem das
Enzym Cytochromoxidase, welches mit diesem Teshgewiesen werden kann. Dieses
spezielle Enzym fehlt allen Vertretern der Entektbaen.

Der Nachweis der Cytochromoxidase von aulaederus riparius isolierten
Mikroorganismen mit den Bactident Oxidase-Testire{Merck, Deutschland) wurde nach

den Angaben des Herstellers durchgefihrt.

TEIL B: LOKALISIERUNG

2.9.8 AuBRere Kompartimentierung vBaederus riparius-Weibchen

Um den Endosymbionten exakt Raederus riparius lokalisieren zu kdénnen, wurden die
Kafer als erstes, nachdem sie zwischendurch imnedew in flissigen Stickstoff getaucht
wurden, mit einem scharfen Skalpell unter einemoButar bei zehnfacher Vergro3erung in
einzelne Teile zerlegt.

In der nachfolgenden AbbildungAl§b. 14) ist diese Kompartimentierung schematisch

wiedergegeben.
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< Abb. 14: Schematische Skizze eines Kurzfluglers mit
den zwei bei Paederus riparius durchgefiihrten
Schnittreihen.  Geschwungene Klammern  mit
> m dahinter stehenden Zahlen stellen die verschiedenen
Kompartimente dar, die auf das Vorhandensein des
Endosymbionten hin untersucht wurden. Zwischen
den Klammern liegen die mit gestrichelten Linien

markierten Schnittstellen.

Jedes einzelne Kompartiment (die Beine wurden dabsammen mit Kompartiment 2
bzw. Il untersucht) wurde anschlieBend in einemilste 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald
unter Zugabe von Flussig-Stickstoff mit einem Mmistill zu einem feinen Pulver zerrieben
und in 50 pl PCR-Wasser aufgenommen. Um eine nfigjlisomogene L6sung zu erhalten,
wurde die Suspension auf einem Wirbelmischer bednger Stufe sorgféaltig durchmischt.
Danach wurde kurz abzentrifugiert, um kleine, anWeand des Reaktionsgefal3es anhaftende
Ruckstande wieder in Losung zu bringen. Insgesaortden funf dieser Schnittreihen aus
zehn Kafer-Weibchen angefertigt, die anschlie3enittelsm Diagnostischer-PCRsiehe
2.10.2.1)auf das Vorhandensein des Endosymbionten hinsutdet wurden.

2.9.9 Innere Kompartimentierung v&aederus riparius-Weibchen

Ausgehend von den Ergebnissen der &ulReren Kompatierung wurde eine Sektion des
Abdomens dePaederus-Weibchen durchgefuhrt. Die Kafer wurden zum Abwdter ca. 10
Minuten bei -20°C eingefroren und anschliel3end rueteem Binokular bei 20-40-facher
Vergrol3erung préapariert.

Zu Beginn wurde das Abdomen mit einem scharfen f@katirekt hinter den Elytren

abgetrennt und in einigen Tropfen sterilem MillipaiVasser auf einem Glasobjekttrager
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aufgenommen. Mit zwei Dumont-Pinzetten (INOX. 5;it&gndurchmesser: 0,025 mm x
0,005 mm) wurden anschlie3end, dorsal von der 8stelle beginnend, die Tergite entfernt
und der abdominale Darmtrakt mit Unterstlitzung wevei speziellen Microfederscheren
(Spitzendurchmesser: 0,15 mm, gerade Klingen uhan®), Klingen um 90° gewinkelt; Fine
Science Tools, Deutschland) herausprapariert unduri weiteren Verarbeitung in 100%igem
Ethanol gelagert. Danach wurden die abdominalemi&eentfernt und die zwischen Sternit
[l und IV ausmiindende exokrine Komplexdrise vdrsg herausprapariert. Sie wurde bis
zur weiteren Untersuchung ebenfalls in 100%igemaibh aufoewahrt. Schliel3lich wurden
eine noch nicht beschriebene Drise, die seitlichkdemplette Abdomen durchzieht und im
letzten Segment mindet, der Groldteil des Fettkérperd der komplette weibliche
Geschlechtstrakt mit Hilfe des Micropréparierbelsteentfernt und in Ethanol gegeben.
Wahrend der Sektion wurde das aufpraparierte Abdornmemer wieder mit sterilem
Millipore-Wasser Uberschichtet und aufschwimmena#t-Fund Gewebereste mit einem
Stuck Zellstoff vorsichtig aufgesogen.

Sich entsprechende Kompartimente von jeweils Ragderus riparius-Weibchen wurden
schlielich in sterilen 1,5 ml-Eppendorf-Reaktiogfgdien in 50 pul PCR-Wasser vereinigt,
mit einer Microfederschere madglichst fein zersdemit und das erhaltene Homogenisat
anschlieend mittels Diagnostischer-PCR (sigh#0.2.) auf das Vorhandensein des
Endosymbionten hin untersucht. Nachfolgende Ablbigd(Abb. 15) zeigt schematisch die

innere Organisation der entfernten Kompartimentkdie eingezeichnete Schnittstelle.

Enddarm FettkOrpe® Schnittstelle direkt
® hinter den Elytren

Ausfuhrgang und Ovarien Komplexdriise

Abb. 15: Schematische Skizze voRaederus riparius mit gekennzeichneter Schnittstelle direkt hinter
den Elytren (gepunktete Linie) und der ungefdhren mneren Anordnung der herauspraparierten
Kompartimente. Es fehlt die seitlich auf Hohe dedMittel- und Enddarms verlaufende, im letzten
Segment mindende, unbeschriebene Driise.
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2.9.10 Kompartimentierung des weiblichen Geschichitts

Da derPaederus-Endosymbiont sich bei seiner Weitergabe an diehk@mmenschaft auf
und/oder in den Eiern befindet, wurde zusatzliahe @ ompartimentierung des kompletten
weiblichen Geschlechtstrakts (siehieb. 16) durchgefihrt.

3N\

Ovarienganc ¢

;o ° k t\
’gechte Anhangsdriise

LS

R o7
cf’

Ausfiihrgang

Abb. 16: Herauspraparierter weiblicher Geschlechtspparat von Paederusriparius.
Weil3 gestrichelte Linien stellen die Schnittpunktemit dem Skalpell dar.

Dies sollte Aufschluss uber ein mogliches Vorhaseéan des Endosymbionten in den
einzelnen Kompartimenten und dessen Organisatiom dgben. Insgesamt wurden funf
Geschlechtsapparate v@aederus riparius-Weibchen mit dem Skalpell in die folgenden vier
Kompartimente zerteilt: Ovarien und Ovariengangnkdi Anhangsdrise, rechte
Anhangsdrise, Genitalkammer und Ausfihrgang. Sicltspeechende Teile wurden
schlielich in sterilen 1,5 ml-Eppendorf-Reaktiogfgdien in 50 pul PCR-Wasser vereinigt,
mit einer Microfederschere moglichst fein zersdemt und nach einer 5-minitigen
Ultraschallbehandlung auf einem Wirbelmischer gutctimischt. Bis zu ihrer Untersuchung
mittels Diagnostischer-PCR (sieBel0.2.) blieben die Proben bei -20°C eingefroren.

Von zehn zusatzlich herauspraparierten Geschlgmbasaten wurden funf vor ihrer
Kompartimentierung in einer 4%igen PFA-LOsung (si@hl0.7.4 fir ca. 60 Minuten bei
4°C fixiert, um beim Schneiden mit dem Skalpell theVivo-Organisation moglichst nicht
zu verandern. Die einzelnen Teile wurden anschhd3auf Adhasions-Glasobjekttragern
(SuperFrost Ultra Plus; Menzel, Deutschland) mitmdd-luoreszenzfarbstoff DAPI
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Uberschichtet (10-20 pul, je nach GrolRe des Objektd)fiir 10-15 Minuten bei 4°C inkubiert.
Der Nucleinsdurefarbstoff wurde nun mit Milliporeadser vorsichtig abgespult, und es
wurden Quetschpraparate aus den einzelnen Kompgautm hergestellt. Diese wurden
anschlieBend bei verschiedenen Vergréf3erungen i@xfadhen Phasenkontrast- und im
DAPI-Fluoreszenzmodus betrachtet und digital dokutneet.

Die funf verbliebenen Geschlechtsapparate wurderstarilem VE-Wasser mit einer
Microfederschere vorsichtig horizontal aufpréapdrierd in einer aufsteigenden Ethanolreihe
vollstandig entwassert. Die Proben wurden ansohtid® auf Messingobjekttrager
aufgebracht, mit Goldstaub bedampft und im Rastkteinenmikroskop untersucht, um
Aufschluss uber den Ubertragungsweg des Endosynasiceuf die Eier zu erhalten (siehe
3.9.

2.9.11 Mikrotomie (Semi-Dunnschnitt-Technik)

Um die inAbb. 15 grob dargestellte innere Organisation der Kompeatite in Situ exakt
bestimmen zu kénnen, wurden mit einem Rotationsukn (Leica Jung RM2035) Semi-
Dunnschnitte des weiblichen Abdomens hergestellsgehend davon erfolgte in erster Linie
eine exakte Lokalisierung deBaederus-Endosymbionten mit Hilfe von histologischen
(Methylenblau-Farbung; sief#9.11.3 und nucleinsaurespezifischen Farbetechniken (BAPI
Farbung, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISHjiehe 2.10.7. Zusatzlich wurden
Dunnschnitte von Paederus riparius-Eiern angefertigt, um die Organisation des
Endosymbionten auf der Ei-Oberflache und/oder innBeren aufklaren zu kénnen.

Bevor man jedoch die Kaferabdomina bzw. die Eidgrdem Mikrotom schneiden konnte,
mussten die Proben fixiert und anschlielRend enevtis®erden. Als Fixierungsreagenz wurde
eiskalte 4%ige PFA-L6sung (sieBel0.7.4 verwendet, in der frisch abgetttete Weibchen (10
Minuten Einfrieren bei -20°C) bzw. Eier fir mindess zwei Tage bei 4°C fixiert wurden.
Dabei musste darauf geachtet werden, dass die Kaber die Eier in der Fixierlésung (pro
Kafer bzw. 10 Eier: 1,5 ml Fixierlosung in einem rl-Eppendorf-Reaktionsgefall)
vollstandig untertauchten, um eine effektive FiMigy zu gewadhrleisten. Anschliel3end
wurden die Proben 2x mit phosphatgepufferter SalinePBS, sieh€.10.7.4 gewaschen
und den Weibchen das Abdomen mit einem Skalpektabgnt. Die fixierten Proben mussten
nun in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe (30-, 88-, 95- und 100% Ethanol) entwassert
werden, wobei die Verweildauer in jeder Konzentragstufe ca. 30 Minuten betrug. Um die

fixierten und entwéasserten Proben schliellich ngimdMikrotom schneiden zu konnen,
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mussten sie in ein spezielles Medium eingebettetieve In der vorliegenden Arbeit wurden
zu diesem Zweck zwei verschiedene Medien mit uokeesllichem Hartegrad verwendet:
Paraffin und das Kunstharz UNICRYL (Plano GmbH, 8ebland). Fir das Schneiden von
ausgeharteten Paraffinblocken wurde ein speziellBsweg-Rasiermesser in den
Halteschlitten des Mikrotoms eingespannt. Schnittnnjedoch UNICRYL-Harzbl6cke,
musste ein sehr hartes, mit gewinkeltem Schlifsgbenes Messer vom Typ D eingespannt
werden. Bei der Benutzung beider Klingen wurde atfkrédom ein Schnittwinkel von 0°

eingestellt, mit dem ein optimales Schnittergeleniselt werden konnte.

2.9.11.1 Paraffin-Einbettung

Fur die Einbettung in Paraffin mussten die vollgigrentwasserten Proben zuerst mit Hilfe
des Intermediums Roticlear (Roth, Deutschland) reilieei gemacht werden. Dies geschah
Uber eine Ethanol-Roticlear-Reihe (je 1,5 ml in REppendorf-Reaktionsgefal3en) mit den
Mischverhaltnissen Ethanol:Roticlear 3:1, 1:1 und.1Die Verweildauer in jeder
Konzentrationsstufe betrug dabei ca. 60 Minutevobalie Proben Uber Nacht in reinem
Roticlear bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Arachsten Tag schloss sich die
Infiltrierung der Proben mit flissigem Paraffin @inem 50 ml-Becherglas bei 60°C im
Warmeschrank an, wobei nach sechs Stunden daRatfin (enthielt Reste von Roticlear)
gegen neues ausgetauscht wurde, um eine 100%iggu8gtzu erzielen. Die Proben wurden
schlie8lich Gber Nacht im Warmeschrank bei 60°Culmért, bevor sie in speziell daftr
vorgesehene, blockahnliche Gummiformen gegebenemyrdie mit flissigem Paraffin halb
geflllt waren. Die Proben wurden dabei mit einemzBite am oberen Ende der Form so
angeordnet, dass die Seite, die zuerst geschniiterden sollte nach vorne zeigte.
AnschlieRend wurden die Formchen vorsichtig mittarem Paraffin befillt, bis es die
Proben ca. 5 mm Uberragte. Nachdem die Blocke beinfeemperatur ausgehartet waren,
wurden sie aus den Formen gelost und das Paraifieinem Skalpell so weit entfernt, dass
die eingegossenen Objekte nur noch von einem @min dicken Paraffinrand umgeben
waren. Die ungetrimmte Seite der Blocke wurde alief@bnd mit einem Uber der
Bunsenbrennerflamme erhitzten Spatel bis zum Sdendales Paraffins erwarmt und durch
Andrucken auf einem Holzkl6tzchen befestigt.

Mit dem Mikrotom wurden nun Querschnitte des kortiple Abdomens bzw. der Eier von
5-8 um Dicke hergestellt. Die Schnitte wurden nmeen feinen Pinsel vom Mikrotommesser

abgenommen und auf Glasobjekttrager aufgebracbtpui mehreren Tropfen VE-Wasser
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versehen und auf einem 40°C heil3en Warmetisch waénget waren. Durch das warme
Wasser breiteten sich faltige oder eingerollte 8tdhschnell aus. Nachdem das Wasser unter
den Schnitten komplett verdunstet war, wurden dibjekatrager Uber Nacht im
Warmeschrank bei 37°C inkubiert, um eine sicherb@ibn zu gewahrleisten.

Fir die sich anschlie3enden Farbetechniken musstddraffin wieder aus den Schnitten
entfernt werden. Dazu wurden die Glasobjekttragereiner Trogkammer mit Roticlear
tberschichtet und bei 60°C fur ca. 20 Minuten imriéschrank inkubiert. Abschliel3end
erfolgte eine Rehydrierung der Schnitte in einesteilgenden Ethanolreihe (100-, 85-, 50%
Ethanol) fir jeweils 10 Minuten, bevor die Obje&ger an der Luft getrocknet wurden.

2.9.11.2 UNICRYL-(Kunstharz)-Einbettung

Bei UNICRYL handelt es sich um ein Acrylharz, wedshfiir den universellen Einsatz in
der Licht- und Elektronenmikroskopie entwickelt wer Die Vorteile des Harzes liegen
sowohl in der Erhaltung der Gewebestrukturen alschaun der spezifischen
Schneidcharakteristik begriindet. Makromolekiile tétn@ und Nukleinsduren liegen an der
Oberflache der Schnitte fur das anschlieBende Réolfen, was dadurch zustande kommt,
dass der Schnitt vor der Kante des Messers vombltak abgespalten wird. UNICRYL
besitzt zudem hervorragende Polymerisationseigafigesh) wodurch ein gleichméaRiges
Eindringen des Harzes in das Proben-Gewebe geftasiter. UNICRYL kann durch Warme
oder UV-Bestrahlung polymerisiert werden. Dabeidwitie Schneideigenschaft des Harzes
von der Aushartegeschwindigkeit bestimmt.

In der vorliegenden Arbeit wurde UNICRYL durch Wapolymerisation ausgehartet,
wobei nach den Angaben des Herstellers verfahredevidie Polymerisation wurde im Falle
der Abdomina in 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal3amchigefihrt, die wahrend des
Prozesses verschlossen wurden, um ein Entweicliéidlsther Dampfe zu vermeiden. Die
abgetrennten Abdomina wurden dazu mit der angetehan Seite auf dem Boden der
ReaktionsgefdlRe zum Stehen gebracht und vorsighitigdem flissigen Harzmedium
Uberschichtet. Analog dazu wurden die Eier in O|2P@R-Tubes auf dem Boden platziert,
bevor sie mit dem Einbettmedium dberschichtet wardéJm einen zu starken
Temperaturanstieg wahrend der exothermen PolyniensaReaktion im Warmeschrank
(60°C) zu vermeiden, wurden die Reaktionsgefal@nan Aluminiumblock gesteckt, der die

Uberschissige Warme ableiten sollte.
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Nach dem vollstandigen Ausharten des UNICRYLS wnrde Reaktionsgefalie seitlich
mit einem Skalpell aufgeschnitten und die Harzbéblerausgedrickt. Anschliel3end wurde
mit einer Diamantfrase (Lehrstuhl fur Elektronenrogkopie) bei 10-facher Vergréf3erung
ein maglichst kleines quadratisches Schnittfelddieneingebettete Probe herum erzeugt. Die
zugeschliffenen Harz-Proben wurden schlie3lich mier Heil3klebepistole auf dafur
vorgesehene Holzbléckchen aufgeklebt und konntem mit dem Mikrotom geschnitten
werden, wobei die Dicke bei Quer- und Langsschmitten Kaferabdomina 3 pm, bei
Querschnitten von Eiern 5 um betrug. Die Schnitteden anschlieRend mit einer spitzen
Pinzette vorsichtig von der Schnittfliche des Messsbgenommen und auf spezielle,
teflonbeschichtete Objekttrager mit acht ausgespdfeldern{l 6 mm; Roth, Deutschland)
aufgebracht. Jede Kammer des Objekttragers wurder zmit einem Tropfen VE-Wasser
versehen, der dann auf einem Warmetisch bei 55°@ewadrmt wurde. Unebene oder
eingerollte Schnitte konnten sich dadurch schnédlder ausbreiten. Durch die besondere
Adhasionswirkung des Glases, konnte sogar auf eifbrikgen spezieller Haftstoffe oder
Proteinbeschichtungen zum Anhaften der Gewebesehvatrzichtet werden. Nachdem die
Schnitte vollstandig auf den Objekttrdgern angétnet waren, konnten sie fur die

verschiedenen Farbetechniken verwendet werden.

2.9.11.3 Methylenblau-Farbung

Um nun ein genaues Bild von der inneren Organisatdier Kompartimente im Abdomen
der Weibchen zu erhalten, wurde je eine Serie \v@ami®unnschnitten aus der Paraffin- und
der UNICRYL-Einbettung mit Methylenblaulésung (FaykDeutschland) angefarbt. Dazu
wurde jeder Schnitt auf den Objekttragern mit einbBiopfen der Farbelésung Uberschichtet
und bei Raumtemperatur fir ca. 12 Minuten inkubiekim mdglichst wenig
Methylenblaulésung verwerfen zu missen, wurden aliigebrachten Tropfen mit einer
Glaspipette abgesaugt und fir die nachste Farbumglewerwendet. Auf den Proben
verbliebene Farbeldsung wurde mit VE-Wasser ubserei Spulbecken so lange abgespililt,
bis keine blauen Farbwolken mehr abgingen. Danachrdem die Objekttrager bei
Raumtemperatur getrocknet und anschlie3end untar Mé&roskop betrachtet und digital
dokumentiert.

Alle anderen angefertigten Schnittserien von Abdwmind Eiern wurden ausschliel3lich

mit Nucleinsaure-Farbetechniken (DAPI, FISH; sieéh&0.7 untersucht, die eine exakte
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Lokalisierung ded?aederus-Endosymbionten in den histologischen Schnittprdigsr in situ

erzielen sollten.

TEIL C: ISOLIERUNG

2.9.12 Isolierung des vermuteten Endosymbionten

Nach ersten frihen mikroskopischen Auswertungenalmominalen Semi-Dinnschnitten
und einigen Quetschpraparaten von KompartimenterGadschlechtsapparats konnte aus den
Anhangsdrisen frisch praparierteaederus riparius-Weibchen ein in sehr grof3er Anzahl
vorkommendes Bakterium mechanisch isoliert werd®azu wurde der komplette
Geschlechtsapparat unversehrt aus den Weibchenispepariert (Vorgehensweise siehe
2.9.9 und der ihn umgebende Fettkorper und umspanneraddieendste vollstandig entfernt.
Anschlie3end wurde der ,geséauberte” Geschlechtstaisichtig mit einer Pinzette in einige
frische Tropfen steriles Millipore-Wasser uberfutmit einer Microfederschere wurden nun
die linke und rechte Anhangsdrise abgetrennt unth@mreren, eng beieinander liegenden
Stellen eingeschnitten. Die in Form von kleinen¥esi Wolkchen austretende Masse wurde
mit einer sterilen Pipettenspitze in Volumina vemwgils 10 pl vorsichtig aufgesogen und in
einem sterilen 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal3imgge Von beiden Anhangsdriisen eines
Geschlechtstrakts konnte auf diese Weise bis zupdOBlussigkeit mit Bakterienmaterial
gesammelt werden, die bis zur weiteren Untersuctheigd°C gelagert wurde. Insgesamt
wurden die Anhangsdriisen von 12 Weibchen eingesehr{iGesamtvolumen: 1,1 ml).

Zur Uberprifung, ob es sich bei der in den Anharigseh gefundenen Bakterienpopulation
um denPaederus-Endosymbionten handelte, wurde die Bakterien-kdle#t schlie3lich mit
Hilfe der diagnostischen PCR (sieh2.10.2.) untersucht. Zudem wurde sie mit
verschiedenen Farbetechniken (NucleinsaurefaroumAP(, FISH), siehe 2.10.7
Geil3elfarbung, siehe 2.9.13 mikroskopisch untersucht (Lichtmikroskop: 100x
Phasenkontrast, Fluoreszenzmodus, sigl® Transmissions-Elektronenmikroskop, siehe
2.7) und Bakteriengruppen-spezifischen Tests (Amintdape-, Katalase- und Oxidase-Test;
siehe2.9.5-2.9.7 unterzogen. Schliel3lich erfolgte eine DNA-Extraktaus der Bakterien-
Suspension. Die daraus erhaltene, aufgereinigte DNAde als Matrize fur die 16S-PCR
(siehe2.10.2.2 und die Touch-Down-PCR (sie€l0.2.3 eingesetzt.
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2.9.13 GeilRelfarbung nach KODAKA et al. (1982)

Da es sich bei der Gruppe der Pseudomonaden unghbeneeBakterien mit einer polaren
Begeil3elung (eine oder mehrere Geil3eln) handeltden®aederus-Endosymbiont sehr nah
verwandt ist mitPseudomonas aeruginosa, wurde mit einem speziellen Farbeverfahren
versucht, méglicherweise vorhandene GeilReln deo$gymibionten mikroskopisch sichtbar
zu machen.

Dazu wurde die aus den Anhangsdrisen isolierteeBakipopulation (sieh2.9.10 mit
Hilfe dieser Methode untersucht. Fir die Herstglaer fertigen Farbeldsung wurden eine

Beizmittelldésung und eine Farbstofflosung (sid@lad. 3) im Verhéaltnis 1:10 gemischt.

Tab. 3: Reagenzien fir die Herstellung des Beizmits und der Farbstofflosung zur Geil3elfarbung nach
KODAKA et al. (1982).

LAsung A: Beizmittel

Tannin (Gerbsaure) 10,09
5%ige wassrige Phenollésung (5,0 g Phenol in 10UBEWasser) 50,0 ml
gesattigte wassrige Alaunlésung (ca. 60 g/l) 50,0 mi

Losung B: Farbstofflosung

gesattigte Kristallviolettstammldsung in Ethandb¥®) 10,0 ml

Losungen A und B werden miteinander gemischt. Rierguchsfertige Losung muss nicht
filtriert werden und ist bei Raumtemperatur unbegtdaltbar.

Auf einen Glasobjekttrager wurden nun zwei getrerifitopfen VE-Wasser gegeben, in
deren Oberflachenmitte nacheinander die Schnittlaceiner frisch abgetrennten
Anhangsdrise vorsichtig eingetaucht wurde, so dasl die Bakterienzellen auf der
Tropfenoberflache verteilen konnten. Bevor der ®itjgger mit Farbelésung tberschichtet
wurde, lie3 man die Tropfen bei Raumtemperatur@iknen. Nach einer Einwirkzeit von ca.
5 Minuten wurden sowohl die Vorder- als auch diecksiite des Objekttragers mit
Leitungswasser fir 2-3 Minuten grundlich abgespiald luftgetrocknet. Die Proben wurden
anschlieBend lichtmikroskopisch bei einer 1000-émchVergrof3erung mit Hilfe von

Immersionsdl betrachtet und digital dokumentiert.
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2.10 Molekularbiologische Methoden

2.10.1 Extraktion von DNA-Material

DNA wurde ausschliel3lich aus Bakterienkolonieniestl welche Reinkulturen darstellten.
Kolonien, die auf tellurithaltigen Medien wuchsewrden vor einer DNA-Isolierung auf das
entsprechende, telluritfreie Medium dberimpft, unonkaminationen durch das in den
Bakterienzellen eingelagerte elementare Tellureneiden. Die Extraktion wurde dabei mit
dem DNA-Isolations-Kit ,DNeasy Tissue Kit* (Qiagedeutschland) durchgefiihrt, wobei
nach dem Protokoll ,Isolation of Total DNA from Anal Tissues” verfahren wurde. Die
Extraktion wurde gemal den Angaben des Herstallamchgefihrt.

2.10.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mitte der 1980er Jahre wurde mit der Polymerasadietcaktion von Kary Mullis eine
Methode entwickelt, die eine spezifische Amplifieatvon DNA-Fragmenten aus komplexen
Nucleinsdure-Gemischen ermoglichte. Da die Primestimmen, welche DNA-Sequenz
amplifiziert wird, ist es nicht notig, das gewlnsch DNA-Segment aus dem
Ausgangsmaterial zu isolieren, bevor die PCR-Realdestartet wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit drei verscliedn PCR-Methoden gearbeitet - die
Diagnostische-PCR (siel210.2.}, die 16S-PCR (sieh210.2.2 und die Touch-Down-PCR
(siehe2.10.2.3.

2.10.2.1 Diagnostische-PCR

Die Diagnostische-PCR dient ausschlie3lich dem WNWath eines ganz bestimmten
Bakteriums. Dabei wird das Vorhandensein der Mikgaoismen durch die Amplifikation
einer einzigartigen Basensequenz, die sich aufneirmisgewahlten Zielgen befindet,
zuverlassig detektiert - im Falle deaederus-Endosymbionten ist dies eine einzigartige, 157
Basenpaare lange Abfolge auf den Pederin-Syntheeagederen Amplifikation das
Vorhandensein des Endosymbionten zuverlassig anzeig

Bei allen Untersuchungen von Gewebeproben, die des Lokalisierungs- und
Isolierungsexperimenten stammten, wurde Gewebeheniggt als Matrizen-DNA im PCR-

Ansatz eingesetzt. Im Falle von isolierten Reink@h aus den Kultivierungsexperimenten
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wurde mit der Spitze eines sterilen Zahnstochersjeder zu untersuchenden Kolonie eine
geringe Menge an Bakterienmaterial abgenommen unedktdn den fertigen PCR-Ansatz
Uberfuhrt (Direkt-PCR).

2.10.2.2 16S-PCR

Diese PCR-Methode basiert auf der Amplifikation d&S rRNA-Gene, deren Analyse
heute eine anerkannte Methode zur Einordnung @irtean den universellen Stammbaum des
Lebens und zur Ermittlung der nachst verwandteerAdarstellt. Die rRNA-Molekiile gelten
daher als ideale molekulare Chronometer, mit dekgélie sich verwandtschaftliche
Beziehungen unter allen Organismen rekonstruiereseh.

Von einigen ausgewahlten Reinkulturen aus den Wahingsexperimenten wurden die
vollstandigen 16S rRNA-Gene (1,5 kb) amplifizieym Ausgangsmaterial fir eine
Sequenzierung zu erhalten. Mit dieser DNA erfolgighlie3lich ein phylogenetischer
Vergleich mit dem Endosymbionten, dessen 16S rRNM4u8nz bereits entschlisselt und
veroffentlicht wurde (KELLNER, 2001). Fur die Unsechungen wurde aulRerdem
aufgereinigte DNA aus den Anhangsdriisen Raederus riparius- und Paederus sabeus-
Weibchen (leben ausschliel3lich auf dem afrikanisdt@ntinent) als Matrize eingesetzt.

2.10.2.3 Touch-Down-PCR

Unter den Pseudomonaden gibt es auch einige \@rtreie unter anoxischen oder
mikroaerophilen Bedingungen zur Denitrifizierungfdsegt sind, wie z. B.Pseudomonas
stutzeri, Pseudomonas fluorescens und Pseudomonas aeruginosa (STANIER et al., 1966). Da
der Paederus-Endosymbiont sehr nah verwandt ist fgeudomonas aeruginosa, wurde mit
der hier beschriebenen PCR-Methode das Vorhandereai spezifischen Enzymen, die an
der bakteriellen Denitrifikation beteiligt sind, édprift. Dies sollte fur zukunftige
Kultivierungs-Experimente zusatzlich maogliche Waahssbedingungen und
Nahrstoffanforderungen des Endosymbionten entsséliis

Fur die Amplifikation von Teilsequenzen desQ¥ (nosZ: 1,0 kb) und Nitrit- QirK: 0,5 kb;
nirS 0,9 kb) Reduktase-Gene wurde zur Erhéhung derif8ge jeweils eine so genannte
Touch-Down-PCR durchgefihrt. Bei dieser PCR-Methadgiel die Annealing-Temperatur
zunachst deutlich hoher eingestellt, als die eeitét Schmelztemperatur £Y der

verwendeten Primer. Bei jedem Zyklus wird anscldief3die Temperatur um eine konstante
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°C-Zahl erniedrigt, bis die fur die jeweils eingeten Primer optimale Annealing-
Temperatur erreicht ist (sielel0.2.7.

Als Matrize fur die Denitrifikanten-Primer dientdelbei aus den Anhangsdriisen von
Paederus riparius-Weibchen aufgereinigte DNA. Zum Vergleich wurddneePositiv- und
eine Negativkontrolle mitanalysiert. Dabei handedt® sich um aufgereinigte DNA von

Pseudomonas aeruginosa (fahig zur Denitrifikation) undescherichia coli.

2.10.2.4 PCR-Reaktionsmix

Alle PCR-Reaktionen wurden in einem T1-Thermocy¢Bipmetra, Deutschland) jeweils
in 50 ul Reaktionsansatzen mit dem Taq DNA Polyser&it (1000 U; Qiagen,
Deutschland) durchgefiihrt. Dabei bestand ein Reagfnsatz aus den in der folgenden

Tabelle Tab. 4) aufgefiihrten Einzelbestandteilen:

Tab. 4: Bestandteile eines PCR-Reaktionsansatzesdidafiir bendétigte Volumina.

'I:AQR-Wasser (sterilfiltriertes, autoklaviertes " 0.8 pl
illipore-Wasser)

5x Q-Solution 10,0 pl
10x PCR-Puffer 5,0 ul
dNTP Mix (2 mM) 5,0 pl
Primer F (10 pmol/ul) 2,5 pul
Primer R (10 pmol/ul) 2,5 pul
Taq (5 U) 0,2 ul
Gewebehomogenisat/aufgereinigte DNA **4,0 pl

*%

fur die Reinkultur-Untersuchungen wurden eingeset24,8 pul;  Zahnstocher-Spitze einer Reinkultur

In der Regel wurden 10-15 PCR-Ansatze gleichzaitigesetzt. Hierbei war es von grol3em
Vorteil, zunachst einen Mastermix aus allen obefgeflinrten Grundbestandteilen (bis auf
die Matrizen-DNA) in der angegebenen Reihenfolgzingellen. Bei x Ansatzen wurde dazu
die (x+1)-fache Menge der oben aufgefiihrten Losaonigeein steriles 1,5 ml-Eppendorf-
Reaktionsgefald pipettiert und dort gut gemischt. dt& Amplifizierung wurden schlief3lich
jeweils 46 pl dieses Mastermixes in ein PCR-Reakgefald (0,2 ml) vorgelegt und
anschliel3end mit der Matrizen-DNA versehen. Beidtsuchungen von Reinkulturen aus den

Kultivierungsexperimenten wurden 50 pl Mastermixgedegt, da die Matrizen-DNA nicht



Material und Methoden 56

als 4 ul wassrige Loésung zugegeben wurde und dird?CR-Wasser-Anteil um 4 ul erhéht

wurde.

2.10.2.5 Verwendete PCR-Primer und PCR-Programme

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primearden zur Amplifikation von
Teilsticken der Pederin-Synthese-, der Nitrit- umMO-Reduktase-Gene und der
vollstandigen 16S rRNA-Gene eingesetzt und sintain. 5 aufgefuhrt.

Tab. 5: Sequenz, Position und Schmelztemperaturened verwendeten Primer. Vorwarts gerichtete

Primer sind mit F (Forward) gekennzeichnet, rickwéts gerichtete mit einem R (Reverse).

Sequenz
Primer Tm (°C)* Ziel-Gen Position Referenz
(5-3)
TGG CAT
KS1F CGT GGG ¢, ped-Cluster,Paederus- o 4o SIEL 2002
GAA AGG Endosymbiont Gene '
CTG
GGC GCA
KS1R GGTGCT ped-Cluster,Paederus- o 4o SIEL 2002
GAC ACG Endosymbiont Gene '
C
AGA GTT
GM3F TGATCM 46-48 16SIRNA, Bacteria 833  MOVZER
etal., 1995
TGG C
TAC CTT
GM4R GTTACG 44  16SIRNA, Bacteria  1492-15b7 0 V21
etal., 1995
ACT T
CGG CTG
nosz661F GGG GCT 57 nosZ, universell 661-678 301539&
GAC CAA .
ATR TCG
ATC ARC . SCALA ot
nosZ1773R TGB TCG 46-52  nosZ, universell 1753-1773 al.. 1999
TT®
TTC ATC
PSNOSZI75F AACGAC 48  nosZ, Pseudomonaden 783800 o/ of !
AAG GCC .
CGG TGG
PSNOSZI144RGCAGGA 57 nosZ, Pseudomonaden 1720-1738) o0 &
AGC GGT .
GGM ATG
nirk1F GTKCCS 54-58  nirK, universell 526542 o o oo
TGG CA® .
GCC TCG
NirK5R ATCAGR 54-58  nirK, universel 1023-104p SRARER
etal., 1998

TTRTGG
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CCT AYT

NirS1F GGC CGC 56-62  nirS, universell 763-780 StRaAIKEgg .
CRC ART® :
CGT TGA

nirS6R ACTTRC 4850  nirS universell 1638-1653 o KER
CGG T etal., 1998

!Schmelzpunkt berechnet nach ¥ 4*(G+C) + 2*(A+T)°C (SUGGS et al., 1981fbezogen auf das 16S rRNA-
Gen vonE. coli (BROSIUS et al., 1978)*bezogen auf dasosZ-Gen vonPseudomonas stutzeri (SCALA et al.,
1999); *bezogen auf dasirkK-Gen vonAlcaligenes faecalis (BRAKER et al., 1998)*bezogen auf dasirS-Gen
von Pseudomonas stutzeri (BRAKER et al., 1998)°K = T, U oder G;'M = C oder A;*R = A oder G’S = C
oder G;*%Y = C, T oder U.

Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG (echland) synthetisiert. Zur
Herstellung einer Stammlésung mit einem Lésungswelu von 100 pmol/ul wurden diese
mit PCR-Wasser verdinnt. Die Konzentration derigert Arbeitslosung betrug schlie3lich
10 pmol/ul und wurde durch eine weitere, zehnfa¢bediinnung mit PCR-Wasser erreicht.
Primer-Stamm- bzw. Arbeitslésungen wurden bei -2@8lagert. Samtliche Arbeitsschritte
bei der Herstellung von PCR-Ansatzen erfolgten mniéerwendung von sterilen
Pipettenspitzen und Reaktionsgefal3en und fandeBisustatt.

Die in dieser Arbeit verwendeten PCR-Programme fiie Durchfihrung der
diagnostischen PCR, der 16S-PCR und der Touch-O®GR- sind in den nachfolgenden

Tabellen Tab. 6 A, B) zusammengefasst.

Tab. 6 A: PCR-Programme zur Durchfiihrung der diagnastischen PCR und der 16S-PCR.

Primer KS1F/KS1R GM3F/GM4R
(Programmname) (MK-2) (AK-6)
# Schntt ° Zelt ° Zelt
TCO miny  1CO (min.)
1 Anfangs- 96 5 94 3
Denaturierung
2 Denaturierung 96 Yo 94 Yo
3 Annealing 57 Yo 50 2
4 Elongation 72 1 72 1
5 Zyklus Schritt 2-4 35x 33x
6 End-Elongation 72 10
7 Ende 4 0 4 0
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Tab. 6 B: PCR-Programme zur Durchfihrung der TouchDown-PCR.

Primer NosZ661F/ PsNoszZ175F/  nirK1F/nirK5R
(Programmname) nosZ1773R PsN0sZ1144R  nirS1F/nirS6R
9 (MK-NQOS) (MK-PSNOS) (MK-NIRKNIRS)
# Schritt o Zeit o Zeit o Zeit
TCO  min) TCO @min)y TCO  (min)
1 Anfangs- 94 5 94 5 94 5
Denaturierung
2 Denaturierung 94 1 94 1 94 1
3 Annealing 60 1 63 1 56 1
4 Elongation 72 3 72 3 72 3
8x; Annealing-  10x; Annealing- 10x; Annealing-
5 Zyklus: Schritt 2-4 ~ Temperatur wird Temperatur wird Temperatur wird
(touch-down) um je 0,5°C um je 0,5°C um je 0,5°C
abgesenkt abgesenkt abgesenkt
6 Denaturierung 94 1 94 1 94 1
7 Annealing 56 1 58 1 51
8 Elongation 72 3 72 3 72 3
9 Zyklus; Schritt 6-8 27 X 27 X 20 x
10 End-Elongation 72 5 72 5 72 5
11 Ende 4 00 4 0 4 00

2.10.3 Aufreinigung und Konzentrationsbestimmung Mucleinsauren

DNA-Amplifikate der 16S-PCR wurden vor den sich @nglRenden Untersuchungen
(siehe2.10.4und 2.10.9 mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, tschland)
aufgereinigt, um im Ansatz vorhandene niedermokmeulMolekile und die fur deren
Amplifikation eingesetzten Primer abzutrennen. Daberde nach den Angaben des
Herstellers verfahren.

Zusatzlich wurde die DNA-Konzentration der 16S-PERplifikate vor ihrer weiteren
Untersuchung bestimmt. Dazu wurden die aufgeraanigtProben einer Agarose-
Gelelektrophorese (sieh210.5 unterzogen und sichtbar gemacht. Anhand der lm&an
DNA-Konzentration eines auf dem Agarosegel mitgeelaen DNA-Standards konnte die
Konzentration in der DNA-Probe abgeschéatzt werdgne wesentlich genauere und zudem
Material und Zeit sparende Methode stellte die Kmnationsbestimmung mit dem
NanoDrop-Spectrophotometer (ND-1000; NanoDrop, U8#), der ein Probenvolumen von
1 pl DNA-LAsung innerhalb von 10 Sekunden analgsideonnte.
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2.10.4 Restriktionsfragment-Langen-PolymorphisnRISL(P)

Mit dem Restriktionsfragment-L&ngen-Polymorphisniassen sich sehr nah verwandte
Organismen auf molekularer Ebene unterscheiden.gréofl unterschiedlicher DNA-
Sequenzen ergeben sich durch den Einsatz von isgeeii Enzymen, so genannten
Restriktionsendonucleasen, verschiedene Schnittmust  Unterschiedliche
Restriktionsendonuclease-Schnittstellen haben zalgel- dass sich die entstehenden
Fragmente in ihrer LAnge unterscheiden. Dabei ldharLénge eines Restriktionsfragments
durch Mutationen auf der DNA beeinflusst werden, dex eine Erkennungssequenz fir ein
Restriktionsenzym entsteht oder verloren geht. Bsingenannten PCR-RFLP wird zunachst
ein bestimmter DNA-Abschnitt mittels PCR amplifizieind die gebildeten DNA-Fragmente
anschlieBend mit verschiedenen Restriktionsendeaseh verdaut, bevor das Schnittmuster
mittels Gelelektrophorese sichtbar gemacht werdamk Die Ubereinstimmung bzw. der
Unterschied der sichtbar gemachten Schnittmusted vgenutzt, um einzelne Arten
voneinander zu unterscheiden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine RFLP-Analyder 16S rDNA desPaederus-
Endosymbionten durchgefuhrt. Diese spezielle Foea RFLP wird auch als ,Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis® (ARDRA) bezeradt. Dabei wurden die aus den
Anhangsdrisen amplifizierten und aufgereinigten IBSA-Gene des Endosymbionten von
Paederus riparius und Paederus sabeus und die aufgereinigten 16S rRNA-Gene von
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens und Pseudomonas putida mit drei
verschiedenen Restriktionsenzymen (siefeb. 7) nach den Angaben des Herstellers

(Fermentas, Deutschland) fir 4 Stunden verdaut.

Tab. 7: Verwendete Restriktionsenzyme und deren Ennungssequenzen auf der DNA.

Restriktionsenzym (Quelle) tetramere palindrome Erkennungssequenz
auf der DNA
Bsh1236! (auacillus sphaericus) 5..C GC G..3

3.6 GG C.J5
5.6 A T C..3
3..C T A G..5

5..G T'A C...3
3..C AT G..5

Mbol (ausMoraxella bovis)

Rsal (ausRhodopseudomonas sphaeroides)

Zunéachst wurde mit dem Onlinetool DistinctiEnz

(http://www.biorcgld.org/public/home.php) ein vidller RFLP mit den bereits von
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KELLNER (2001) verdffentlichten 16S-Sequenzen desddSymbionten vonPaederus
riparius und Paederus sabeus durchgefihrt. Die virtuell erzeugten Schnittmusterrden
anschlieBend mit den in vitro erhaltenen Fragmentém auf einem 2%igen Agarosegel
aufgetrennt und sichtbar gemacht wurden, vergliciigas sollte der Uberpriifung der von
KELLNER (2001) veréffentlichten endosymbiontisch8equenzen dienen und bestatigen,
dass es sich bei den aBaederus riparius und Paederus sabeus isolierten Endosymbionten
phylogenetisch betrachtet um eine einzige Art hin&éne Uberprifung erschien in erster
Linie deshalb sinnvoll zu sein, da beid@aederus-Arten auf voneinander getrennten
Kontinenten beheimatet sind und deshalb eine Alifspg des Endosymbionten aus
evolutionarer Sicht in verschiedene, eigenstandigen bereits stattgefunden haben kann.

2.10.5 Agarose-Gelelektrophorese (Uberpriifung VOR#Produkten)

Um PCR-Produkte qualitativ Gberprifen zu konnenrdeueine horizontale Agarose-
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Dabei wurden, jehnlaénge der aufzutrennenden DNA-
Fragmente, verschiedene Agarose-Konzentrationegesa@tzt. Die Agarose-Konzentration
der Gele fiir die Uberpriifung von Amplifikaten deiaBnostischen PCR betrug stets 1,5%.
Im Falle von Amplifikaten der 16S- und der TouchvdePCR betrug sie 1% und flr die
Auftrennung von DNA-Fragmenten bei RFLP-Analysen 2%

Fur die Herstellung eines Gels wurden in allengrab0 ml 1x TBE-Puffer (90 mM Tris;
90 mM Borsaure; 2 mM EDTA, pH 8,3) und die entsphertde Menge Agarose (0,5 g; 0,75
g; 1,0 g/NEEO, Ultra-Qualitat; Roth, Deutschlananbtigt. Das Agarose-Puffer-Gemisch
wurde anschlieRend in einer Mikrowelle so langateshbis sich eine klare, schlierenfreie
Losung bildete, und mit 2 pl einer 1%-igen Ethidhromid-Losung (Roth, Deutschland)
versehen. Das Gel wurde schliel3lich in eine voitedee Form gegossen und nach seinem
Erstarren in eine Elektrophorese-Kammer mit so VigTBE-Puffer gegeben, dass es
vollstandig eintauchte.

Auf einem Stuck Parafilm wurden nun entsprechenddeahl der aufzutrennenden PCR-
Amplifikate jeweils 2 pl 6x Orange Loading Dye Stdm (10 mM Tris-HCI pH 7,6; 0,15%
Orange G; 0,03% Xylene Cyanol FF; 60% Glyceroln@@ EDTA; Fermentas, Deutschland)
vorgelegt und mit je 5 ul DNA-Probe vermischt. Amigef3end wurde jede vorbereitete Probe
vorsichtig in eine freie Kammer des Gels pipettiertl die Elektrophorese gestartet. Im Falle
der 1%igen und 2%igen Gele betrug die Laufzeissté0 bzw. 120 Minuten bei 80 Volt und
400 mA, bei den 1,5%igen Gelen 60 Minuten bei 90t\MWmd 400 mA. Als DNA-
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Langenstandards wurden O'RangeRuler™ 50bp DNA Lafiienz: 100 ng/ul; Fermentas,
Deutschland), O'RangeRuler™ 1kb DNA Ladder (Kor@0 hg/ul; Fermentas, Deutschland)
und Lambda DNAEcoRI+Hindlll (Konz: 500 ng/ul; Fermentas, Deutschland) eswejet.

Nach dem Ende der Elektrophorese wurde jedes Geiner Transiluminations-Kammer

unter UV-Licht mit einer Spezialkamera dokumentiertt am Computer endbearbeitet.

2.10.6 DNA-Sequenzierung nach Sanger (Kettenabbvethode)

Eine DNA-Sequenzierung nach Sanger entspricht imzipr einer PCR mit nur einem
Primer. Da bei dieser Methode ebenfalls mit veessdinen Temperaturzyklen gearbeitet
wird, spricht man vom so genannten Cycle-Sequencing

Die Sequenzierreaktion erfolgte mit dem DYEnamicreDi Cycle Sequencing Kit
(Amersham, Deutschland) an einem LICOR-SequencendlLReadir L4200L-2G)Die zu
sequenzierenden DNA-Proben, die von ausgewdahlteninkiRuren aus den
Kultivierungsexperimenten stammten, wurden dabeit e 2zwei unterschiedlich
fluoreszierenden Sequenzier-Primern (07F/1507RRB700/800-markiert; sieh&€ab. 8) in
je vier Ansatzen mit den modifizierten Nucleotidarkubiert und anschlielend auf ein
Polyacrylamid-Sequenziergel (Millipore-Wasser, 26 iHarnstoff, 16,8 g; 50 % Long Ranger
Gel, 3,2 ml; 10xTBE-Puffer, 4,0 ml) aufgetragen.sDaingesetzte Volumen war dabei

abhangig von der Konzentration der jeweiligen Preb&lA.

Tab. 8: Sequenz und Position der verwendeten, miRID700/800 markierten Sequenzier-Primer.

. : Sequenz "
Sequenzier-Primer (5-IRD700/800............ ) Position
GM3F AGA GTT TGA TCM TGG C 8-23
GM4R TAC CTT GTTACG ACT T 1492-1507

Das Gemisch der erhaltenen DNA-Fragmente wurdectekirophoretisch tiber 12 Stunden
(45°C, 2800 Volt, 40mA, 95 W) aufgetrennt. Durche d¥erwendung der IRD700/800-
markierten Primer konnten die entstandenen Band#elsreines computergesteuerten Lasers
zur Fluoreszenz angeregt und detektiert werden. Enischlisselung der unbekannten
Sequenz einer jeden Probe wurden die unterschiedlicauflangen der Banden aus den vier
Ansatzen miteinander verglichen und daraus miteHilies Programms e-Seq V2.0 die
Sequenz des Vorwarts- und des RiuckwartsstrangsnpesstDie eigentliche Analyse der 16S
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rRNA-Gene erfolgte schliel3lich mit den beiden Pamgmen PreGap4 und Gap4 aus dem
Softwarepaket Staden Package. Dabei wurden die eBegn des Vorwérts- und des
Ruckwartsstranges quasi Ubereinander gelegt undh nder Eliminierung von
Sequenzierfehlern zu einem so genannten ConsemsugiSzusammengefiigt. Die so
erhaltene vollstandige Sequenz wurde nun an eiieati€he Datenbank Ubermittelt (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), wo ein Abgleich miteleits entschlisselten Sequenzen
erfolgen konnte. Alternativ dazu wurden die aus Aehangsdrisen voRaederus riparius
und Paederus sabeus amplifizierten 16S rDNA-Proben des Endosymbionten der Firma
MWG-Biotech AG (Deutschland) mit den Primern GM3#UuGM4R sequenziert. Samtliche
Schritte zur Probenvorbereitung sowie das Giel3ehden Einbau des Sequenziergels in den
LICOR-Sequencer fanden nach den Angaben des Herstelam Lehrstuhl fir
Pflanzensystematik statt und wurden grof3tenteitsfrau Andrea Kirpal durchgefihrt. In der
folgenden Abbildung Abb. 17) ist der Ablauf einer Sequenzierreaktion nach $ang
schematisch dargestellt.

i bekammte
] 5 unbekannte Sequenz Sequenz 3
Sequenzierung
nach Sanger o fluoreszenz -
nee K N 5" markiert
Sequenzier-
Primer
Sequenzier-Reaktion in 4 Ansiizen Sequenzier-Ansatz mit ddATP
Pol M dNTP
(Puffer, Polymerase, MgCl,, 5) cmeranla ng
+ie 3% TTGAACAGCCTGACGC
& v Primer
ddGTF  ddTTP ddCTF  ddATP
Einbau eines ddATP
T —| 16 'bp
T == {5bp TTGAACAGCCTGACGC
c = ACTGCCH
A — _
A —_— Eettenabbruch, Fragmentlange = 6 bp
C |e— :
A — ¥
G = Einbau eines ddATP
cl= ACTTGTCGGACTCTTH
T | § - =
c bP | Kettenabbruch, Fragmentlinge = 15 bp
A =
C |=—— L
it — Einban eines ddATP
—
AACTTGTCGGACTGLC G
Sequenziergel Eettenabbruch, Fragmentlinge = 16 bp

Abb. 17: Schematische Darstellung der Sequenzieruntach Sanger.
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2.10.7 Fluoreszenn situ Hybridisierung (FISH)

Die Technik der Fluoreszema situ Hybridisierung (FISH) wurde Ende der 80er Jahma zu
ersten Mal von GIOVANNONI et al. (1988) und AMANN al. (1990) beschrieben und gilt
seitdem als Durchbruch in der mikrobiellen Okolodis handelt sich bei dieser Methode um
eine spezifische Nucleinsaure-Farbetechnik, miemedilfe fixierte ganze Zellen durch den
Einsatz fluoreszenzmarkierter Oligonucleotid-Sondenikroskopisch lokalisiert und
identifiziert werden kénnen. Dabei bietet die FI8ld Mdglichkeit einer Charakterisierung
von Bakterien bestimmter phylogenetischer Gruppame diese vorher kultivieren zu
missen. Diese Spezifitdt beruht auf der besond@mganisation der ribosomalen RNA.
Durch vergleichende Sequenzanalysen lassen sicdesiuf6S-Untereinheit der Ribosomen
kurze Bereiche (15-25 Nucleotide lang) ermittelre duf verschiedenen phylogenetischen
Ebenen entweder konserviert oder einzigartig simdl $0 die Identifizierung von der Art bis
hin zur Doméane erlauben. Diese als Signatursequebeeeichneten Bereiche auf der 16S
rRNA dienen als komplementare Zielsequenz fur f#saenzmarkierte Oligonucleotid-
Sonden, welche spezifisch mit diesen Sequenzendnsieren.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonucleotidrlen - bis auf zwei (siet#10.7.24) -
waren an ihrem 5-Ende mit dem Sulfoindocyanin-lFaszenzfarbstoff Cy3 (5,5'-Disulfo-
1,1'-¢-carbopentynyl)-3,3,3',3'-tetramethylindolocarbatyaN-hydroxysuccinimidester)
markiert und wurden von der Firma MWG-Biotech AGe(schland) synthetisiert. Zur
Herstellung einer Stammlésung mit einem LOsungswelu von 100 pmol/ul wurden die
Sonden mit PCR-Wasser verdinnt. Die Konzentratenfertigen Arbeitslosung betrug 50
ng/ul. Sonden-Stamm- bzw. Arbeitsldsungen wurden2@eC gelagert.

Samtliche Arbeitsschritte bei der Herstellung efeh unter Verwendung von sterilen
Pipettenspitzen und ReaktionsgefalRen und fanddeidim abgedunkelten Raum auf Eis statt.

2.10.7.1 Sonden-Design

Um den Paederus-Endosymbionten in Semi-Dunnschnitten von Eiern uxlsdomina
weiblicher Paederus riparius bzw. in Quetschpraparaten des weiblichen Gesctsieakts
eindeutig mit der Fluoreszemaz situ Hybridisierung lokalisieren zu kbnnen, mussteeages
eine fur den Endosymbionten spezifische Gensondeiakelt werden. Dies erfolgte mit
Hilfe von Dr. Marcus Horn am Lehrstuhl fiir Okologi® Mikrobiologie mit dem Programm
Probe Design aus dem Softwarepaket ARB (http://vasbvhome.de). Die Aufgabe dieses
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Programms besteht in der Auswahl einer Oligonue®équenz, die zu einem bestimmten
Bereich einer Zielsequenz komplementér ist und sstehs eine Basenfehlpaarung
(mismatch) in demselben Bereich aller anderen Sempure den so genannten Nicht-
Zielsequenzen, aufweist. Dazu berechnete ProbegDemsisgehend von der 16S ribosomalen
DNA-Sequenz des Endosymbionten vBaederus riparius (KELLNER, 2001), mehrere
potentielle Zielsequenzen uber die ARB-Datenbaiok, genen die entsprechenden reversen
Komplemente potentielle Sondensequenzen darstelieneweiligen Zielsequenzen wurden
nun zur weiteren Analyse mit dem Unterprogramm PEQBATCH auf ihre vermutete
Spezifitat hin untersucht. Dabei wurden sie miemllanderen Sequenzen aus der ARB-
Datenbank verglichen und auf das Vorhandenseinm@matches hin untersucht. Um nun
eine der von Probe Design vorgeschlagenen Sondageaignete auszuwéahlen, musste darauf
geachtet werden, dass diese im Vergleich zu allmhmtiielsequenzen immer eine oder
mehrere Fehlbasen aufwies, die idealerweise irvilite des Zielstranges lokalisiert waren.
Die destabilisierenden Effekte auf eine mdgliche hlfybridisierung mit Nicht-
Zielsequenzen konnten so maximiert werden.

Ein weiterer wichtiger Punkt, der Uberprift werdenusste, war die ribosomale
Zuganglichkeit der auszuwéhlenden Sonde, die eilmmitierenden Faktor der FISH
darstellen kann. Dabei wurde ein von FUCHS et #998) beschriebenes 16S rRNA-
Sekundarstruktur-Model Uber die Verteilung relativd-luoreszenzintensitaten von
Oligonucleotid-Sonden bédt. coli als grober Anhaltspunkt fir die nahere Auswahluben
Vom Programm vorgeschlagene Sonden, deren Hylardisgsstellen in Bereichen mit sehr
geringer Zuganglichkeit (unter 10%) und somit gkt Fluoreszenzintensitat lagen, wurden
deshalb nicht weiter berlcksichtigt.

AnschlieRend musste die Spezifitat der ausgewalemde gegenuber allen 6ffentlich
verfugbaren DNA-Sequenzen Uberpruft und bestatggtien, woflr das Onlinetool BLASTN
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) verwendet wurde

Die Sonde wurde schliel3lich, gemal3 der allgemelazschrift-Nomenklatur, nach der
mit drei Buchstaben abgekirzten Ziel-Gruppe (irseie Fall defPaederus-Endosymbiont)
und der Hybridisierungsstelle auf der Zielsequesrzannt - Pae444.

2.10.7.2 Sonden-Evaluierung

Nachdem mit Pae444 eine endosymbionten-spezifiSonele mit Probe Design entwickelt

war und synthetisiert wurde, musste diese in \aéwb ihre Spezifitdt hin Gberprift werden.
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Die Sonde musste dazu mit Reinkulturen der Zielnsyaen und Nicht-Zielorganismen (die
mit den wenigsten mismatches zur Sondensequenzidisybrt werden. In der vorliegenden
Arbeit geschah dies mit aus Anhangsdrisen isotider@dosymbionten-Zellen (siel2e9.12
und einer Reinkultur voseudomonas aeruginosa (DSM50071), die freundlicherweise von
Dr. Dilip Gadkari zur Verfugung gestellt wurde, beinterschiedlichen Stringenzen
(Veranderung der Formamidkonzentration im Hybr&hsngsansatz).

Dazu wurden spezielle, teflonbeschichtete Adhédas@bjekitrager verwendet. Nachdem
die Proben in 4%igem PFA bei 4°C fur ca. eine Sguindert waren (1 Teil Flussigkultur + 3
Teile PFA-LOsung), wurden sie 2x in 1XPBS gewasalahin PBS/Ethanol [1 Teil 1xPBS +
1 Teil eiskaltes Ethanol (96%)] endfixiert. Von déxierten Proben wurden anschliel3end
jeweils 10 pl pro Aussparung auf die Objekttragefgetragen. Nachdem die Flissigkeit an
der Luft getrocknet war, wurden die aufgebrachtewb®n durch Eintauchen in eine
aufsteigende Ethanolreihe (50%, 80%, 96% Ethaawalejls 3 Minuten) dehydratisiert.

Um nun die Spezifitdit der Endosymbionten-Sonde zmiteeln, wurde diese bei
verschiedenen Stringenzen (0, 10, 20, 30, 40, 80,76, 80% Formamidkonzentration im
Hybridisierungsansatz) mit den Proben hybridisiBdbei wurden die Proben zusatzlich mit
einer Mischung aus drei Sonden im Verhaltnis 1(EWB338-1, EUB338-1l, EUB338-lIII),
zur vollstandigen Erfassung aller Bacteria und reMegativkontrolle-Sonde (NON338) bei
den verschiedenen Stringenzen hybridisiert. Diggdiotle Tabelle Tab. 9) zeigt eine
Ubersicht der verwendeten Cy3-markierten OligomtateSonden.

Tab. 9: Verwendete Cy3-markierte Gensonden.

Sonde Sequenz (5'-3)) Bindungsstelle Ziel-Gruppe feRmnz
EUB338-| GCTGCCTCCC 16S, 338-355 Domane Bacteria AMANN et
GTAGGAGT al., 1990

EUB338-I| GCAGCCACCC 16S, 338-355 EUB- DAIMS et
GTAGGTGT Planctomycetes u. a. al., 1999

EUB338-IIl GCTGCCACCC 16S, 338-355 EUB? . DAIMS et
GTAGGTGT Verrucomicrobia al., 1999

NON338 GAGGCAGC g al., 1992

Die Verteilung der Proben und Sonden auf den distiguhen Objekttragern ist in der
folgenden Abbildung Abb. 18) schematisch wiedergegeben. Dabei wurde fir jede

Formamidkonzentration ein neuer Objekttrager bdr{utggesamt neun Objekttrager).
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NON338 Pae444

Formamid-
konzentration
0-80%

EUB338l/1I/11I

Abb. 18: Verteilung der Proben auf den diagnostischn Objekttragern. Felder 1-3 wurden mit fixierten,
aus Anhangsdrisen isolierten Endosymbionten-Zellerund Felder 5-7 mit fixierten Zellen von
Pseudomonas aeruginosa beschickt und mit den drei Sonden hybridisiert.

Jede Probe wurde nun mit je 9 pl Hybridisierungisgsu®,9 M NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH
8,0; 0-80% Formamid, deionisiert; autoklavierteslipbre-Wasser ad 2 ml; 0,01% SDS) und
1 pl Sonde Uberschichtet. Nun wurden die Objektir&grsichtig in ein steriles, mit Zellstoff
ausgelegtes 50 ml-Zentrifugenréhrchen (VWR, Deugsal) gegeben, wobei der Zellstoff
mit dem restlichen Hybridisierungspuffer Uberscétittvurde. Die Hybridisierung fand
anschlieBend in einem Warmeschrank bei konstarié8 #ir mindestens 2 Stunden statt.
Wahrenddessen wurde der Waschpuffer (20 mM Tris-BI18,0; 3,5-900 mM NacCl; 1,75-5
mM EDTA; autoklaviertes Millipore-Wasser ad 50 m0,01% SDS) in 50 ml-
Zentrifugenrohrchen hergestellt und im Wasserbdd&lC vorgewarmt.

Nach erfolgter Hybridisierung wurden die Hybridisiegsrohrchen geoéffnet und das
Hybridisierungspuffer-Sondengemisch von den Objagdrn mit wenig vorgewarmtem
Waschpuffer abgespiilt. Die Objekttrager wurdenhrasaie Waschpuffer-Gefal3e tberfihrt,
fur 15 Minuten im Wasserbad bei 48°C gewaschen andchlielRend vorsichtig mit
Millipore-Wasser abgesplilt und luftgetrocknet.

Nun wurden pro hybridisiertem Probenfeld 10 ul DABbung (1 pg/ml) aufgetragen und
die Objekttrager fur 10 Minuten auf Eis inkubie8chlie3lich wurden sie mit reichlich
Millipore-Wasser abgespult, mit etwas Ethanol (70a3hgewaschen und luftgetrocknet. Um
die hybridisierten Zellen vor dem Ausbleichen zinigzen, wurden die Objekttrager mit
einem dunnen Film des Mounting-Mediums VectashiglXXORA, Deutschland)
Uberschichtet und mit einem Deckglas (24x60 mmhRDeutschland) abgedeckt.



Material und Methoden 67

Die Hybridisierung von Semi-Diunnschnitten der welsbn Abdomina und Eier von
Paederus riparius mit der Endosymbionten-Sonde erfolgte nach genaursetben
Vorgehensweise. Im Falle der UNICRYL-Dunnschnitte urde jedoch der
Entwasserungsschritt nach dem Aufbringen der Prabemer Ethanolreihe und das Sptlen
mit 70%igem Ethanol nach dem DAPI-Farbeschritt vedggsen, da sich die Schnitte nach
Kontakt mit dem Alkohol einrollten und vom Objelétyer ablosten.

Um nun die optimale Formamidkonzentration fir dien@& zu ermitteln, wurde die
Fluoreszenzintensitat von hybridisierten Zellen d&sdosymbionten und”seudomonas
aeruginosa fur jede Stringenz (0-80% Formamid) miteinandergliehen. Dies erfolgte mit
einem Fluoreszenzmikroskop und den Filtersatzerui® Cy3-HQ (siehe2.5 bei 1000-
facher VergroRerung mit Hilfe von Immersionsdl. Adgtimale Stringenz wurde dabei die
hochste Formamid-Konzentration gewdahlt, bei der ader noch ein spezifisches
Hybridisierungssignal verzeichnet werden konntebdddag der Spielraum der spezifischen
Hybridisierungs-Stringenz zwischen der niedrigstearmamidkonzentration, bei der der
Nicht-Zielorganismugseudomonas aeruginosa keine Cy3-Fluoreszenz mehr zeigte, und der
optimalen Stringenz fur die Endosymbionten-Sondehé.10.7.4.

Die anschlieende Dokumentation der hybridisiefeoben erfolgte mit den unte.4

beschriebenen Digitalkameras.

2.10.7.3 Helfer-Sonde (Kompetitor-Oligonucleotid)

Um die Spezifitat der Endosymbionten-Sonde zu erhfhwurde zuséatzlich eine so
genannte Kompetitor-Sonde (cPae444) synthetisiertiomplementéar zur Nicht-Zielsequenz
von Pseudomonas aeruginosa war und keine Fluoreszenzfarbstoff-Markierung ahicride
aufwies. Durch den zusatzlichen Einsatz dieses thkiereen Helfer-Oligonucleotids sollte
eine unspezifische Hybridisierung der endosymbioisigezifischen Sonde an die Nicht-
Zielsequenz - und damit ein unspezifisches Fluemssignal - verhindert werden.

Fur ihren Einsatz wurde die Kompetitor-Sonde mit dendosymbionten-Sonde im

Verhéltnis 1:1 gemischt.

2.10.7.4 Dissoziationskurven der Endosymbionten- unKompetitor-Sonde

Um nun die optimalen Hybridisierungsbedingungen fdie neu konstruierte

Endosymbionten-Sonde (Pae444) und ihre Kompetibmd® (cPae444) zu ermitteln, wurden



Material und Methoden 68

fixierte Zellen des Symbionten (Gewinnung si€h@.12 und vonPseudomonas aeruginosa
mit verschiedenen Kombinationen der beiden Sonderhé€ Abb. 19) unter ansteigender
Stringenz  (0-80% Formamid) hybridisiert (Vorgeheess& siehe 2.10.7.3. Als
Negativkontrolle wurden fixierte Zellen vdascherichia coli unter denselben Bedingungen

mithybridisiert.

cPae444Cy3+
Paed44 (1:1

Pae444Cy3

Stringenz: 0-809
Endosymbiont:
Felder 1-3
P. aeruginosa:
Felder 5-7
E. cali:

Felder 4 und 8

cPae444Cy3

Pae444Cy3 +
cPae444 (1:1

Abb. 19: Verteilung der Proben auf den neun diagndschen Objekttragern. Felder 1-3 wurden mit
fixierten, aus Anhangsdriisen isolierten Endosymbiaen-Zellen, Felder 5-7 mit fixierten Zellen von
Pseudomonas aeruginosa und Felder 4 und 8 mit fixierten Zellen vonEscherichia coli beschickt und mit
den zwei Sonden hybridisiert.

Nun wurden auf jedem der acht Felder fur jede FamidkRonzentration mindestens 300
hybridisierte Zellen von willkiirlich ausgewahltere®@ichen (1000-fache Vergrél3erung mit
Immersionsdl) ausgezahlt und ins Verhaltnis mit D#A&oreszierenden Zellen der
entsprechenden Bereiche gesetzt. Anhand der estrhrDurchschnittswerte fir jede
Stringenz konnte schlief3lich die optimale Hybrigisngstemperatur (50% der Sonde sind
dissoziiert) fur die Endosymbionten-Sonde erhaltenden.

2.10.7.5 Verwendete Losungen

Fur die vollstandige Zusammensetzung der im Folgeralfgefihrten Losungen, die fir

die FISH benétigt wurden, siehe Anhang 2.
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2.10.7.5.01Natriumphosphat-Stammlésungen

1 M NaHPQy; 1 M NgHPOy; 0,1 M Natriumphosphat-Puffer
(NaPi), pH 7,4; VE-Wasser

2.10.7.5.023xPhosphate-buffered Saline (3xPBS)
NaCl; 0,1 M NaPi, pH 7,4; VE-Wasser

2.10.7.5.034% Paraformaldehydlosung (4% PFA)
PFA; 3x PBS; VE-Wasser

2.10.7.5.041xPBS/96% Ethanol (PBS/EtOH)
1xPBS; Ethanol (96%)

2.10.7.5.051 M Tris-HCI, pH 8,0
Tris; HCI konz.; VE-Wasser

2.10.7.5.065 M NacCl
NaCl; VE-Wasser

2.10.7.5.07Formamid, deionisiert

2.10.7.5.08steriles Wasser

Millipore-Wasser

2.10.7.5.0910% Natriumdodecylsulfat (10% SDS)
SDS; HCI konz.; VE-Wasser

2.10.7.5.100,5 M EDTA
EDTA; NaOH-Pellets; VE-Wasser

2.10.7.5.114',6-diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI)
DAPI; Millipore-Wasser

2.10.7.5.12Hybridisierungspuffer
NacCl; Tris-HCI, pH 8,0; Formamid; Millipore-Wass&DS
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2.10.7.5.13Waschpuffer

Tris-HCI, pH 8,0; NaCl; EDTA; Millipore-Wasser; SDS

2.10.7.5.14NaCl- und EDTA-Volumina im Waschpuffer

% Formamid im
Hybridisierungspuffer
0

10
20
30
40
50
60
70
80

5 M NaCl [ul]

9000
4500
2150
1020
460
180
40

0,5 M EDTA [pl]

500
500
500
500
500
350
175
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3. Ergebnisse

TEIL A: KULTIVIERUNG

3.1 Endosymbiontische Anreicherungsmedien

Fur eine  spezifische  Anreicherung des Paederus-Endosymbionten zZu
Kultivierungszwecken wurden zehn verschiedene Hissdien als Verdinnungsreihen
eingesetzt, die mit Kafer- bzw. Ei-Homogenisat kygimvaren. Eine definierte Menge (4 pl)
einer jeden Verdinnungsstufe dieser Anreicherundsnevurde nach 1, 5, 10 und 20 Tagen
mittels des diagnostischen Primerpaares KS1F/KSAEL{ 2002) auf das Vorhandensein
des Endosymbionten hin untersucht.

Dabei konnte fur die jeweiligen Flussigmedien eimolekulare Identifizierung des
Endosymbionten nach 20 Tagen in keiner h6heren\Wenahgsstufe verzeichnet werden als
zu Beginn (Tag 1) der Untersuchungen (siélab. 10 A B). Die einzige Ausnahme stellte
die phosphatgepufferte Pepton-Salz-Lésung (mit withe Supplemente) mit Kafer-
Homogenisat dar. In diesem Flussigmedium konntehnda® Tagen Inkubation im
Warmeschrank bei 37°C ein Vorhandensein des Endaisyten in der im Vergleich zur 10-
Tages-Probe nachst héheren Verdinnungsstufe fesdtgegerden (siehe auchbb. 20). Die
Pepton-Salz-Losung (ohne Supplemente) wurde degslbniversal-Verdiinnungsmedium
fur samtliche Kultivierungsexperimente mit dé&aederus-Endosymbionten eingesetzt.

Die im Folgenden aufgefuhrten beiden TabellEal( 10 A, B zeigen nur die Auswertung
der Verdiinnungsstufen 10* da der Endosymbiont in allen Verdiinnungsreiherimal

bis zur 10*-Verdiinnung molekular nachgewiesen werden konnte.

Tab. 10 A: Molekulare Detektion desPaederus-Endosymbionten mit dem diagnostischen Primerpaar
KS1F/KS1R in Kafer-Homogenisat/Ei-Homogenisat in de Flissigmedien Pepton-Salz-Lésung und
Pepton-Salz-Lésung mit Supplinel/2/3 (siehe 2.8.2). Symbiont detektiert; -: Symbiont nicht detektiert.

Verdinnungsstufe 10 10° 10° 10"
Tag 1 +/+ +/+ -/+ -/+
Tag 5 ++ ++ -+ -+
Tag 10 ++ ++ -+ -+

Tag 20 +/+ +/+ +/+ -1+
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Tab. 10 B: Molekulare Detektion desPaederus-Endosymbionten mit dem diagnostischen Primerpaar
KS1F/KS1R in Kafer-Homogenisat/Ei-Homogenisat in de Flissigmedien BHI-Bouillon, BHI-Bouillon

mit Tellurit, Cetrimid-Bouillon, Malachitgriin-Bouil lon, HPG-Nahrlésung, Nahrbouillon, Glucose-
Mineralsalz-Nahrlésung und VL 55-Nahrlésung (siehe2.8.2). +: Symbiont detektiert; -: Symbiont nicht
detektiert.

Verdiinnungsstufe 10 10° 10° 10*
Tag 1 +/+ +/+ -/+ -/+
Tag 5 +/+ +/+ -1+ -1+
Tag 10 +/+ +/+ -1+ -1+
Tag 20 +/+ +/+ -/+ -/+

Folgende AbbildungAbb. 20) zeigt die elektrophoretische Auswertung der afizjdirten
Proben der Pepton-Salz-Lésung bzw. Pepton-SalzAghsnit Supplinel/2/3 im Falle der
Kafer-Homogenisate nach Tag 1-10 und 20. Die dabeh Tag 20 auf dem Agarosegel

auftretende Bande (157 Basenpaare) fiir diéMérdiinnungsstufen zeigt das Vorhandensein

des Endosymbionten in den beiden Anreicherungsmadhe damit offenbar ein langsames

Wachstum an. Eine molekulare Untersuchung der heWterdinnungsreihen nach 40 bzw.

60 Tagen zeigte keine Verédnderung (Daten nichtiggze

M

Pepton-Salz-Losung

(mit* und ochne Supplemente)

01 102 103 101 102 103

Tag1-10 | Tag20 = =*Tag20

Abb. 20: Elektrophoretische Auftrennung des mit KSF/KS1R amplifizierten 157
Basenpaare langen Teilstlicks deped-Gene auf einem 1,5%igen Agarosegel. M (Marker):
50bp-DNA-Leiter (von oben nach unten: 1000bp-50bpni 50er Schritten). Die einzelnen
Bahnen sind mit der jeweiligen Verdinnungsstufe undden Tagen der Probennahme
beschriftet. Daten fir Pepton-Salz-Losung mit Sup@mente (*) fir Tag 1-10 nicht gezeigt.
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3.2 ldentifizierte Bakterien aus den Kultivierungseperimenten

Samtliche Bakterienkulturen, die auf Universalmadiend Selektivmedien (siel28.1)
vereinzelt werden konnten, wurden molekular mit dedragnostischen Primerpaar
KS1F/KS1R auf das Vorhandensein desl-Clusters hin untersucht. Da die Pederin-
Synthese-Gene einzigartig in der Natur und aussfglth auf dem Genom dé%aederus-
Endosymbionten lokalisiert sind, identifiziert guositives PCR-Signal (157bp-Amplifikat)
den Symbionten eindeutig.

Im Falle aller isolierten Reinkulturen (aerob untherob) konnte diese hochspezifische
Amplifikation eines 157 Basenpaare langen Teilssiiaks denped-Cluster nicht erfolgen.
Dies bedeutete, dass der Endosymbiont auRerhalbssKi@ferwirts mit den in dieser Arbeit
verwendeten herkdmmlichen mikrobiologischen Metimdad Nahrmedien nicht kultiviert
werden konnte. Die nachfolgenden Abbildungeékbl{. 21 A-D) zeigen eine Auswahl
verschiedener bewachsener Agar-Medien mit einemdié@rEi- und Kafer-Homogenisate

typischen Koloniebild.

Abb. 21 A, B: BHI-Agar-Platten mit typischem bakteriellen Erscheinungsbild. Die linke Platte
wurde mit Ei-Homogenisat (Verdiinnungsstufe 10), die rechte mit Kafer-Homogenisat
(Verdiinnungsstufe 10% beimpft. Die Bebriitungsdauer bei 37°C betrug dakie48 Stunden.

Auf den meisten Agar-Nahrmedien konnte bereits n248 Stunden ein sehr gutes
Bakterienwachstum verzeichnet werden. Dabei zeidterPlatten, die mit Ei- bzw. Kafer-
Homogenisat niedriger Verdiinnungsstufencl0?) beimpft worden waren, meist ein sehr
dichtes, rasenartiges Bakterienwachstum. Einzetikelg die fir die molekularen
Untersuchungen benétigt wurden, konnten erst filteh® Verdiinnungsstufen (3207
erhalten werden (siebfbb. 21 A, B undD).
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Abb. 21 C, D: Columbia-Blutagar-Platten, die mit EiHomogenisat (C: Verdiinnungsstufe 16)
und Kafer-Homogenisat (D: Verdiinnungsstufe 10) beimpft wurden. Die Bebriitungsdauer bei
37°C betrug auch hier 48 Stunden.

Um einen Uberblick uber die bakterielle Diversiiitden Kafer-Weibchen zu erhalten,
wurde bei acht verschiedenen, aeroben Bakterienlalp die wahrend der gesamten
Kultivierungsexperimente immer wieder isoliert wend konnten, eine Gesamt-DNA-
Extraktion durchgefuihrt. Von den aufgereinigten Minsduren der acht Isolate wurden
anschlieBend die Gene fir die ribosomale RNA (I8$4) amplifiziert und sequenziert. Die

dabei identifizierten Bakterien sind in der folgendrabelle Tab. 11) aufgelistet.

Tab. 11: Prozentuale Ahnlichkeit der 16S rDNA-Sequazen der Isolate im Vergleich zu verdffentlichten

16S-Sequenzen und der 16S-Sequenz des Endosymbiante

Prozentuale Ahnlichkeit

Prozentuale

Isolat Agar-Nahrmedium und Datenbank- Ahnlichkeit zum
Zugangsnummer Endosymbionten
. Pseudomonas- 99% 0
Pseudomonas putida Isolationsagar D84020 92%
Pseudomonas Pseudomonas- 99% 91%
fluorescens Isolationsagar D84013
. 99%
Klebsiella oxytoca Mac Conkey-Agar AB004754 86%
: BHI-Agar mit 98% 0
Bacillus sp. Tellurit AY485275 82%
Bacillaceae bacterium  BHI-Agar mit 99% 81%
LA28 Tellurit AF513457
, : BHI-Agar mit 99% 0
Bacillus pumilus Tellurit AY112667 82%
Paenibacillus pabuli BHI-Agar 7% 82%
AB073191
L . 98%
Paenibacillus lactis BHI-Agar 85%

AY257868
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Zusatzlich wurden vier der oben aufgefiihrten Isola¢i 1000-facher Vergrof3erung mit
Immersionsdl digital dokumentiert (sieAbdb. 22).

Abb. 22: A : Paenibacillus pabuli (ca. 1,5 um x 5-7 um), B Paenibacillus lactis
(ca. 1 um x 4-6 um), CBacillus sp. (ca. 1 um x 5-10 um), DKlebsiella oxytoca
(ca. 1 um x 2 pm).

Abb. 23 schliel3lich zeigt die charakteristische Morphodogon Isolat C Bacillus sp.) auf
BHI-Agar (mit und ohne Tellurit-Zusatz).

Abb. 23: Reinkultur von Bacillus sp. A: auf BHI-Agar, mit fir Bacillus charakteristischer
Oberflachenstruktur; B: auf BHI-Agar mit Tellurit-Z usatz (200 pg/ml). Die schwarze Farbe der
Kolonien kommt dabei durch die Einlagerung elementeen Tellurs in den Bakterienzellen zustande.
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TEIL B: LOKALISIERUNG

3.3 AuRere Kompartimentierung vonPaederus riparius-Weibchen

Fur eine exakte Lokalisierung ddéZaederus-Endosymbionten in den Kafer-Weibchen
wurden die Insekten als erstes nach unten aufgefiilchema (sieh&bb. 24, links) in drei
bzw. funf Sektionen kompartimentiert und diese hhsBend molekular mit dem Primerpaar
KS1F/KS1R untersucht. Der Endosymbiont wurde daosischlie3lich in den Abdominal-
Segmenten 5-10 der Kafer detektiert (sidbd. 24, rechts).

> |

Sl Amplifikation
mit Primerpaar
KS1F/KS1R

> 1l ‘1 2 3 4 5.1 1 I

AuRere Kafer-Kompartimente

Abb. 24: Schematische Skizze eines Kurzfliglers mitlen zwei beiPaederus riparius durchgefuhrten
Schnittreihen (1-5; I-11l) (links) und das Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese mit der Detektion de
Endosymbionten in den Kompartimenten 4 und 5 bzw.lIl (rechts). M (Marker): 50bp-DNA-Leiter (von
oben nach unten: 1000bp-50bp in 50er Schritten). Bieinzelnen Bahnen des 1,5%igen Agarosegels sind
mit den entsprechenden Zahlen der jeweiligen Schrireihe beschriftet.

Ein identisches Ergebnis konnte fur die acht vel@#nenPaederus riparius-Weibchen,
deren Kompartimente (vier Schnittreinen mit je 8vbs Kompartimenten) ebenfalls mit dem
diagnostischen Primerpaar untersucht wurden, whedteund somit bestatigt werden (Daten
nicht gezeigt). Dies bedeutete, dass sich der Bymamsnt in speziellen, noch nicht
identifizierten Gewebestrukturen im Inneren der aabohalen Endsegmente 5-8 befinden

musste, nach denen im Folgenden in den Kafern gesucde.
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3.4 Innere Kompartimentierung von Paederus riparius-Weibchen

Die innere abdominale Anatomie degiederus riparius-Weibchen (siehébb. 25 A, oben)
wurde nun auf das Vorhandensein ungewo6hnlichek&tren, die fur eine Beherbergung des
Endosymbionten geeignet erschienen, untersuchtu damden aus sich entsprechenden
Kompartimenten (abdominaler Darmtrakt, exokrine Kberdrise, Teile des Fettkorpers,
vollstandiger weiblicher Geschlechtsapparat) vomf fiKafer-Weibchen Homogenisate
hergestellt, die wiederum mit dem diagnostischemmémpaar KS1F/KS1R auf das
Vorhandensein des Pederin-Bakteriums hin unterswaintden. Zuséatzlich wurde eine
unbekannte Drise (siel#bb. 25 B), die in unmittelbarer Nahe des Ausfiihrgangs gidan
wurde, mitanalysiert. Eine Detektion des Endosymtan erfolgte dabei ausschliellich in den
Proben, die Homogenisat des weiblichen Geschlgobdésats enthielten. Nachfolgende
Abbildung @Abb. 25 A) zeigt schematisch die Anordnung der inneren Katnpante im
weiblichen Kéfer und das Ergebnis der elektrophscben Auftrennung der PCR-

Amplifikate der funf untersuchten Kafer-Kompartineeauf einem 1,5%igen Agarosegel.

Enddarm Fettkorper

Ausfuhrgang und Ovarien  Komplexdrise

Amplifikation
mit Primerpaar
KS1F/KS1R

Abb. 25 A: Oben: Schematische Skizze voRaederus
riparius mit der inneren Organisation der untersuchten
Kompartimente (es fehlt die seitlich auf Héhe des
abdominalen Darmtrakts verlaufende, im letzten
Segment mindende, unbeschriebene Drise). Unten:
Das Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese mit der
Detektion des Endosymbionten im Kompartiment GA.
M (Marker): 50bp-DNA-Leiter (von oben nach unten:
1000bp-50bp in 50er Schritten). Die einzelnen Bahne

- des Agarosegels sind mit Abkirzungen der jeweiligen
. i Kompartimente beschriftet (KD: exokrine
‘KD GA FK UD DT: Komplexdriise; GA: weiblicher Geschlechtsapparat;

FK: Fettkérper; UD: unbekannte Drise; DT:
abdominaler Darmtrakt.

Innere Kafer-Kompartimente
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Diese Ergebnisse konnten fiur Homogenisate, diglansnneren Kompartimenten weiterer
20 Weibchen (vier Homogenisat-Serien von jeweils #d/eibchen) hergestellt und mit dem
diagnostischen Primerpaar KS1F/KS1R untersucht emwraviederholt und somit bestatigt
werden (Daten nicht gezeigt).

Abb. 25 B: Unbekannte, noch nicht beschriebene Drigs die aus dem Abdominalbereich von
weiblichen Paederus riparius im Zuge der molekularen Endosymbionten-Lokalisierung (siehe
3.4) isoliert werden konnte, und die mdglicherweiseeine Rolle bei der Regulation des
endosymbiontischen Wachstums spielt. Weiterfihrend&ntersuchungen zur genauen Funktion
und Wirkweise dieser Driise konnten jedoch im Rahmendieser Arbeit nicht mehr

durchgefuihrt werden und bleiben zukinftiger Forschung vorbehalten.

3.5 Untersuchung des weiblichen Geschlechtstrakts

3.5.1 Kompartimentierung des weiblichen Geschléickikts

Da nun feststand, dass sich die Verbreitung Basederus-Endosymbionten in den
weiblichen Kafern ausschlielich auf den Geschbsghparat beschrankte, wurde dieses
Kompartiment einer Sektion unterzogen. Zuvor musstdie aus den Insekten
herauspraparierten Organe mit Micropraparierbesteak anhaftendem Fettkérper und
Tracheen befreit werden, um die einzelnen Kompartwe (Ovarien + Ovariengang,
Genitalkammer + Ausfuhrgang, linke Anhangsdriseshtee Anhangsdrise) mit einer
Microfederschere exakt abtrennen zu konnen (siddie 26 A, B, O.
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0.5 mm

i

Genitalkammer

linke
Anhangsdriise

Ausfithrgang

0.5 mm

et

Abb. 26 A-C: Vollstandiger Geschlechtsapparat von wiblichen Paederus riparius. A: Rohpraparat, bei
dem die Anhangsdriisen noch von Fettkérper und Trackenasten umgeben sind. B: Praparat, von dem
Fettkdrper und Tracheen mit Micropraparierbesteck fast vollstandig entfernt wurden. C: fertig
praparierter Geschlechtsapparat, bei dem die Anhangdrisen von den Ausbuchtungen der
Genitalkammer abgeldst und anschlie3end vorsichtigntwirrt wurden.
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3.5.2 DAPI-Farbung der einzelnen Kompartimente

Die einzelnen Kompartimente (Ovarien + Ovarienga@gnitalkammer + Ausfiihrgang,
linke Anhangsdriuse, rechte Anhangsdriise) von zveblighen Geschlechtsapparaten, die
zuvor in 4%iger PFA-L6sung fixiert wurden, wurdesmmmit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI
angefarbt und anschlielend als Quetschpréaparater wi@m Fluoreszenzmikroskop bei
verschiedenen Vergro3erungen betrachtet und dokiarten

Dabei zeigte sich, dass im Falle des Kompartime@garien + Ovariengang“ keine
Bakterien im DAPI-Fluoreszenzmodus des Mikroskops$ektiert werden konnten (Daten
nicht gezeigt). Im Falle der drei anderen Kompaetite konnten wenige Bakterien
(Ausfuhrgang + Genitalkammer; Daten nicht gezeigtv. sehr viele Bakterien (linke
Anhangsdrise, rechte Anhangsdrise) im DAPI-Fluereanodus detektiert werden (siehe
Abb. 27 A, B). Alle sichtbar gemachten Mikroorganismen wieseselbe Morphologie und
Grol3e auf, was darauf schlieRen liel3, dass eshsschvermutlich um eine Reinkultur des

Paederus-Endosymbionten handelte.

100 ym * 10 pm

—] . ]

Abb. 27 A, B: Links: Anhangsdrise in 100-facher VegroRerung. Blaulich-weil fluoreszierende Punkte
stellen Zellkerne dar. Rechts: 1000-fache Vergrof3eng (mit Hilfe von Immersionsdl) des links
gekennzeichneten Bereichs. Der Ausschnitt zeigt @mmorphologisch einheitliche Bakterienkolonie, die
sich Uber die ganze Anhangsdrise ausbreitet und beler es sich offensichtlich um derPaederus
Endosymbionten handelt. Die Bakteriendichte ist dabi in beiden Anhangsdriisen gleich bleibend sehr
hoch.
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3.5.3 Molekulare Untersuchung der einzelnen Konnperite

Durch die sich anschlieende DNA-Amplifikation atmogenisaten der einzelnen
Kompartimente mit dem diagnostischen PrimerpaarF&31R und die elektrophoretische
Auftrennung der PCR-Produkte auf einem 1,5%igenrégggel konnte gezeigt werden, dass
der Endosymbiont sowohl in der linken und der reshtAnhangsdrise als auch im
Kompartiment Genitalkammer + Ausfiihrgang lokalisist (sieheAbb. 28). Das Ausbleiben
der spezifischen DNA-Bande im Falle des Kompartitme®varien + Ovariengang“ deckt

sich mit den unteB.5.2aufgefuhrten Ergebnissen.

M
-
]
—
=
- — Abb. 28: Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftranung der PCR-
- - - : Amplifikate mit der Detektion des Paederus-Endosymbionten in den
P . . Kompartimenten AL, AR und AG. M (Marker): 50bp-DNA- Leiter
AL AR AG OV: (von oben nach unten: 1000bp-50bp in 50er SchrittgnDie einzelnen
Bahnen des Agarosegels sind mit Abkirzungen der jesiligen
Kompartimente des Kompartimente eines Geschlechtsapparats beschriftefAL: linke

Anhangsdriise; AR: rechte Anhangsdrise; AG: Ausfuhrgng +
Genitalkammer; OV: Ovarien + Ovariengang).

Geschlechtsapparats

Ein identisches Ergebnis konnte fir vier weiterentdgenisat-Serien, die ebenfalls aus den
Kompartimenten von jeweils funf herauspraparier@eschlechtsapparaten hergestellt und
mit dem diagnostischen Primerpaar KS1F/KS1R untétswurden, wiederholt und somit

bestétigt werden (Daten nicht gezeigt).

3.6 Mikrotomie

3.6.1 Paraffin-Schnitte

Nachdem jeweils eine Schnittserie eines Kafer-Abelssnund eines Eies angefertigt
waren, zeigte sich bei einer ersten Begutachturngr dem Lichtmikroskop, dass tber 90%
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der Schnitte so stark beschadigt waren, dass ensehbellende Auswertung mit den
verschiedenen Farbetechniken nicht erfolgen koribéx. Grund hierfir lag offenbar darin
begriindet, dass das Einbettmedium Paraffin im \mik&dzu den darin eingebetteten
Gewebeproben wesentlich weicher war, was sichligizategativ auf die Schneideigenschaft

der Proben auswirkte.

3.6.2 UNICRYL-Schnitte

Die spezifische Schneidcharakteristik der in UNIGR&ngebetteten Proben war aufgrund
des wesentlich hoheren Hartegrades des polymeesidtinbettmediums gegeniber den
Proben fiir ein optimales Schnittergebnis aussckelaggd. Insgesamt wurden jeweils sieben
Schnittserien angefertigt, wobei im Falle der Abdwn(finf vertikale und zwei horizontale
Schnittserien) pro Serie zwischen 200 und 300 vebaee Schnitte erhalten wurden - im
Falle der Eier waren es zwischen 30 und 50. Aleeensurden eine vertikale (siedb. 29
A-E) und eine horizontale Schnittserie (sigki#h. 30 A-E) eines Kafer-Abdomens mit einer
Methylenblau-Lésung angefarbt, um einen Uberblitderiidie Anordnung und die innere
Organisation des weiblichen Geschlechtsappara¢simalten.

3.6.2.1 Methylenblau-Farbung von vertikalen Schnittn des Abdomens

Die folgenden AbbildungenApb. 29 A-E) zeigen eine Ubersicht der angefarbten
vertikalen Schnitte, wobei die Schnittrichtung Alnxdominalspitze hin verlauft.

Ovarien

Abb. 29 A: Mit Methylenblau-L&sung angefarbter abdaminaler Querschnitt
einesPaederus riparius-Weibchens. Die Schnittdicke betragt 3 um.
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Abb. 29 B: Die Schnittabfolge zeigt den Bereich deseiblichen Abdomens kurz hinter den Elytren, in
dem sich die Ovarien befinden. Die GréRBe der Gescerthtsorgane im Verhéltnis zum
Kdrperdurchmesser ist dabei enorm.

Abb. 29 C: In diesem Abschnitt des Abdomens verjirgn sich die Ovarien und beginnen, sich
allméahlich zu vereinigen. Hier sind auch erstmaligSchnittstellen der beiden Anhangsdriisen (schwarz-
blau angeférbt) zu erkennen.

Abb. 29 D: Die Ovarien haben sich nun zum Ovariengay vereinigt, und die Dichte an angeschnittenen
Anhangsdriisen erreicht ihr Maximum (Mitte). Die Anhangsdriisen beginnen in diesem Bereich, in den
Ausfuhrgang zu miinden (rechts).

Abb. 29 E: Die Miundung der beiden Anhangsdrusen imAusfihrgang ist nun deutlich zu erkennen
(links). Mit dessen Verbreiterung (Mitte) nimmt auch die Dichte der angeschnittenen Anhangsdrisen
stetig ab, die schlie3lich ganz verschwinden (recit
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3.6.2.2 Methylenblau-Farbung von horizontalen Schiien des Abdomens

Die folgenden AbbildungenApb. 30 A-E) zeigen eine Ubersicht der angefarbten
horizontalen Schnitte eines Abdomens WRaederus riparius, wobei die Schnittrichtung von
dorsal nach ventral verlauft. Da die Qualitat derizontalen Schnitte im Vergleich zu den
Querschnitten deutlich schlechter war, wurden mar die verwertbaren Dunnschnitte

aufgefuhrt.

I’:.
‘Fettkorper

Anhangsdrijserl\.‘_;f

.....

Abb. 30 A: Mit Methylenblau-L6sung angefarbter abdaminaler
Langsschnitt eines Paederus riparius-Weibchens. Die Schnitt-
dicke betragt 3 um.

Abb. 30 B: Die Schnittabfolge zeigt den Bereich deseiblichen Abdomens kurz hinter den Elytren mit

dorsalem Erscheinen des Darms im 6. Abdominalsegmen(links). Die hochste Dichte an

angeschnittenen Anhangsdriisen findet sich dabei uefihr in der mittleren Ebene dieses Segments
(Mitte). Die Dichte an angeschnittenen Anhangsdrise im 5. Abdominalsegment, wo sich die
Ovarienaste zum Ovariengang vereinigen (rechts), tisdabei deutlich geringer (vgl. auch mit

Ergebnissen unter 3.3) und verschwindet im 4. Abdomalsegment ganz (Daten nicht gezeigt).
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Da der Endosymbiont ausschlie8lich in den beidemafgsdrisen detektiert werden
konnte - bis auf ein geringes Vorkommen im Ausfiimg (siehe8.5.2und3.5.3 -, wurden
nun einige Schnittstellen der Anhangsdriusen aufrdgrMethylenblau-Losung angefarbten
Langsschnitten bei verschiedenen Vergrol3erungenrdektiert. Dabei konnten erneut, wie
auch schon unte3.5.2 beschrieben, Myriaden von Mikroorganismen entdesktden, die,
soweit erkennbar, alle dieselbe Morphologie und¥@r@ufwiesen, und bei denen es sich
hdchstwahrscheinlich um eine Reinkultur desederus-Endosymbionten handelte. Eine
immens hohe Dichte dieses Bakteriums konnte in Ig#mah Schnittstellen der
Anhangsdrisen bei 400-1000-facher Vergro3erunghgefuwerden (siehgbb. 30 D, E).

Abb. 30 C, D: VergrolRerung (100- bzw. 400-fach) demngeschnittenen Anhangsdriisen in einem
abdominalen Lé&ngsschnitt. Myriaden von Bakterienzden, die vom einschichtigen Epithel der
Anhangsdriisen umgeben sind, werden bei 400-facheexgréRerung (D) allmahlich sichtbar.

Abb. 30 E: 1000-fache VergroRerung einer angeschténen Anhangsdriise in einem abdominalen
Langsschnitt. Die hohe Dichte einer einheitlichen &terienkolonie, bei der es sich offenbar um eine
Reinkultur des Paederus-Endosymbionten handelt, ist jetzt sehr gut zu erkenen.
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Um nun zu zeigen, dass es sich bei der in den Agdtliiisen gefundenen Bakterienkolonie
um eine Reinkultur desPaederus-Endosymbionten handelte und nicht um eine
Mischpopulation verschiedener Bakterienarten, wieithe fluoreszenzmarkierte molekulare
Sonde konstruiert, mit deren Hilfe auf den Querwbiangsschnitten ausschliel3lich der

Pederin-Produzent sichtbar gemacht werden sollte.

3.7 Fluoreszenzn situ Hybridisierung (FISH)

3.7.1 Sonden-Design

Mit dem Programm Probe Design aus dem SoftwarepAlB wurden anhand der
veroffentlichten 16S rDNA-Sequenz ddzaederus-Endosymbionten (KELLNER, 2001)
mehrere potentielle Zielsequenzen fir verschiedeéassonden berechnet, von denen eine
Auswahl in der folgenden Abbildund\pb. 31) aufgelistet ist.

Zielsequenz le apos ecol grps G4C 4GC+2AT |Decrease T by n*.3C -> probe matches n non group species Sondensequenz
ARGGGGGCGAGCUCCCGG 18 R=1168 73 1 77.8 64.0 | 2; 2; 2; 4; 4; 4; 6; 6; 6; 6; B; 8; 8; B8;10;10;10;10;12;12; CCGGGAGCUCGCCCCCUU
GGGGGCGAGCUCCCGGAY 18 B=1206 77 1 77.8 64.0 | 2; 2; 2; 2; 4; 4; 4; 4; 6; 6; 6; 6; B; 8; 8; 8;10;10;10;10; AUCCGGGAGCUCGCCCCC
GRARGAGGUGCCUUUGGGA 18 C=32517 1017 1 55.6 56.0 | 4; 4; 4; 4; 8; B; 8;12:12:12;16;16;16;16;20;20:20;24:26;27; UCCCAAAGGCACCUCUUC
AGGGGGCGRGCUCCCGGR 18 A+ 3 4 1 77.8 64.0 | 2; 2; 2; 4; 4; 4; 4; 6; 6; 6; 6; 8; 8; 8; 8:;10;10;10;10;12; UCCGGGRGCUCGCCCCCU
GAUCUGCCUGGUAGAGGG 1B D=2066 128 1 61.1 58.0 | 3; 3; 3; 3; 6; 6; 6; 9; 9; 9;12;12:;12;12;15;16;16;19;22;24; CCCUCUACCAGGCAGAUC

AGGGGGAAGGUUACCACG 18 E=427B0 1452 1 61.1 58.0 | 2; 2; 2; 4; 4; 4; 4; 6; 6; 6; 6; 8; 8; 8; 8;10;11;11;11:14; CGUGGUAACCUUCCCCCU

GGGAGGARGGGCAGAGAG 18 F=%883 444 1 66.7 60.0 | 3; 3; 3; 3; 6; 6; 6; 6; 9; 9; 9; 9-12-14;14:17;17;17;19;22; CUCUCUGCCCUUCCUCCC

GGAGGAAGGGCAGRGAGU 18 F+ 1 445 1 61.1 58.0 | 3; 3; 3; 3; 6; 7; 7; 7;10;11;11:;14;14:15;15;18;18;18;21;25; ACUCUCUGCCCUUCCUCC
CGGAAGAAGGGGGCGAGC 18 G=1146 66 1 72.2 62.0 | 1; 1; 1; 1; 2; 2; 2; 2; 3; 3; 3; 3; 4; 4; 4; 5; 5; 5; 6;13; GCUCGCCCCCUUCUUCCG
UGARGAGGUGCCUUUGGG 18 C- 3 101s 1 55.6 56.0 | 4; 4; 4; 8; 8; 8; 8;12;12;12;16;16;17;21;21;23;24;28;30;53; CCCAARGGCACCUCUUCA
GGAAGAAGGGGGCGAGCU 18 G+ 1 67 1 66.7 60.0 | 1; 1; 1;: 1; 2; 2; 2; 2: 3; 3; 3; 4: 4- 4;: 5;5; 5; 6; B; 9; AGCUCGCCCCCUUCUUCC
ARGGGGGARGGUUACCAC 18 E- 2 1451 1 55.6 56.0 | 2; 2; 2; 4; 4; 4; 46; 6; 6; 6; B; 8;10;10;12;14;15;15;159;20; GUGGUARCCUUCCCCCUT
AGGGAUCUGCCUGGUAGA 18 D- 7 125 1 556 56.0 | 3; 3;: 3: 6; 6; 6; 6; 9: 9; 9; 9-12-12-12-12:15;15:15;19:20; UCUACCRAGGCAGAUCCCU
GGGAUCUGCCUGGURGAG 18 D- 5 126 1 611 58.0 | 3; 3; 3; 3; 6; 6; 6; 6; 9; 9; 9; 9:12:12;12:15;15;15;19;20; CUCUACCAGGCRGAUCCC
UAGGCAUCUGCCUGGUAG 18 D- & 124 1 55.6 56.0 | 3; 3; 3; 6; 6; 67 9; 9; 9; 9;12;12713713;16:17;18;19,28;2%; CUACCAGGCAGAUCCCUR
AGARAGGGGGCGAGCUCCC 18 AR- 6 70 1 72.2 62.0 | 1; 1; 1; 2; 2; 2; 2; 3; 3; 3; 4; 5; 5; 6; 7; 7; 7; 9;10;11; GGGAGCUCGCCCCCUUCU

ARGAGGUGCCUUUGGGAR 18 C+ 2 1018 1 50.0 54.0 | 4; 4; 4; 8; 8; 8;12;12;12;12;16;17;17;21;22;25;25;31;31;40; UUCCCARAGGCACCUCUU

AGUAGCUGGUCUARCCGC 18 H=42601 1433 1 55.6 56.0 | 4; 4; 4; 8; 8; 8; 8;12;12;12;16;17;17;21;22;22;26;34;40;47; GCOGUUAGRCCRGCUACU

Abb. 31: Ausschnitt der von Probe Design vorgeschiggnen potentiellen Zielsequenzen und den
entsprechenden Sondensequenzen. Zusatzlich mit amggben sind verschiedene Sonden-Parameter
(Lange, Hybridisierungsstelle, G+C-Gehalt und Schmetemperatur der Sonde), anhand derer sich die
Auswahl einer geeigneten Sonde (eingerahmt) orieptite.
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Anhand der von Probe Design mitberechneten verdehen Sonden-Parameter wurde die
Sonde mit der Hybridisierungsstelle 444 (Pae444juBez: siehe8.7.3 ausgewahlt (siehe
auchAbb. 33) und zur weiteren Uberpriifung mit dem UnterprograPROBE MATCH auf
ihre vermutete Spezifitat hin untersucht. Dabegteesich, dass die Sonde ausschliel3lich zur
Zielsequenz deRaederus-Endosymbionten komplementéar war (sieklab. 32) und im Falle
zur  néachst verwandten Nicht-Zielsequenz Pseildomonas  aeruginosa) zwei
Basenfehlpaarungen (mismatches) aufwies. Die hadlestabilisierenden Effekte dieser
beiden mismatches sollten eine unspezifische Fbhligierung der Sonde mit dem Nicht-

Zielorganismus verhindern.

Searched for GGGAGGAAGGGCAGRGAG

name fullname mis N_mis wmis pos ecoli rev "GGGAGGARGGGCAGAGRG
* BO6Sabae endosymbiont 1] 1] 0.0 9883 444 0 ~UUARUAGCU
* B23Rufic endosymbiont 0 0 0.0 9883 444 0 -UURRURGCU
* BO6Ripar endosymbiont 0 0 0.0 D58B3 444 0 ~UUTARUAGCU |
*  BOéMelan endesymbient 0 0 0.0 9883 444 0 -UUARUAGCU
* BO6Fusci endosymbiont 1 0 1.5 9883 444 0 ~UUARUAGCU
* UncGam56 wuncultured gamma 2 1] 2.6 9883 444 0 =UUARAURCCU
* MrlGam53 marine gamma 2 0 2.6 98B3 444 0 -UTARURGCG
* BcmJB18 bacterium JB18 2 0 2.6 9883 444 0 -UURRUACC
* PseRel38 Pseudomonas aeruginosa 2 1] 2.6 98BI 444 0o -UTAAUACCY
*  PseReld3 Pseudomonas aeruginesa 2 0 2.6 9883 444 0 -UURRUACCU
*  PseRer7l Pseudomonas aeruginesa 2 0 2.6 9883 444 0 -UURRUARCCU
* PseSped( Pseudomonas sp 2 1] 2.6 98B3 444 0 -UUARAURCCU
* PseRer8l Pseudomonas aeruginosa 2 0 2.6 D98B3 444 0 -UUVARVACCU
* PseRer28 Pseudomonas aeruginosa 2 0 2.6 9883 444 0 -UVARUVACCU
*  PseReru2 Pseudomonas aeruginesa 2 0 2.6 9883 444 0 -UURRUACCYU
*  PseRerSé Pseudomonas aeruginesa 2 0 2.6 9883 444 0 -UURRUACCU
*  PseRer78 Pseudomonas aeruginesa 2 0 2.6 9883 444 0 “UURRUACCY
* PseReré8 Pseudomonas aeruginosa 2 0 2.6 9883 444 0 =UUAAURCCU
* PseRer57 Pseudomonas aeruginosa 2 0 2.6 9883 444 0 =UVAARUACCU
* PseRer51 Pseudomonas aeruginosa 2 0 2.6 D98B3 444 0 “UTARUVACCU
* PseRel70 Pseudomonas aseruginosa’ 2 1] 2.6 98BI 444 0 -UTAAUVACCY
* Uncl7560 uncultured bacterium: 2 0 2.6 9883 444 0 =UTAAVACCY
* PseRel52 Pseudomonas asruginosa: 2 1] 2.6 98B3 444 0 =UUAAUACCU
* PseRelf7 Pseudomonas aeruginosa: 2 4] 2.6 98B3 444 0 -UUARURCCU
* PseRerug Pseudomonas aeruginosa 2 0 2.6 9883 444 0 “UTAAVACCU
* Uncl0332 uncultured bacterium 2 0 2.6 9883 444 0 “UTAAVACCU
*  PseRerd4l Pseudomonas aeruginesa 2 0 2.6 9883 444 0 -UURRUACCY
*  PseRerfl Pseudomonas aeruginesa 2 0 2.6 9883 444 0 -UURRUACCU
* PseSpl04 Pseudomonas sp 2 1] 2.6 98B3 444 0 -UUARAURCCU
* PseRer72 Pseudomonas aeruginosa 2 0 2.6 D98B3 444 0 ~UTAAVACCU
* PseRer3% Pseudomonas aeruginosa 2 0 2.6 9883 444 0 “UTAAUACCU
*  PseRerB2 Pseudomonas aeruginesa 2 0 2.6 9883 444 0 -UURRUACCU

Abb. 32: Ausschnitt der mit PROBE MATCH berechneten Spezifitat der ausgewéhlten Sonde
gegeniber der Zielsequenz des Endosymbionten vdPaederus riparius (horizontal eingerahmt) und

verschiedenen Nicht-Zielsequenzen (hauptséchliciPseudomonas aeruginosa) mit mindestens zwei
mismatches (vertikal eingerahmt).

Einen sehr wichtigen Aspekt fir die Auswahl derzsigchen Sonde stellte ihre ribosomale
Zuganglichkeit dar, die anhand eines von FUCHS. €1.898) beschrieben Sekundarstruktur-
Models der 16S rRNA vok. coli (sieheAbb. 33) abgeschatzt werden konnte. Dabei musste
darauf geachtet werden, dass sich die Hybridisggstelle der Sonde moglichst in einem

Bereich mit hoher Zuganglichkeit und somit relatiuoreszenzintensitat befand.
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. class [: 81-100%
class IT: 61-80%
D class ITI: 41-60%
. class IV: 21-40%
. class Vi 6-20%
oy 0w

Abb. 33: Verteilung relativer Fluoreszenzintensitaen von Oligonucleotid-Sonden auf einem 16S rRNA-
Sekundarstruktur-Model,  vereinheitlicht anhand der fluoreszenzstarksten Sate Eco01482.
Verschiedene Farben zeigen unterschiedliche Fluoresnzintensitaten (I-VI) an. Die spezifische
Endosymbionten-Sonde (Pae444) ist an ihrer Hybridisrungsstelle, die eine hdchstmdgliche
Zuganglichkeit bzw. Fluoreszenzintensitat aufweistgingezeichnet. Verandert nach FUCHS et al. (1998).

Da dies auf3erdem ein Bereich sein musste, demsder am Anfang noch am Ende der
16S rRNA-Zielsequenz de$aederus-Endosymbionten befinden sollte, war mit der
ausgewahlten Sonde, deren Hybridisierungsstelld)(4&h ungefahr am Ende des ersten

Drittels der Zielsequenz befand, der optimale Kdadifir die sich anschlielende Sonden-
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Evaluierung (sieh&.7.2 gefunden - viele veréffentlichte 16S rRNA-Seqeesm stellen nur
Teilsequenzen dar, denen meist Anfangs- und Enitherger Sequenz aufgrund von
Sequenzierungs-Fehlern fehlen. Potentielle Zielsegen in diesen Bereichen kdnnten somit
bei der Berechnung nicht beriicksichtigt werden wigden letztlich zu falsch-positiven
Ergebnissen [bei einer Hybridisierung der Sondedmse unsequenzierten Bereiche des
Zielstranges (Fehlhybridisierung)] fuhren.

3.7.2 Sonden-Evaluierung

3.7.2.1 Dissoziationskurven 1

Bei der sich anschlieenden mikroskopischen Auswugrtvon Cy3-fluoreszierenden
Endosymbionten-Zellen im Vergleich zu DAPI-fluoresenden Endosymbionten-Zellen
(1000-fache VergréRerung mit Immersionsol) ergaih,sdass die Sonde Pae444 auch bei
80% Formamid-Konzentration keinerlei Dissoziatiogigte (sieheAbb. 34). Trotz dieser

hohen stringenten Bedingungen konnte eine 100%y@eRluoreszenz verzeichnet werden.

Paederus -Endosymbiont
—=— EUB338I/1l/lll -&— NON338 —+— Pae444

110 1

90 ~
80 ~
70 A
60 -
50 ~
40 -
30 ~
20 A
10 +

[

0 T T T T T T T T 1
O 10 20 30 40 50 60 70 8 90

Formamid-Konzentration [%]

fluoreszierende Zellen: Sonde/DAP
(x100 [%])

Abb. 34: Dissoziationskurven der Oligonucleotid-Soden Pae444, EUB338I/1l/11l und NON338 unter
ansteigenden stringenten Hybridisierungs- und Wasdbedingungen, die mit fixierten Zellen des
Paederus-Endosymbionten bestimmt wurden. Fir jeden Datenpukt wurden mindestens 300 DAPI-
fluoreszierende Zellen ausgezahlt und mit den entspchenden Cy3-fluoreszierenden Zellen ins
Verhaltnis gesetzt. Zur besseren Ubersicht wurdenid Datenpunkte fiir die Formamidkonzentrationen
0-60% (EUB-Kurve) und 0-80% (NON-Kurve) etwas unter 100% bzw. etwas Uber 0%
Fluoreszenzintensitat angesetzt.
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Die Tatsache, dass eine spezifische Gensonde it ixakt zentralisiert liegenden
mismatches mit der &hnlichsten Nicht-Zielsequeniaridisieren kann, ist fir sehr niedrige
stringente Bedingungen (Formamid-Konzentrationen 9e20%) nicht ungewdhnlich. Im
vorliegenden Fall konnte diese Fehl-Hybridisierwmn Pae444 mit der Nicht-Zielsequenz
von Pseudomonas aeruginosa jedoch auch fur sehr hohe Stringenzen (bis 809%mE&orid-
Konzentration) beobachtet werden (sieklgh. 35). Die Fluoreszenzintensitat im Vergleich
mit hybridisierten Zellen des Endosymbionten wabealgedoch fur die beiden hdchsten
Formamid-Konzentrationen (70% und 80%) deutlichrggr. Trotzdem reichte die hdchste
eingesetzte Stringenz von 80% Formamid-Konzentratio Hybridisierungsansatz auch hier
nicht aus, um 50% Sonden-Dissoziation (gleichbeselitmit der Schmelztemperatur der

Sonde) zu verursachen. Dies galt auch fir die setgeen EUB-Sonden.

Pseudomonas aeruginosa

—=— EUB338I/1I/lll —e— NON338 —— Pae444

110
100 1;
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20 -

10 -

[

0 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90

Formamid-Konzentration [%0]

[ 1§ 2

fluoreszierende Zellen: Sonde/DAP
(x100 [%)])

Abb. 35: Beschreibung siehe Abb. 34. Die Dissoziatiskurven wurden hier jedoch mit fixierten Zellen
von Pseudomonas aeruginosa bestimmt.

Da Pseudomonas aeruginosa ein ubiquitéar vorkommendes Bakterium ist und dechna
auch in Kurzfliglern gefunden werden kann, wurdsasziich die Helfer-Sonde cPae444
(Sequenz: sieh8.7.3 synthetisiert. Zusammen mit der spezifischen $asmdgesetzt, sollte
das unmarkierte (keine Cy3-Farbstoffmarkierung) Ietitor-Oligonucleotid eine mégliche
Fehlhybridisierung mit der Nicht-Zielsequenz deshpgenen Pseudomonaden verhindern.

Die optimalen Hybridisierungsbedingungen fir diedba Sonden wurden schlief3lich erneut
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mit geeigneten Referenz-Organismédradderus-Endosymbiont,Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli) unter ansteigenden stringenten Bedingungen exrpetell ermittelt.

3.7.2.2 Dissoziationskurven 2

Wie erwartet resultierte die Hybridisierung von Bagmbionten-Zellen mit der Sonde
Pae444Cy3 im Vergleich mit DAPI-fluoreszierenden llefe erneut in 100%
Fluoreszenzintensitat fur samtliche Stringenzer8q@ Formamid-Konzentration) (siehe
Abb. 34 und Abb. 36). Die Hybridisierung des Endosymbionten mit demifetitor-Sonde
cPae444Cy3, die zwei mismatches innerhalb der Bigsstelle aufweist, zeigte dieselbe
hohe Intensitat Uber einen weiten Bereich ansteigefrormamid-Konzentrationen von O-
60%. Eine weitere Erhohung der Stringenz auf 70 .b8@% fluhrte zwar zu einem
signifikanten Verlust der Fluoreszenzintensitat,nkte aber auch hier keine Sonden-
Dissoziation von 50% verursachen. Eine Hybridisigru der Misch-Sonde
(cPae444Cy3/Pae444) an die 16S rRNA des Endosymebidtonnte nur flr sehr geringe
Formamid-Konzentrationen beobachtet werden. Ben@inzen ab 10% verschwand das

schwache Fluoreszenz-Signal vollstandig.

Paederus-Endosymbiont

—4— cPae444Cy3-@— cPae444Cy3 + Pae444— Pae444Cy3
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Abb. 36: Dissoziationskurven der Oligonucleotid-Soden Pae444Cy3, cPae444Cy3 und
cPaed444Cy3/Paed444 unter ansteigenden stringenten biigisierungs- und Waschbedingungen, die mit
fixierten Zellen des Paederus-Endosymbionten bestimmt wurden. Fir jeden Datenpukt wurden
mindestens 300 DAPI-fluoreszierende Zellen ausgeZzéhund mit den entsprechenden Cy3-
fluoreszierenden Zellen ins Verhaltnis gesetzt. Zubesseren Ubersicht wurden die Datenpunkte fiir die
Formamidkonzentrationen 0-60% (cPae444Cy3-Kurve) ud 10-80% (cPaed444Cy3/Pae444-Kurve) von
100 auf 95 bzw. von 0 auf 5% Fluoreszenzintensité¢stgesetzt.
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Im Falle von mit Pae444Cy3 hybridisierten ZellemRseudomonas aeruginosa konnte
wiederum ein signifikanter Verlust der Fluoreszetemsitat bei sehr hohen stringenten
Bedingungen (ab 60% Formamid-Konzentration im Hyisrerungsansatz) beobachtet
werden (siehédbb. 35 und Abb. 37). Im Gegensatz dazu resultierte die Hybridisieruog
Pseudomonas aeruginosa-Zellen mit der Cy3-markierten Kompetitor-Sonde e®84Cy3 in
100% Fluoreszenzintensitat fur samtliche Formamahzéntrationen von 0-80%. Die
Zugabe einer equimolaren Menge des unmarkiertengetitor-Oligonucleotids cPae444 zu
der Cy3-markierten Endosymbionten-Sonde Pae444ingstie eine Hybridisierung der
spezifischen Sonde an die 16S rRNA veseudomonas aeruginosa bei einer Formamid-
Konzentration ab 20%.

Pseudomonas aeruginosa

—4— cPae444Cy3-0— Pae444Cy3 + cPae4449— Pae444Cy
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Abb. 37: Dissoziationskurven der Oligonucleotid-Soden Pae444Cy3, cPae444Cy3 und
Pae444Cy3/cPaed444 unter ansteigenden stringenten iiiglisierungs- und Waschbedingungen, die mit
fixierten Zellen von Pseudomonas aeruginosa bestimmt wurden. Fir jeden Datenpunkt wurden
mindestens 300 DAPI-fluoreszierende Zellen ausgeZzéhund mit den entsprechenden Cy3-
fluoreszierenden Zellen ins Verhaltnis gesetzt. Zubesseren Ubersicht wurden die Datenpunkte fiir die
Formamidkonzentrationen 0-100% (cPae444Cy3-Kurve) und 20-80% (Pae444Cy3/cPaed44u4Ke) von
100 auf 95 bzw. von 0 auf 5% Fluoreszenzintensité¢stgesetzt.

Zur weiteren Uberprifung der Spezifitat der Endosigmten-Sonde wurde zusatzlich eine
Hybridisierung mit fixierten Zellen vokscherichia coli als Negativkontrolle unter denselben
stringenten Bedingungen, wie fiur deRaederus-Endosymbionten undPseudomonas
aeruginosa, durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass im Falla P@ae444Cy3 selbst fur sehr

niedrige Stringenzen kein positives Hybridisierwsigsal erhalten werden konnte (siekigb.
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38). Im Gegensatz dazu konnte eine Hybridisierung eBae444Cy3 (2 mismatches zur
Sonden-Sequenz von Pae444) mit Zellen #orcoli bei sehr niedrigen Hybridisierungs-
Stringenzen beobachtet werden. Durch Erhdéhung deng8nz auf 20% Formamid-
Konzentration konnte jedoch eine Bindung der Sardie 16S rRNA voik. coli und damit
ein positives Fluoreszenz-Signal vollstandig vedeim werden.

Escherichia coli : "Negativkontrolle"

—&— cPae444Cy3-¢- Pae444Cy3
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Abb. 38: Dissoziationskurven der Oligonucleotid-Soden Pae444Cy3 und cPae444Cy3 unter
ansteigenden stringenten Hybridisierungs- und Wasdbedingungen, die mit fixierten Zellen von

Escherichia coli bestimmt wurden. Fur jeden Datenpunkt wurden mindesens 300 DAPI-fluoreszierende

Zellen ausgezahlt und mit den entsprechenden Cy3dfbreszierenden Zellen ins Verhaltnis gesetzt. Zur
besseren Ubersicht wurden die Datenpunkte fiir die &rmamid-Konzentrationen 0-100% (Pae444Cy3-

Kurve) und 20-80% (cPae444Cy3-Kurve) von 0 auf 5 bz. von 0 auf 2,5% Fluoreszenzintensitéat

festgesetzt.

3.7.3 Sonden-Sequenzen

Tab. 12 zeigt die Sequenzen der Cy3-markierten EndosyndmeSonde und des

unmarkierten Kompetitor-Oligonucleotids cPae444deiten Hybridisierungsstellen.

Tab. 12: Sequenz und Bindungsstelle der konstruiegn Endosymbionten-Sonde und des Kompetitors.

Sonde Sequenz (5’-3") Bindungsstelle Ziel-Gruppe
Pae444 CTCTCT GCC CTTCCTCCC  16S, 444-462  _ Haederus
Endosymbiont
Kompetitor-Sonde Sequenz (5-3') Bindungsstelle Ziel-Gruppe
cPae444 CTTACT GCC CTT CCTCCC 168, 444-462  FSeudomonas

aeruginosa
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3.7.4 Fluoreszenn situ Hybridisierung (FISH) mit UNICRYL-Schnitten

Nach der erfolgreichen Evaluierung der beiden Sondarden diese im Verhaltnis 1:1
gemischt und davon 2 pl pro Dunnschnitt-Probe eege. Die Hybridisierungsbedingungen
wurden dabei auf eine Stringenz von 30% Formamidz€atration im Hybridisierungsansatz
festgesetzt.

Nun wurden eine vertikale und eine horizontale 8tderie eines Kafer-Abdomens (siehe
3.7.4.1Abb. 39 A-G, Abb. 40 A-D und 3.7.4.2 Abb. 41 A-pmit der spezifischen Misch-
Sonde hybridisiert, um einen Uberblick Uber die @igation defaederus-Endosymbionten

in den Anhangsdrisen und im Ausflihrgang des wéiblicGeschlechtsapparats zu erhalten.

3.7.4.1 Hybridisierte Querschnitte vonPaederus riparius-Abdomina

Die im Folgenden aufgefiihrten Abbildungekbb. 39 A-G) zeigen eine Ubersicht von mit
Pae444/cPae444 hybridisierten abdominalen QuetsshnionPaederus riparius-Weibchen,
die zusatzlich mit dem Nucleinsaure-Farbstoff DARbefarbt wurden. Das Vorhandensein

des Endosymbionten wurde dabei durch eine intensalorange Fluoreszenz angezeigt.

A Darm Anhangsdrisen mit

Genitalkammer. Endosymbiont

o

X

Je

Abb. 39 A: Abdominaler Querschnitt (3 um Dicke) eires Paederus riparius-Weibchens im Cy3-
Fluoreszenz-Modus, der mit einer 1:1 Mischung aus ¥3-markierter Endosymbionten-Sonde Pae444
und unmarkiertem Kompetitor-Oligonucleotid cPae444bei mittleren stringenten Bedingungen (30%
Formamid-konzentration im Hybridisierungsansatz) hybridisiert wurde. Die intensive, hellorange
Fluoreszenz der angeschnittenen Anhangsdriisen komrdtrch eine irreversible Bindung der Sonde an
die 16S rRNA desPaederus-Endosymbionten zustande. Die Ubrige, mattorange Ebreszenz stellt
Autofluoreszenz der umgebenden Gewebe dar. Das inmtegument enthaltene Chitin weist dabei die
starkste Autofluoreszenz auf.
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Abb. 39 B, C: Schnittabfolge aus dem Bereich des Gnd 6. Abdominal-Segments im Cy3- bzw. DAPI-
Fluoreszenz-Modus. Die Ovariendste beginnen langsamich zum Ovariengang zu vereinigen, und es
finden sich hier erstmalig Schnittstellen der Anhagsdriisen, die ein deutliches Fluoreszenz-Signal des
Endosymbionten zeigen. Die starke blaue Fluoreszerder entsprechenden Schnitte im DAPI-Modus
rihrt von der unspezifischen Farbung samtlicher Nuteinsduren (DNA und RNA) im Dinnschnitt-
Praparat her.

Abb. 39 D, E: Schnittabfolge aus dem Bereich des 6nd 7. Abdominal-Segments im Cy3- bzw. DAPI-
Fluoreszenz-Modus. Die Anhangsdrisen sind in dieserBereich, in dem der Ovariengang in die
Genitalkammer Ubergeht, am hochsten konzentriert. Bs Vorkommen des Endosymbionten ist dabei
auch hier ausschlieRlich auf die beiden Anhangsdrés begrenzt.
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Abb. 39 F, G: Schnittabfolge aus dem Bereich des iénd 8. Abdominal-Segments im Cy3- bzw. DAPI-
Fluoreszenz-Modus. Mit dem Beginn der letzten Pasga des weiblichen Geschlechtsapparats, dem
Ausfihrgang, nimmt die Dichte der Anhangsdrisen wider ab und das den Endosymbionten
detektierende, spezifische Fluoreszenz-Signal vetseindet schlie3lich vollstandig.

Da der Endosymbiont bei der molekularen Untersughumit dem diagnostischen
Primerpaar KS1F/KS1R auch im Kompartiment Ausfihgg&enitalkammer (sieh8.5.3
detektiert werden konnte, wurde bei der fluoreszmikroskopischen Untersuchung der
verbliebenen vertikalen Dinnschnitt-Serien das ltawgenmerk auf diesen Bereich gelegt.

Der Paederus-Endosymbiont konnte dabei, wie auch schon uBtér2.1(Abb. 29 D, E)
beschrieben, in dem Bereich des Ausfihrgangs detekiverden, in den die beiden
Anhangsdrisen muinden. Die folgenden Abbildungémb( 40 A-D) zeigen diesen

besonderen Bereich bei verschiedenen Vergrél3erungen

Abb. 40 A: Mit Methylenblau-Lésung
angefarbter, vertikaler Dunnschnitt in dem
Bereich des Ausflihrgangs, in den die beiden
Anhangsdriisen mit den Endosymbionten
einmiinden (dunkelblau gefarbt).
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Bei der Betrachtung dieses Bereichs im Cy3-Flu@esaModus zeigte sich, dass das
spezifische Cy3-Signal den Endosymbionten nichtimaten beiden Mundungsbereichen der
Anhangsdrisen in unglaublich hoher Anzahl deteleti@bb. 40 B, D), sondern auch in den
umliegenden Geweben des Ausfuhrgangbb({ 40 C). Die Menge an Endosymbionten-

Zellen war hier jedoch deutlich geringer.

Abb. 40 B, C, D: Mit Pae444Cy3/cPae444 hybridisiegt Dinnschnitte (3 pm Dicke) weiblichePaederus
riparius in dem Bereich des Ausfihrgangs, in den die Anhasdrisen minden, bei verschiedenen
Vergrof3erungen (B: 100x; C: 200x; D: 1000x mit Immesionsol) im Cy3-Fluoreszenz-Modus. Aufnahmen
B und C wurden mit Hilfe eines konfokalen Lasermikmoskops (siehe 2.6) erstellt. In Aufnahme D wurde
zusétzlich der verkleinerte entsprechende Ausschriitm DAPI-Modus eingefiigt.
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Die fluoreszenz-mikroskopische Untersuchung derigér vertikalen Schnitt-Serien
erbrachte ebenfalls, dass dEaederus-Endosymbiont in den Mindungsbereichen der
Anhangsdrisen im Ausfihrgang und in den Anhangsdrgelbst (siehe auch7.4.2: Abb.

41 A-D) in einer auB3erst hohen Dichte vorhanden ist. Duttkkten Vergleich dieser
Bereiche im Cy3-Modus mit den entsprechenden Beegicm DAPI-Modus konnte zudem
gezeigt werden, dass es sich um eine einheitlidieeBenkolonie handelte. Die unt®6.2.2
gemachte Annahme, dass es sich bei den in dent&téllen der Anhangsdrisen entdeckten

Bakterien um eine Reinkultur des Endosymbionterdabmkénnte, wurde somit bestétigt.

3.7.4.2 Hybridisierte Ladngsschnitte vorPaederus riparius-Abdomina

Die nachfolgenden AbbildungeAl§b. 41 A-D) von hybridisierten Langsschnitten im Cy3-
Fluoreszenz-Modus zeigen die in den Anhangsdris&iblisher Paederus riparius
vorkommende Endosymbionten-Kolonie bei verschiedeMergréRerungen. Durch den
direkten Vergleich von Anhangsdriisen-SchnittsteiterCy3-Modus mit den entsprechenden
Bereichen im DAPI-Modus konnte auch hier bei 108€her VergroRerung mit Immersionsol

gezeigt werden, dass es sich um eine ReinkultuPdeder us-Endosymbionten handelte.

Anhangsdrisen
mit Endosymbiont

Abb. 41 A: Abdominaler Langsschnitt (3 pum Dicke) aies Paederus ripariusWeibchens im Cy3-
Fluoreszenz-Modus, der mit einer 1:1 Mischung aus ¥3-markierter Endosymbionten-Sonde Pae444
und unmarkiertem Kompetitor-Oligonucleotid cPae444bei mittleren stringenten Bedingungen (30%
Formamid-Konzentration im Hybridisierungsansatz) hybridisiert wurde. Die intensive, hellorange
Fluoreszenz der Anhangsdrisen-Schnittstellen kommtlurch eine irreversible Bindung der Sonde an
die 16S rRNA desPaederus-Endosymbionten zustande. Die Ubrige, mattorange Ebreszenz stellt
Autofluoreszenz der umgebenden Gewebe dar. Das inmtegument enthaltene Chitin weist dabei die
starkste Autofluoreszenz auf.
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Abb. 41 B, C, D: Ausschnitte von mit Pae444Cy3/cP4é4 hybridisierten Langsschnitten (3 um Dicke)
weiblicher Paederus riparius im Bereich des 6. Abdominal-Segments. Die Aufnahmezeigen die
angeschnittenen Anhangsdrisen mit der hellorange dbreszierenden Endosymbionten-Kolonie bei
verschiedenen VergréRerungen (B: 100x; C: 400x; D1000x mit Immersionsél) im Cy3-Fluoreszenz-
Modus. Aufnahme D wurde mit Hilfe eines konfokalenLasermikroskops (siehe 2.6) erstellt. In die
Aufnahme wurde zusatzlich der verkleinerte entsprelsende Ausschnitt im DAPI-Modus eingefigt.
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3.7.4.3 Hybridisierte Duiinnschnitte vonPaederus riparius-Eiern

Da eine Ubertragung de$Paederus-Endosymbionten auf die Nachkommenschaft
ausschlieB3lich auf vertikalem Wege erfolgt und ¥orhandensein des Endosymbionten auf
der Ei-Oberflache bereits von KELLNER (2001) festgdt werden konnte, wurde in den mit
Pae444Cy3/cPae444 hybridisierten Ei-Dunnschnittepn( Dicke) auf der Eischale bzw. im
Ei-Inneren nach den Pederin produzierenden Baktgesucht.

In samtlichen fluoreszenz-mikroskopisch untersucht8chnittserien vonPaederus
riparius-Eiern konnte dabei ein Vorhandensein des Endosymdm ausschliel3lich auf einer
speziellen Schicht, die auf die eigentliche Eiselalfgelagert ist, festgestellt werden. Zudem
konnte bei allen untersuchten Ei-Dunnschnittengiestellt werden, dass das Ei-Innere stets
bakterienfrei war (kein Cy3- bzw. DAPI-Fluoreszedigmal).

Die folgenden Abbildungempb. 42 A-C) zeigen einen Uberblick tiber die Verteilung des
endosymbiontischen Bakteriums auf dieser besondeterflache vonPaederus riparius-

Eiern.

Schicht mit
Endosymbiont.

Eischale =GNt O

Abb. 42 A: Dunnschnitt eines sich kurz vor dem Schipf befindlichen Eies vonPaederus
riparius, der mit Pae444Cy3/cPaed444 hybridisiert wurde, uet Cy3-Fluoreszenz. Die
Autofluoreszenz der Eischale im Vergleich zum ubrign Gewebe ist dabei sehr hoch.
Deutlich zu erkennen ist die zusétzliche Schicht,iel die Eischale umgibt und auf der sich
der Endosymbiont befindet. Die Schnittdicke betragh pm.
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Abb. 42 B: Schnittfolge, welche die aufféllig strukurierte Schicht Gber der eigentlichen Eischale (strke
hellorange Autofluoreszenz) im Cy3-Fluoreszenz-Modazeigt. Durch den Schneidevorgang hat sich die
normalerweise eng anliegende Schicht von der Eisdea etwas abgelést. Die fluoreszierenden
Endosymbionten-Zellen liegen dabei auf der Oberfldwe dieser durch Konnektive verbundenen
Strukturen.

Abb. 42 C: In dieser Schnittfolge ist zu erkennendass die Cy3-fluoreszierenden Endosymbionten-
Zellen in einer speziellen Matrix auf die zahlreiclen Strukturen der auf die Eischale aufgelagerten
Schicht, die offenbar eine starke Oberflachenverg®erung bewirken, aufgebracht sind. Die Eischale
zeigt auch hier eine sehr starke, hellorange Autafbreszenz.

Aufgrund der Dicke und leichten Woélbung der Schmnitund der Vielzahl von
Endosymbionten-Zellen war eine exakte Fokussierudgy Schnittebene mit allen
Bakterienzellen eines vergrof3erten Bereichs nichiglith. Zur besseren Darstellung der
Endosymbionten-Verteilung auf den zahlreichen Stmén der oben beschriebenen, auf die
Eischale aufgelagerten Schicht, wurden deshallgesider Ei-Dinnschnitte mit Hilfe eines
konfokalen Lasermikroskops dokumentiert.

Mit dieser Technik konnte eine fast dreidimensien2bkumentation (sieh&bb. 43) von
der Verteilung de®aederus-Endosymbionten auf und auch zwischen den Struktdreser
Schicht, die offenbar der OberflachenvergréReruagenh, erzielt werden.
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Abb. 43: Konfokal-mikroskopische Aufnahmen von Ei-Oinnschnitten im Cy3-Modus. Die Verteilung
der Endosymbionten-Zellen auf und zwischen den zatdichen Strukturen der auf die Eischale (links
oben: zerborsten; rechts oben: intakt / beide mit blloranger Autofluoreszenz) aufgelagerten Schichst
dabei sehr gut zu erkennen und wirkt fast plastisch

Durch den Vergleich verschiedener Bereiche der @wi3chnitte unter DAPI-Fluoreszenz
mit den entsprechenden Bereichen im Cy3-Fluoresk#dus konnten neben den Uber die
ganze Eioberflache verteilten Endosymbionten auchge andere Bakterien detektiert
werden (Daten nicht gezeigt).

Um nun eine bessere Ubersicht Gber die Anordnurdy Stnuktur der auf die Eischale
aufgelagerten Schicht, auf der dRaederus-Endosymbiont lokalisiert ist, zu erhalten, wurden

mehrere Eier voRaederus riparius elektronenmikroskopisch untersucht.
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3.8 Elektronenmikroskopische Untersuchung vorPaederus riparius-Eiern

Die Untersuchung der Ei-Oberflachen zahlreicher Een Paederus riparius mit einem
Rasterelektronenmikroskop bestétigte die ur?ef.4.3 gemachte Entdeckung, dass die
eigentliche Eischale vollstandig von einer Art grigisen Schicht bedeckt ist (siefbb. 44),
auf der sich der zur Pederin-Synthese befiahigte&mdbiont bis zu seiner Ubertragung auf

die Nachkommenschaft der Kafer befindet.

Schicht mit ; s Glatte
Endosymbiont 2R Eischale

Abb. 44: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme @es abgelegten, zwei Tage altePaederus
riparius-Eies. Die den Endosymbionten beherbergende Schictiteses Praparats ist an einigen Stellen
abgeplatzt und lasst die darunter liegende ebene &ihale erkennen.

Bei ausreichend hoher VergroRerung (500- bzw. &@0)f lie3 sich die einheitliche
Struktur dieser Schicht deutlich erkennen. Dabel &uf, dass sie sich aus zahlreichen
warzenartigen Erhebungen (Durchmesser zwischen b 1h um) zusammensetzte, die
allesamt nach einem bestimmten Muster angeordnét gleichsam miteinander vernetzt
waren (sieheAbb. 45). Dass die homogen strukturierte Schicht nicht det Eischale
verwachsen war, konnte unter Zuhilfenahme einerzisppen Dumont-Pinzette gezeigt
werden. Mit deren feinen Spitzen (Durchmesser: &b 15 um) liel3 sich die granulose
Schicht unter einem Binokular fast vollstandig \d@r Eischale abziehen, ohne diese dabei zu

verletzen.
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Abb. 45: 500- bzw. 800-fache VergréRerung einesPaederus riparius-Eies unter dem
Rasterelektronenmikroskop. Die einheitliche, warzeartige Struktur der die Eischale umgebenden
Schicht ist hier deutlich erkennbar. Die einzelnerErhebungen sind dabei scheinbar durch Konnektive
miteinander verbunden.

Diese interessanten Strukturen konnten bei allen Kafer-Weibchen bereits abgelegten
und mit dem Elektronenmikroskop untersuchten Eigrfunden werden. Zur Uberpriifung, ob
die warzenartige Schicht bei der Passage der miehdden weiblichen Geschlechtsapparat
schon im Ovar aufgebracht wird, wurden zusatzlichekteonenmikroskopische
Untersuchungen mit Eiern durchgefuhrt, die aus @mriengang vorPaederus riparius-

Weibchen herausprapariert werden konnten (shddie 46).

,Gefaltete”
Eischale

Abb. 46: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme @ies aus dem Ovariengang herauspraparierten
Eies vonPaederusriparius. Die den Endosymbionten beherbergende Schicht fehiier.
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Dabei zeigte sich, dass bei diesen Eiern die detog&ymbionten beherbergende Schicht,
welche auf der Eischale von bereits abgelegtemBierhanden war, fehlte. Auffallend war
auBerdem, dass die Eischale zwar eine glatte @bkdl aufwies, diese jedoch stark
eingefaltet war.

Die beiden folgenden AbbildungerAlfb. 47 A, B) zeigen deshalb zum besseren
Verstandnis die Eioberflache eines aus dem Ovaaigggherauspraparierten Eies von
Paederus riparius im Vergleich zur Oberflache eines bereits abgelegB Tage alten Eies.
Der Unterschied ist dabei deutlich sichtbar.

Abb. 47 A, B: b500-fache VergroRerung von zwei Paederus riparius-Eiern unter dem
Rasterelektronenmikroskop. A: Oberflache eines ausdem Ovariengang von Paederus riparius
herauspraparierten Eies, dessen Eischale stark gédffiet und von keiner granulésen Schicht umgeben ist.
B: Die einheitliche, warzenartige Struktur der aufdie Eischale aufgelagerten Schicht und die darunter
liegende glatte Eischale eines voiaederus riparius bereits abgelegten Eies sind hier deutlich zu
erkennen.

Um diese Ergebnisse zu bestétigen, wurden zudaielizwei Eier aus den Ovariengdngen
und je zwei bereits abgelegte Eier verschiedeneibdlien mittels diagnostischer PCR auf
das Vorhandensein des Endosymbionten hin untersgblaten nicht gezeigt). Um
sicherzugehen, dass es sich bei den Weibchen, ausn dOvariengangen die Eier
herausprapariert wurden, nicht um -“Tiere hangeltwurden zusatzlich deren
Anhangsdrisen abgetrennt und mit untersucht. Daleden jeweils ein Ei bzw. beide
Anhangsdrisen eines Tieres in je einen fertigen-R@sxatz gegeben, darin kurz geschwenkt
und wieder herausgenommen.

Die sich anschlieRende gelelektrophoretische Aarftueg der amplifizierten Proben zeigte

im Falle der beiden abgelegten Eier ein Vorhandandes Endosymbionten (durch die
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spezifische Amplifikation eines 157 bp langen Téitks aus denped-Cluster) zuverlassig
an. Im Falle der beiden Eier aus den Ovariengéakgente anhand der Anhangsdrisen der
entsprechenden Weibchen gezeigt werden, dassteamig+“-Tiere handelte. Das spezielle,
den Paederus-Endosymbionten detektierende Signal konnte dahei die aus den

Ovariengangen herauspraparierten Eier nicht erhalezden.

3.9 Elektronenmikroskopische Untersuchung des Aushrgangs von

Paederusriparius

Um nun weiteren Aufschluss tUber die Aufbringung den Endosymbionten enthaltenden
granulésen Schicht auf die Eier zu erhalten, wudi® Suche nach dafiir geeigneten
Strukturen in horizontal aufpraparierten Ausfuhiggm von Paederus riparius-Weibchen
fortgesetzt.

Bei der elektronenmikroskopischen Auswertung desbPn konnte eine &auflerst hohe
Dichte an spitz zulaufenden Strukturen entdecktderr welche die innere Oberflache des
Ausfuhrgangs vollstandig auskleideten. Dabei fief, adlass die durchschnittlich 3,5 pum
breiten und 5 um langen Gebilde, die an Haifischedbrinnern, allesamt nach einem
bestimmten Muster nebeneinander angeordnet waren.

Die im Folgenden aufgefuhrten AbbildungeAbb. 48 A-E) zeigen diese relevanten

Strukturen bei verschiedenen Vergré3erungen ueter Rasterelektronenmikroskop.

Mlndungsbereich ? ¢
der Anhangsdrisen

Abb. 48 A: Uberblick iiber den Bereich des Ausfilhrgags, der fiir die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen horizontal aufprapariert wurde (weil3 umrandet) und in den die beiden
Anhangsdrisen einmiinden. Zur besseren Ubersicht wde zusatzlich eine stark verkleinerte Aufnahme
des vollstéandigen weiblichen Geschlechtsapparats wéaederusriparius eingefiigt.
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Abb. 48 B, C: 160- bis 320-fache VergroRerung horantal aufpraparierter Ausfuhrgdnge von
verschiedenenPaederus riparius-Weibchen unter dem Rasterelektronenmikroskop. Bezunehmender
VergrolRerung wird eine einheitliche Anordnung von pitz zulaufenden Strukturen sichtbar, die auf der
gesamten inneren Oberflache des Ausfiihrgangs vertesind.

Abb. 48 D, E: 800-fache Vergrof3erung von horizontahufpraparierten Ausfiihrgangen verschiedener
Paederus riparius-Weibchen unter dem Rasterelektronenmikroskop. Dieeinheitliche Grof3e und

Struktur der an Haifisch-Zédhne erinnernden Strukturen, welche die innere Oberflaiche des
Ausfiihrgangs in einer hohen Dichte auskleiden, istier besonders gut zu erkennen.

Ein verbluffend &ahnliches Muster konnte bereits lbler die Eischale umgebenden
granulésen Schicht (siehe obeAbb. 45), die den Paederus-Endosymbionten bis zur
Ubertragung auf die Nachkommenschaft beherbertidgekt werden.

Zur besseren Ubersicht zeigt die folgende Abbild(&igb. 49) daher einen Vergleich der
beiden verschiedenartigen OberflachenstrukturenAdessiihrgangs und der Eier, die beide
anndhernd dasselbe Anordnungs-Muster aufweiséierbei konnte zudem festgestellt
werden, dass der durchschnittiche Abstand deridehifahnartigen, spitz zulaufenden
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Strukturen im Ausfihrgang mit der durchschnittlich®rol3e der einzelnen Erhebungen der
granulésen Schicht auf den Eiern exakt Gibereinstenm

Abb. 49: 800-fache VergrolRerung eines horizontal dpréparierten Ausfuhrgangs im Vergleich zur
granuldsen, die Eischale umgebenden Schicht einebgelegten Eies derselben Vergro3erung. Die fast
haargenaue Ubereinstimmung der verschiedenen Strulsten in ihrer Anordnung ist dabei deutlich zu
erkennen.

TEIL C: ISOLIERUNG

3.10 Mechanische Isolierung deBaederus-Endosymbionten

Zur Uberpriifung, ob sich d&aederus-Endosymbiont mechanisch isolieren lieR, wurde die
aus den angeschnittenen Anhangsdrisen austreteeifdiche Masse, die im wassrigen
Milieu mit einer Microliter-Pipette aufgesaugt werdkonnte und bei der es sich vermutlich
um eine darin vorkommende Reinkultur des Endosynibio handelte, als erstes auf das
Vorhandensein des spezifischen Teilsticks aus peehCluster mittels diagnostischer PCR
untersucht.

Durch die sich anschlielende Auftrennung der PGRRHiMte auf einem Agarosegel (Daten
nicht gezeigt) konnte bestatigt werden, dass ddeffite produzierende Endosymbiont in der
gesammelten Flissigkeit vorhanden war und demnacih anechanische Einwirkung auf die
Anhangsdrisen (Einschneiden mit einer Microfedexsegfvon diesen isoliert werden konnte.

Die von mehreren Anhangsdrisen gesammelte wasdigming des Paederus
Endosymbionten konnte nun mit verschiedenen Methgdg/siologisch und phylogenetisch
untersucht werden. Zuvor wurde jedoch mittels Licimd Fluoreszenzmikroskopie tGberpruift,
ob die Symbionten-Kolonie frei von kontaminierenBegleitmikroflora war.
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3.10.1 Lichtmikroskopische Untersuchung im Phasatrkst

Um einzelne Endosymbionten-Zellen lichtmikroskopideetrachten zu kénnen, mussten
zuerst 10 pl der wassrigen Endosymbionten-Lésung atnen diagnostischen
Glasobjekttrager aufgebracht werden. Nachdem disskjkeit an der Luft getrocknet war,
wurde der Objekttrager kurz durch die Flamme eBwssenbrenners gezogen, um die Zellen
mit Hitze zu fixieren.

Die Dokumentation der Bakterienprobe bei 1000-facviergrof3erung mit Immersionsol
zeigte, dass es sich um eine morphologisch eirtdiestl Kolonie mit dem typischen
Pseudomonas-ahnlichen Erscheinungsbild handelte (si&i#. 50). Eine kontaminierende
Begleitmikroflora konnte in der Probe nicht entdeskrden.

Abb. 50: 1000-fache VergroRerung des aus den Anhasdriisen von weiblichenPaederus riparius
isolierten, zur Pederin-Synthese befahigten Endosyimonten im Phasenkontrast (100x). Die
morphologisch sehr hohe Ahnlichkeit zuPseudomonas aeruginosa ist dabei deutlich zu erkennen.

3.10.2 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung aedR4Cy3/cPae444

Um jedoch hundertprozentig bestatigen zu kbnness das den Anhangsdriisen der Kafer
eine Reinkultur des Endosymbionten ohne Begleitofii@ra isoliert werden konnte, mussten
die in der wassrigen Losung vorhandenen SymbioAeden mit 4%iger PFA-LOsung fixiert
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werden. AnschlieBend wurden 10 pl der fixiertenl-EZébung auf einen diagnostischen
Objekttrager aufgebracht und luftgetrocknet. NaemdEntwassern mit Alkohol wurde die
Endosymbionten-Probe mit der spezifischen Sondd424&y3/cPae444 bei 30% Stringenz
hybridisiert.

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der hybigiten Probe im Cy3-Fluoreszenz-
Modus im Vergleich zu DAPI fluoreszierenden Zellgon zuféallig ausgewahlten, sich
entsprechenden Bereichen auf dem Objekttrager @raradass die aus den Anhangsdrisen
mechanisch isolierte Endosymbionten-Kolonie fren wmerwinschter Begleitmikroflora war.
Es handelte sich hier somit definitiv um eine Reitk des Pederin-Produzenten.

Die nachfolgende Abbildung Apb. 51) zeigt die beiden Fluoreszenz-Modi eines

willkirlich ausgewahlten Bereichs der hybridisierteSymbionten-Probe auf dem

diagnostischen Objekttrager.

Abb. 51: 1000-fache Vergroferung mit Immersionsdl es aus den Anhangsdrisen von weiblichen
Paederus riparius isolierten und mit Pae444Cy3/cPae444 hybridisierte Endosymbionten im Cy3- bzw.
DAPI-Modus des Fluoreszenzmikroskops. Die morpholdgch sehr hohe Ahnlichkeit zuPseudomonas
aeruginosa geht daraus deutlich hervor. Die Grol3e einzelner &kterienzellen betragt dabei ca. 0,7 pm x
2,0 um.

3.10.3 Enzym-Tests (Aminopeptidase, Katalase, @aja

Da nun sicher war, dass es sich bei der von denadggdriisen mehrerdtaederus
ripariussWeibchen gesammelten Endosymbionten-Losung um eR@nkultur des
Bakteriums handelte, wurden damit verschiedene faAEgsts durchgefiihrt.

Als erstes wurde mit dem Aminopeptidase-Test denGEigenschaft des Endosymbionten

Uberprift. Auf die Teststreifen wurde daftr 50 jgf dndosymbionten-Lésung aufgebracht
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und nach den Angaben des Herstellers verfahren. ddgchlielende Gelbfarbung des
Teststreifens zeigte das Vorhandensein der L-AtAmmnopeptidase an, ein Enzym, das
ausschlief3lich bei gramnegativen Mikroorganismerkemmt. Dies bestatigte, dass es sich
bei dem isoliertefPaederus-Endosymbionten um ein gramnegatives Bakterium élégdwas
durch seine sehr nahe VerwandtschafPaeudomonas aeruginosa auch offensichtlich war.

Mit einem weiteren Test sollte das Vorhandens#es Wasserstoffperoxid-spaltenden
Enzyms Katalase nachgewiesen werden. Dazu wurdem @& Endosymbionten-L6sung auf
einen Glasobjekttrager aufgebracht und luftgetretkdie anschlieRende Uberschichtung mit
10%-iger BO,-Losung loste eine starke Gasentwicklung)(@uf der eingetrockneten Probe
aus, was ein Vorhandensein dieses Enzyms im Endusgten bestatigte.

Der letzte Enzym-Test sollte zeigen, ob der enddsgntisch inPaederus riparius lebende
Pederin-Produzent das Atmungsketten-Enzym Cytocbxatase besitzt. Dafir wurden 50 pl
der Endosymbionten-Losung auf einen Oxidase-Tedstr aufgebracht und nach den
Angaben des Herstellers verfahren. Die anschlieRemiretende Blaufarbung des
Teststreifens zeigte zuverlassig an, dassPdederus-Endosymbiont dieses spezielle Enzym

der Atmungskette besitzt.

3.10.4 Uberpriifung der Beweglichkeit

Bei der Betrachtung von frisch isolierten Endosyoniben-Zellen unter dem

Lichtmikroskop konnte eine sehr geringe Beweglichkier Bakterien festgestellt werden.
Die sich anschlieRende Geil3elfarbung nach KODAKA&Ie{(1982) zeigte, dass es sich bei
dem Paederus-Endosymbionten um ein unbegeil3eltes Bakterium élgadwas in der
folgenden AbbildungAbb. 52) deutlich zu erkennen ist.




Ergebnisse 112

Abb. 52: 1000-fache Vergrofderung mit Immersionsdl és nach KODAKA et al. (1982) angefarbten
Paederus-Endosymbionten. Die Zellen wurden dazu auf einen lasobjekttrager aufgebracht (siehe auch
2.9.13). Die fur Pseudomonaden typische polare Ba@elung fehlt hier.

Zum Vergleich wurden mit Uranyl-Acetat-Losung negabntrastierte Zellen des Pederin-
Bakteriums unter dem Transmissionselektronenmilapdiei verschiedenen VergrofRerungen
dokumentiert.

Die im Folgenden aufgefiihrten Abbildungexbb. 53 A, B) zeigen erneut, dass es sich um
ein vollstandig unbegeil3eltes Bakterium handelt.

A

1,5 um
—_

Abb. 53 A: Negativkontrastierte elektronenmikroskogsche Aufnahme des
Paederus-Endosymbionten bei 12.000-facher Vergrof3erung.
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Abb. 53 B: Negativkontrastierte elektronenmikroskopsche Aufnahmen dedPaederus-Endosymbionten

bei 17.500-facher (links) bzw. 40.000-facher (recét VergroRerung. Die Zellen befinden sich dabei
gerade in einer Teilungsphase.

3.11 DNA-Extraktion von Endosymbionten-Zellen

Mit einem herkdmmlichen DNA-Isolations-Kit gelang, elie Gesamt-DNA von isolierten
Endosymbionten-Zellen aus frisch abgetotd®aaderus riparius-Weibchen und neun Jahre
alten, eingefroreneaederus sabeus-Weibchen zu isolieren (Daten nicht gezeigt). Diese
DNA diente im Folgenden dazu zu bestatigen, dassnst den von KELLNER (2001)
veroffentlichten 16S rRNA-Gensequenzen der Endosymtén (Datenbanknummern:
AJ316018 und AJ295331) der beiden kontinental voareder getrenntePaederus-Arten
Ubereinstimmten - KELLNER erhielt die 16S-Sequenden beiden Endosymbionten Uber
Klonierungsexperimente mit amplifizierter 16S rDN#ie aus extrahierter Gesamt-DNA von
Weibchen der beideiRaederus-Arten gewonnen wurde.

3.11.1 Amplifikation der 16S ribosomalen DNA

Mit dem fur Bacteria universellen Primerpaar GM3M4AR konnten aus der extrahierten
Gesamt-DNA der beiden isolierten Endosymbionteneiii@n die vollstandigen 16S rRNA-
Gene amplifiziert werden. Die nachfolgende Abbilgun(Abb. 54) zeigt die
elektrophoretische Auftrennung der mit einem henkdichen Reinigungs-Kit von
niedermolekularen Bestandteilen gereinigten 16S ABNler beiden Endosymbionten (je
zweimal amplifiziert) und die fur die Sequenzierdrenétigte Konzentrationsbestimmung der

DNA, die mit dem NanoDrop-Spectrophotometer erlgt



Ergebnisse 114

g 2soras0] 2.7 ose]
L T PN T Wl T E 5 0,16,

50 2% 0 a0 2 so 3 el sk nurntl 737 & B
3.0.1 82076 e 3.0.1 82076

Aufgereinigte 16S rDNA von
Paederus riparius und Paederus
sabeus

Abb. 54: Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung der aufgereinigten 16S-PCR-Amplifikate der
beiden isolierten Endosymbionten-Kulturen aus den Ahangsdriisen weiblicherPaederus riparius und
Paederus sabeus auf einem 1%igen Agarosegel und die Konzentratiomiagramme der 16S rDNA. M
(Marker): 1 kb-DNA-Leiter (von oben nach unten in bp: 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000,
2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250). Die eirmelBahnen des Agarosegels sind mit Abkirzungen der
jeweiligen amplifizierten 16S rDNA der beiden Endogmbionten beschriftet (ripl/rip2: amplifizierte
16S rDNA des Endosymbionten vonPaederus riparius, sabl/sab2: amplifizierte 16S rDNA des
Endosymbionten vonPaederus sabeus).

Dabei betrug die DNA-Konzentration im Falle der d&ifimerten 16S rDNA des
Endosymbionten vorPaederus riparius (ripl/rip2) 73,7 ng/ul bzw. 75,0 ng/pl PCR-
Amplifikat. Im Falle des Endosymbionten v&aederus sabeus wurden 73,5 ng/ul bzw. 73,1
ng/ul PCR-Amplifikat errechnet. Die DNA mit der jeils héheren Konzentration (rip2: 75,0
ng/pl bzw. sabl: 73,5 ng/ul) wurde anschlieRendBastimmung der Basensequenz an die
Firma MWG-Biotech geschickt.

3.11.2 Sequenzierung der 16S ribosomalen DNA

Von der Firma MWG-Biotech konnten im Falle der enghickten 16S rDNA-Proben der
beiden Endosymbionten 1396 bzw. 1397 Basenpaaed€rus riparius- bzw. Paederus
sabeus-Endosymbiont) entschliisselt werden (sii®. 55 bzw. Abb. 56). Der BLAST-
Vergleich dieser Sequenzen mit den entsprechemd@niKELLNER (2001) verdffentlichten
16S-Sequenzen (jeweils 1500 Basenpaare) ergab 8#86%ige bzw. 99,93%ige
Ubereinstimmung (2 mismatches zWPaederus riparius- bzw. 1 mismatch zunfPaederus

sabeus-Endosymbiont).
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1 GCAAGT CGAGCGGAAGAAGGGGGC[ A] AGCTCCCGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATA 60
61 CCTAGGGATCTGCCT GGTAGAGGGGGATAACGT TCCGAAAGGGACGCTAATACCGCATAC 120
121 GTCCTAAGGGAGAAAGT GGGGGCTCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAACCTAGGT CGG 180
181 ATTAGCTAGT TGGTAGGGTAAGGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACT GGT CTGAGAGG 240
241 ATGATCAGTCACACT GGAACTGAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGG 300
301 AATATTGGACAATGGGCGCAAGCCT GATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC 360
361 GGATTGTAAAGCACTTTAAGT TGGGAGGAAGGGCAGAGAGTTAATAGCTTTCTGTTTTGA 420
421 CGTTACCAACGGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGG 480
481 TGCGAGCGTTAATCGGAATTACT GGGCGTAAAGCGCACGTAGGTAGATTTGCAAGTTGGA 540
541 TGTGAAATCCC[ C] GGGCT CAACCT GGGAACTGCATCCAAAACTACAGAGCTAGAGTACAGT 600
601 AGAGGGT GGT GGAATTTCCTGT GTAGCGGT GAAATGCGTAGATATGGGAAGGAACACCAG 660
661 TGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACT GACACTGAGGT GCGAAAGCGT GGGGAGCAAA 720
721 CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGAGTCCT 780
781 TGAGGCTTTAGT GGCGCAGCTAACGCGATAAGT CGACCGCCT GGGGAGTACGGCCGCAAG 840
841 GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT GGAGCATGTGGTTTAATTC 900
901 GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCCGAGAACTTTTCAGAGATGAAGA 960
961 GGTGCCTTTGGGAACT CGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA 1020
1021 TGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTATCCTCAGTTACCAGCACGTTAAGGT 1080
1081 GGGCACTCTGAGGAGACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGT GGGGATGACGTCAAGTCA 1140
1141 TCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAAGGATGCCA 1200
1201 AGCCGCGAGGCGGAGCTAATCCCGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTC 1260
1261 GACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTC 1320
1321 CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTGG 1380
1381 TCTAACCGCAAGGGGG 1396

Abb. 55: Von der Firma MWG-Biotech entschliisselte Bsensequenz der 16S rDNA des aus den
Anhangsdriisen von weiblichenPaederus riparius isolierten Endosymbionten. Fett markierte Basen in
eckigen Klammern stellen mismatches zur entsprecheen, von KELLNER (2001) verdéffentlichten 16S-
Sequenz dar, wobei A bei Kellners Sequenz einem @tepricht und C einem T.

1 GTCGAGCGGAAAAAGGGGGCAAGCT CCCGGATTCAGCGGCGGACGGGT GAGTAATACCTA 60
61 GGGATCTACCTGGTAGAGGGGGATAACGTTCCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCC 120
121 TAAGGGAGAAAGT GGGGGCTCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAACCTAGGTCGGATTA 180
181 GCTAGTTGGTAGGGTAA[ A] GGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGA 240
241 TCAGTCACACTGGAACT GAGACACGGT CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATA 300
301 TTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGT GAAGAAGGT CTTCGGAT 360
361 TGTAAAGCACTTTAAGT TGGGAGGAAGGGCAGAGAGTTAATAGCTTTCTGTTTTGACGTT 420
421 ACCAACGGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGT GCG 480
481 AGCGTTAATCGGAATTACT GGGCGTAAAGCGCACGTAGGT GGATTTGCAAGTTGGATGTG 540
541 AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACAGAGCTAGAGTACAGTAGAG 600
601 GGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGT GAAATGCGTAGATATGGGAAGGAACACCAGTGGC 660
661 GAAGGCGACCACCTGGACTGATACT GACACT GAGGT GCGAAAGCGT GGGGAGCAAACAGG 720
721 ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGAGTCCTTGAG 780
781 GCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGT CGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA 840
841 AAACTCAAATGAATT GACGGGGGCCCGCACAAGCGGT GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG 900
901 CAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCCGAGGACTTTTCAGAGAT GAAGAGGTG 960
961 CCTTTGGGAACT CGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT 1020
1021 GGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTATCCTCAGTTACCAGCACGTTAAGGTGGGC 1080
1081 ACTCTGAGGAGACTGCCGGT GACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT 1140
1141 GGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAAGGATGCCAAGCC 1200
1201 GCGAGGCGGAGCTAATCCCGAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT 1260
1261 GCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGT CGCGGTGAATACGTTCCCGG 1320
1321 GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTGGTCTA 1380
1381 ACCGCAAGGGAG- AAGGT 1397

Abb. 56: Von der Firma MWG-Biotech entschliisselte Bsensequenz der 16S rDNA des aus den
Anhangsdriisen von weiblichenPaederus sabeus isolierten Endosymbionten. Fett markierte Basen in
eckigen Klammern stellen mismatches zur entsprecheen, von KELLNER (2001) verdéffentlichten 16S-
Sequenz dar, wobei A bei Kellners Sequenz einem @tspricht.

Der BLAST-Vergleich der beiden oben aufgefihrter8-Bequenzen miteinander ergab
eine 99,6%ige Ubereinstimmung in der Basenabfolgi imsgesamt 5 mismatches
(KELLNER 2001} 8 mismatches).
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3.11.3 RFLP-Analyse der 16S ribosomalen DNA

Mit den von KELLNER (2001) vero6ffentlichten 16S-Semzen der Endosymbionten von
Paederus riparius und Paederus sabeus wurde ein virtuelles Schnittmuster am Computer
erstellt. Dieses Muster wurde anschlieBend mit gervitro erhaltenen Fragmenten der
amplifizierten 16S rDNAs der beiden isolierten Esglmbionten verglichen. Zum Vergleich
wurden zusétzlich die 16S rDNAs von drei nahvervi@and®seudomonaden virtuell und in
vitro mitverdaut (Datenbanknummern: AE004844, D&1@84020).

Die folgenden AbbildungenApb. 57 A-D) zeigen fur alle drei Restriktionsenzyme
(Bsh1236l, Mbol, Rsal) die virtuellen Schnittmusterd Fragmentgrof3en im Vergleich zur
elektrophoretischen Auftrennung der in vitro erzeng Fragmente auf einem 2%igen

Agarosegel.

AGAGTTT'[Mbol] GATCAT TT AACACAT AA A
GAGTTT'[Mbol] GATCATGGCT CAGAT TGAACGCT GGCGGCAGGECCTAACACAT GCAAGT CGAGCGGAA[G] AAGGGGGG)

GCTCCCGGAT TCAGCGGCGGACGEGT GAGTAATACCTAGG 1 IMbol] GATCT[G] CCTGGTAGAGGGGGATAACGT TCCGAAAG
GGACGCTAATACCGCATACGT CCTAAGGGAGAAAGT GGGGGCT CTTCGGACCT CACGCTATCAGAT GAACCTAGGT CGGATTA

GCTAGTTGGTAGGGTAAGGGCCTACCAAGGCGAC TMbol] GATCCGT AACT GGT CT GAGAGGAT?*[Mbol] GATCAGTCACAC
TGGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGGACAAT GGGCGCAAGCCT  {Mbol] GATCCA
GCCATGCCG Y Bsh12361ICGTGT GT GAAGAAGGT CTTCGGAT TGTAAAGCACT TTAAGT TGGGAGGAAGGGCAGAGAGT TAAT
AGCTTTCTGTTTTGACGT TACCAACGGAATAAGCACCGGCTAACT TCGT GCCAGCAGCCG H[Bsh12361[CGGTAATACGAAGG
GTGCGAGCGT TAATCGGAAT TACT GGGCGT AAAGCGCACGT AGGT[A] GATTTGCAAGT TGGATGTGAAATCCC]T] GGGCTCAA

CCTGGGAACTGCATCCAAAACTACAGAGCTAGAGT 644[RsaI]ACAG'I' AGAGGGT GGTGGAATTTCCTGT GTAGCGGTGAAATCGC
GTAGATAT GGGAAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACCACCT GGACT GATACT GACACT GAGGT GCGAAAGCGT GGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCT GGTAGT CCACGCT GTAAACGATGT CGACT AGCCGT TGGAGT CCTTGAGGCT TTAGT GGCGCAGCTAA

CG*[Bsh12361]CGATAAGT CGACCGCCT GGGGAGT S Rsal] ACGGCCGCAAGGT TAAAACT CAAAT GAAT TGACGGGGGCCCG

CACAAGCGGT GGAGCATGTGGT TTAAT TCGAAGCAACG Y Bsh1236/[CGAAGAACCT TACCT GGCCTTGACATGCCGAGA] AC
TTTTCAGAGATGAAGAGGT GCCTTTGGGAACT CGGACACAGGT GCTGCAT GGCT GTCGT CAGCT CGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCT TATCCT CAGT TACCAGCACGT TAAGGT GGGCACT CTGAGGAGACT GCCGGT GACAAG

CCGGAGGAAGGT GGGGAT GACGT CAAGT CAT CATGGCCCT TACGGCCAGGGCTACACACGT GCTACAAT GGTCGGT 3 Rsal]A
CAAAAGGAT GCCAAGCCG 2*1Bsh12361[CGAGGCGGAGCTAATCCCGAAAACC " YMbol] GATCGTAGTCCG ¥ Mbol] GAT

CGCAGTCTGCAACT CGACT GOGT GAAGT CGGAAT CGCTAGT AATCG 4B sh12361JCGAAT CAGCATGTCG>*IBsh123611CG
GTGAATACGT TCCCGGGCCTTGT 84 Rsal] ACACACCGCCCGT CACACCAT GGGAGT GGGT TGCT CCAGAAGTAGCTGGTCTAA
COGCAAGGTG] GAAGGT TACCACGGAGT GATTCATGACT GGGGT GAAGT CGTAACAAGGTA[A] COGTA

Abb. 57 A: Ubersicht der mit dem Onlinetool IncisiEnz (http://www.biorcgld.org/public/home.php)
virtuell erzeugten Schnittstellen der drei Restrikionsenzyme auf der von KELLNER (2001)
veroffentlichten Basensequenz der 16S rDNA des Engipgmbionten von Paederus riparius. Fett
markierte, in eckigen Klammern stehende Basen stelh die acht mismatches zur von KELLNER (2001)
veroffentlichten 16S-Sequenz des Endosymbionten voRaederus sabeus dar, wobei A einem G
entspricht und umgekehrt. T entspricht einem C.

Dabei stimmen die mit Bsh12361 in vitro erzeugteni8ttfragmente der 16S rDNAs der
beiden Endosymbionten mit den virtuellen bis auf eusatzliches Fragment (ca. 280

Basenpaare) im Falle des Endosymbionten Raederus sabeus (sieheAbb. 57 B, unten
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rechts: weil3er Kreis) tberein. Die beiden mit jeBEsenpaaren kleinsten Fragmente fehlen
hier. Der Vergleich mit den Schnittfragmenten dezi shahverwandten Pseudomonaden zeigt
grof3e Unterschiede in der Anzahl und Lange derrfeage. Im Falle der mit Mbol verdauten
16S rDNAs der beiden Endosymbionten konnten im M&ly zum virtuellen Schnittmuster
zwei zusatzliche Schnittfragmente (je ca. 300 Bpaare) erhalten werden (siehdbb. 57 C,
unten rechts: schwarze Kreise). Die mit 7, 12 uddBasenpaaren kleinsten Fragmente
fehlen. Ein groRer Unterschied in Anzahl und GrdBeSchnittfragmente zum Schnittmuster
von Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens und P. putida ist hier ebenfalls deutlich zu
erkennen. Auch fir die mit Rsal verdauten 16S rDN&s beiden Endosymbionten konnte
ein zusatzliches Schnittfragment (ca. 900 BaseepaarFalle des Symbionten vé&aederus
sabeus (siehe Abb. 57 D, unten rechts: weil3er Kreis) erhalten werden. &chtbarer
Unterschied zum Schnittmuster der drei verwandteseuBomonaden geht jedoch mit
Ausnahme des Schnittmusters Weseudomonas fluorescens nur aus dem Vergleich mit den

virtuell erhaltenen Fragmentlangen hervor.

Sequenz Fragmente Fragmentgro3e
EndosymbP. riparius/P. sabeus 8 15-86-104-125- 145- 296- 340- 389
Pseudomonas aer uginosa 8 2-50-104 - 125 - 276 - 288 - 295 - 3p6
Pseudomonas fluorescens 9 2-15-50-87-125-173 - 296 - 387 - 392
Pseudomonas putida 9 2-15-50-87-125-173 - 296 - 387 - 392
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Restriktionsenzym: Bsh1236I

Abb. 57 B: Mit Bsh1236I virtuell erzeugte Schnittmwster der 16S rDNAs der beiden Endosymbionten
von Paederus riparius und P. sabeus, Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens und P. putida mit Angabe
der FragmentgroRen (oben und unten links) im Verglieh mit den in vitro erhaltenen Fragmenten der
verdauten 16s rDNAs auf einem 2%igen Agarosegel (tem rechts). M (Marker): 100bp-DNA-Leiter
(von oben nach unten in bp: 1031, 900-100 in 1008chritten, 80). Die einzelnen Bahnen des Gels sind
mit Abkirzungen der jeweiligen Organismen beschrifet, von denen die 16S rDNA isoliert wurde (rip:
16s rDNA des Endosymbionten vorPaederus riparius, sab: von Paederus sabeus; aer: 16s rDNA von
Pseudomonas aeruginosa; flu: von Pseudomonas fluorescens, put: von Pseudomonas putida). Ein
zusatzlich erhaltenes Fragment wurde mit einem we#éh Kreis umrandet.
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Sequenz Fragmente Fragmentgrof3e
EndosymbP. riparius/sabeus 8 7-12-24-83-108-152-209- 905
Pseudomonas aeruginosa 10 9-12-18-24-77-83-183-225 - 447 - 449
Pseudomonas fluor escens 7 5-12-24-83-225-260 - 906
Pseudomonas putida 7

.
.
; — —
.

§rip sab aer flu putf‘

Restriktionsenzym: Mbol

Abb. 57 C: Beschreibung siehe Abb. 57 B. Als Resittionsenzym wurde hier jedoch Mbol verwendet.
Zusatzlich erhaltene Fragmente wurden mit einem salkarzen Kreis umrandet.

)%

Sequenz Fragmente Fragmentgrol3¢
EndosymbP. riparius/sabeus 5 120- 145-234-357-644

Pseudomonas aeruginosa 5 146 - 149 - 234 - 356 - 65
Pseudomonas fluorescens 4 146 - 148 - 357 - 876
Pseudomonas putida 5 146 - 148 - 234 - 357 - 64

40—

§-rip sab aer flu put§

Restriktionsenzym: Rsal

Abb. 57 D: Beschreibung siehe Abb. 57 B. Als Resktionsenzym wurde hier jedoch Rsal verwendet.
Ein zusatzlich erhaltenes Fragment wurde mit einerveil3en Kreis umrandet.
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3.11.4 Nachweis von Nitrit- und,R-Reduktase-Gensequenzen

Eine Amplifikation potentieller Fragmente der sfiszhen Gene R®sZ, nosZ, nirk und
nirS welche fur die bakterielle Denitrifikation bergttiwerden und die fur die beiden
periplasmatischen Enzyme,®Reduktase und Nitrit-Reduktase codieren, konnie im
Falle der vonPseudomonas aeruginosa isolierten und aufgereinigten genomischen DNA
erreicht werden. Eine Amplifikation von potentielleirK-Teilsequenzen konnte dabei nicht
bewirkt werden.

Im Falle der fur die PCR eingesetzten genomisch&®A Ries vonPaederus riparius
isolierten Endosymbionten und v@&scherichia coli (wurde als Negativkontrolle verwendet)
konnte kein potentielles Signal auf dem Agarossggitbar gemacht werden. Eine mdgliche
Befahigung desPaederus-Endosymbionten zur Denitrifikation konnte somitllstindig
ausgeschlossen werden.

Die nachfolgende Abbildungdpb. 58) zeigt die auf einem Agarosegel sichtbar gemachten
PCR-Produkte, die von den eingesetzten DNA-Isolateit den vier verschiedenen

Denitrifikanten-Primerpaaren amplifiziert werdemkden.

212342123%112324

Endos. { E.coli

Amplifizierte Nitrit- und NO-Reduktase-
Gensequenzen

Abb. 58: Elektrophoretische Auftrennung amplifizierter potentieller Teilsequenzen der P8osZ-, nosZ-,
nirk- und nirS-Gene auf einem 1%igen Agarosegel. M (Marker): 500{DNA-Leiter (von oben nach
unten in bp: 1000-50 in 50er Schritten). Die einzeén Bahnen des Gels sind mit Abkirzungen der
jeweiligen Organismen beschriftet, von denen die gemische DNA isoliert und fur die Touch-Down-
PCR eingesetzt wurde R. aer.: genomische DNA von Pseudomonas aeruginosa; Endos.:. des
Endosymbionten von Paederus riparius, E. coli: von Escherichia coli). Gleiche Zahlen lber den
einzelnen Bahnen des Gels (jeweils 1-4) entsprechetabei jeweils einem von vier eingesetzten
Primerpaaren, die zur Amplifikation von Teilsequenzn der verschiedenen Denitrifikations-Gene
verwendet wurden (1: PSNosZ175F/1144R; 2: nosZ661IH/73R; 3: nirK1F/5R; 4: nirS1F/6R).



Diskussion 120

4. Diskussion

4.1 Kultivierung des Paederus-Endosymbionten

Wahrend der Kultivierungsversuche de®aederus-Endosymbionten war eine
Direktisolierung dieses Pederin produzierenden @&akins von seinem Wirt noch nicht
maoglich. Dariiber hinaus gab es zu diesem Zeitpuekierlei Erkenntnis dartber, ob der
Endosymbiont in einer Mischpopulation mit anderenkrdbrganismen oder in einer
Reinkultur in den Kafer-Weibchen vorkommt.

4.1.1 Anreicherung dd2aederus-Endosymbionten

Es wurde daher versucht, dBseudomonas-ahnlichen Endosymbionten mit Hilfe der so
genannten Anreicherungskultur zur Zellvermehrundewegen, wobei sein relativer Anteil
an einer potentiellen Mischpopulation selektiv érth@erden sollte. Da der Endosymbiont
phylogenetisch sehr nah verwandt rReudomonas aeruginosa ist (KELLNER, 2001),
wurden bestimmte, fir Pseudomonaden selektive Badigen festgelegt, die ein Wachstum
des Symbionten bei gleichzeitiger Hemmung der Eoklwng aller unerwiinschten
Mikroorganismen beginstigen sollten. Die auf diedéeise geschaffene kunstliche
Okologische Nische sollte zur selektiven Anreicigrudes Paederus-Endosymbionten
beitragen.

Da in keiner der eingesetzten Anreicherungslosungersnahme: Pepton-Salz-Ldsung,
siehe unten) ein Wachstum des EndosymbiontenPaaderus riparius verzeichnet werden
konnte, kann davon ausgegangen werden, dass ebesichesem Mikroorganismus um ein
besonders langsam wachsendes Bakterium handefidan nichts Gber die mdglicherweise
sehr hohen Nahrstoffanforderungen (Energie-, Katdfz oder Stickstoffquelle) und
Umgebungsbedingungen  (Temperatur, Licht oder  Stoffartialdruck) des
Endosymbionten bekannt war, ist es sehr wahrscblejntlass die in den Flussigmedien
vorgegebenen Wachstumsbedingungen den endosynsicioeri Anforderungen nicht gerecht
werden konnten bzw. die eingesetzten selektiverétZasinnerhalb kirzester Zeit zum Tod
eines Grof3teils der Endosymbionten-Zellen gefuhabelm. Somit setzten sich die
Mikroorganismen aus den Kafer- bzw. Ei-Homogenisalerch, die an die vorgegebenen

Wachstumsbedingungen besser angepasst waren undclilatibhere Wachstumsraten



Diskussion 121

erzielen konnten - der Endosymbiont wurde somitraeieinlich von der Begleitmikroflora
in den Homogenisaten Gberwachsen und anschliefsFddangt.

Die Tatsache, dass nach 20 Tagen moglicherweisengiimales Wachstum in den mit
Kafer-Homogenisat beimpften Pepton-Salz-Losungent (@amd ohne Supplemente) zu
verzeichnen war, wirde einerseits fir eine eheringer Nahrstoffanforderung des
Endosymbionten sprechen, wéare andererseits abeticimégveise auch auf unsauberes
Pipettieren wahrend der Probennahme zurickzufilidaendie Pepton-Salz-Losung in der
Mikrobiologie jedoch als universelles Dispersionsd Verdinnungsmittel eingesetzt wird, in
dem keine bzw. nur sehr geringe Zellverluste atdtraind dartber hinaus die Bestandteile
des Peptons wachstumshemmende Substanzen, wie r8atalde und Tenside, binden
koénnen, ist die Annahme eines Pipettierfehlers eharahrscheinlich. Die gegenuber diesem
Medium eventuell héheren Nahrstoffanspriche der |d@gkroflora aus den Kéfer-
Homogenisaten kénnten es dem Endosymbionten tdtadlirchaus ermdglicht haben, sich in
diesem Medium sehr langsam zu vermehren.

Die molekulare Detektion des Endosymbionten imd-aller Anreicherungsmedien, die
mit Homogenisat aus Eiern vdtaederus riparius beimpft wurden, konnte im Vergleich zu
den entsprechenden Anreicherungsmedien, die mitdgemsat aus ganzen Kafern beimpft
wurden, immer zwei Verdunnungsstufen héher erfald@ies ist hochstwahrscheinlich auf
das grofRere Verhaltnis von eingesetztem Probeniadater verwendetem Dispersionsmittel

im Falle der Ei-Homogenisate zurtickzufuhren.

4.1.2 Nahrmedien zur Kultivierung dBaederus-Endosymbionten

Auf allen N&hrboden, die im Verlauf dieser Arbeiir fKultivierungsversuche des in
weiblichen Paederus riparius lebenden Endosymbionten verwendet wurden, konnten
zahlreiche verschiedene Mikroorganismen als Retokeh kultiviert werden. Der gesuchte
Pederin-Produzent befand sich jedoch nicht darunt@re Grinde hierflr liegen
hdchstwahrscheinlich, wie auch schon fur die figissiAnreicherungsmedien beschrieben, in
einem Uberwachsen des Endosymbionten von der Beifedflora, die in den Ei- bzw.
Kafer-Homogenisaten neben den symbiontischen Bekterusatzlich vorkommt und diese
letztlich in deren Wachstum hemmt. Mdoglich ware hguadass die eingesetzten
Konzentrationen der in vielen der Agar-Medien vardeten Selektiv-Hemmstoffe zu hoch
waren und deshalb zu einem Absterben des Endosmptebidthrten. Nach PONTES &

DALE (2006) stellt eine Kontamination zu Beginn de€sltivierungsvorhabens das grof3te
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Problem dar. Da endosymbiontische Bakterien im WM&y zu frei lebenden

Mikroorganismen wesentlich geringere Wachstumsrateigen (DARBY et al., 2005;

MATTHEW et al., 2005), werden sie rasch von einenteaminierenden Begleitmikroflora
Uberwachsen, die sich zum Zeitpunkt der Symbiofeherung im Ausgangsmaterial
befindet. Da wéahrend der Nahrungsaufnahme die Mokt besteht, dass fremde
Mikroorganismen in das Wirtsinsekt gelangen, sollie Isolierung der symbiontischen
Bakterien von ihren Wirten vornehmlich an Insektadigen, wie Eiern, Puppen oder frisch
geschlupften Imagines, durchgefiihrt werden, diehraine Mdglichkeit zur Aufnahme von
Nahrung hatten (PONTES & DALE, 2006).

Auch die mit leicht sauren pH-Werten (pH 5,5) esgjeten Agar-Nahrmedien konnten zu
keinem Erfolg bei der Kultivierung dé%aederus-Symbionten flihren. Dabei fiel auf, dass auf
diesen Medien auch kein anderes Bakterienwachstierzeichnet werden konnte.
Untersuchungen des pH-Werts verschiedener inneoenpartimente frisch aufpraparierter
Kafer-Weibchen (vollstandiger Geschlechtsapparabkene Komplexdrise, Hamolymphe,
Fettkdrper, abdominaler Darmtrakt) (Daten nicht eggd zeigten schlie3lich, dass im
Insekteninneren ein durchweg neutrales Milieu egtli Dies verwundert letztlich wenig, da
eine optimale Katalyseleistung der meisten Enzyms¢ leei neutralen pH-Werten erreicht
wird. Somit ist dieser ,neutrale Lebensraum® demkbangeeignet fur azidophile
Mikroorganismen, deren pH-Optimum bei 5 oder weitushter liegen kann (MADIGAN et
al., 2002).

Selbst im Falle der mit den verschiedensten Suepliund Extrakten versetzten
Agarmedien konnte ein Wachstum des Endosymbiontdnt herbeigeflhrt werden. Verglich
man das bakterielle Wachstum auf diesen Medien daih von Bakterien, die auf den
entsprechenden supplement- bzw. extraktfreien Medigchsen, so konnte kein Unterschied
hinsichtlich der Anzahl und Dichte der darauf gelsmenen Kolonien verzeichnet werden.
Dies lasst sich offenbar damit erklaren, dass alid diesen Medien gewachsenen
Mikroorganismen die eingesetzten Suppline und Kigrazum Wachstum nicht benotigt
haben oder aber sie die darin enthaltenen Statbstsg/nthetisieren konnten.

Eine Kultivierung desPaederus-Endosymbionten konnte auch im Falle der eingesetzt
Tellurit-N&hrbdden nicht erreicht werden, obwohs @dsdosymbiontische Bakterium ein voll
funktionsfahiges Tellurit-Resistenz-Operoter{Cluster) besitzt, das ein Wachstum auf
tellurithaltigen Medien bis zu einer MIC (,minimadhibitory concentration“) von 500 pg/ml
erlauben sollte (PIEL, 2004). Tellurit wird mittkeeile seit mehr als 80 Jahren in Selektiv-
Medien zur Isolierung von hauptsachlich pathogenadikroorganismen, wie
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Corynebacterium diphtheriae, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae oder Shigella spp.
verwendet (TAYLOR, 1999). Die den Bakterien die liel-Resistenz verleihenden Gene
[Telluritsalze besitzen starke antibakterielle EBigghaften (FLEMING, 1932)] sind dabei
entweder auf Plasmiden oder auf dem Genom vonrvialeht miteinander verwandten
Bakterien, einschliel3lich pathogenen Mikroorganismekalisiert. Das Tellurit-Resistenz-
Operon desPaederus-Endosymbionten befindet sich auf dessen Genomiriar eRegion
stromaufwérts deped-Clusters und zeigt sehr hohe Ahnlichkeit zu denGenen von
Yersinia pestis, Escherichia coli O157:H7 und anderen Pathogenen (PIEL, 2004). Da ei
Vorkommen dieses Schwermetalls in der Natur zigmdelten ist, wird vermutet, dass die
Resistenz gegenuber derartigen Verbindungen ner sskundére Eigenschaft der Bakterien
darstellt (TAYLOR, 1999).

Die genauen Grunde fur die Unkultivierbarkeit demederus-Endosymbionten kénnen
letztlich nur vermutet werden, da bislang noch &eVertffentlichungen tber das bereits
sequenzierte Genom (PIEL, i. Vorb.) dieses Bakbasiwund damit mogliche Hinweise auf
dessen Nahrstoffanforderungen vorliegen. Da es Is&thdem Pederin-Produzenten jedoch
nicht um ein intrazellular lebendes Bakterium niitee drastischen Genomreduktion (PIEL,
schriftl. Mitt.) handelt, wie sie z. B. d@&uchnera-Endosymbiont erfahren hat (BAUMANN
et al., 1995), und die Beziehung des Endosymbionteseinem Kéafer-Wirt eher unbestandig
als obligat anzusehen ist - ca. 10% Baederus-Weibchen in der Natur sind symbiontenfrei
(KELLNER & DETTNER, 1995; KELLNER, 1999) -, ist esach PIEL (mindl. Mitt.) nur
eine Frage der Zeit, bis eine erfolgreiche Kultivieg desPaederus-Symbionten erfolgen
kann.

Nach GRENIER et al. (1994) und FUKATSU & NIKOH (2ZD0wurden an ihren Wirt
angepasste, spezialisierte Endosymbionten aufgiredt anspruchsvollen Anforderungen
sogar ganzlich unkultivierbar sein. Dass diese Agesnicht verallgemeinert werden kann,
zeigten DALE & MAUDLIN bereits 1999. Ihnen gelangs,e einen sekundaren
EndosymbiontenSodalis glossinidius gen. nov., sp. nov.) aus der Hamolymphe der Tsetse
Fliege Glossina morsitans morsitans zu isolieren und auf einem Agar basierten Medium
(MM-Agar) in Reinkultur anzuziichten. Ebenso gelasgGHERNA et al. (1991) und DALE
et al. (2006), die sekundaren Endosymbiont#&rsghophonus nasoniae gen. nov., sp. nov.
und “Candidatus Arsenophonus arthropodicus”) des Parasitoidasonia vitripennis und der
TaubenlausfliegePseudolynchia canariensis zu isolieren und auf einem verfestigten

Néahrboden als Reinkultur zu kultivieren.
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Auch viele andere, sekundare Endosymbionten konitdrer erfolgreich auf3erhalb ihrer
natirlichen Wirte kultiviert werden (WELBURN et al1987; HYPSA & DALE, 1997,
O’NEILL et al., 1997; DARBY et al., 2005). Die Anzut gelang hier allerdings nur in

speziellen Insekten-Zelllinien und nicht auf Agasskerten Nahrmedien.

4.1.3 Isolierte Mikroorganismen aBaederus riparius-Weibchen

Von samtlichen ausPaederus riparius-Weibchen isolierten Bakterien, die auf den
verschiedenen eingesetzten Agar-Nahrmeden in Ri&mkangezichtet werden konnten,
wurden die acht haufigsten, aerob gewachsenen d€ultulie immer wieder isoliert werden
konnten, phylogenetisch bestimmt. Die Verteilungr dsolate beschréankte sich dabei
ausschliel3lich auf zwei der insgesamt 18 aus Laibersuchungen bekannten Hauptlinien der
Bacteria. Dies waren zum einen die Proteobaktedengrof3te und metabolisch vielfaltigste
Gruppe aller bekannten Bakterien, deren Vertrelier gramnegativ sind (MADIGAN &
MARTINKO, 2006), und zum anderen die grampositiBakterien. Innerhalb dieser beiden
Grol3gruppen konzentrierten sich die Isolate auf @Gamma f)-Unterabteilung der
ProteobakterienRseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Klebsiella oxytoca) bzw.
auf die Untergruppe der grampositiven Bakterien miédrigem GC-GehaltBacillus sp.,
Bacilliaceae bacteriuniBacillus pumilus, Paenibacillus pabuli, Paenibacillus lactis).

Pseudomonaden sind allgemein bekannt fur ihr utiices Vorkommen und kdnnen neben
Umgebungen, wie im Wasser, Boden und Pflanzen, amchsekten gefunden werden
(KAPATRAL et al., 2000). Ebenso finden sich die Weter der zu den Enterobakterien
gehdrenden Gattung der Klebsiellen hauptsachlictEmtboden und im Wasser. Auch die
isoliertenBacillus-Arten werden in der Natur vorwiegend im Erdbodegedroffen. Sie leben
dort fakultativ aerob. Viele dieser Arten produeierzudem extrazellulare hydrolytische
Enzyme, die fur den Abbau von Biopolymeren, wie yBatchariden, Lipiden und
Nucleinséuren, verwendet werden (SNEATH, 1991)euden zur Sporenbildung befahigten
Bacillus-Arten gibt es ebenso wie bei den Pseudomonadem amige insektenpathogene
Arten (z. B.Paenibacillus larvae undPaenibacillus popilliae), die sehr nah verwandt mit den
beiden isoliertenPaenibacillus-Arten sind. Diese pathogenen Arten sind jedochmiri
saprophytische Bodenbewohner und infizieren lebehigee nur zuféallig (MADIGAN &
MARTINKO, 2006). Da sich Kurzfligler der GattunBaederus s. I. hauptsachlich in
feuchten Lickensystemen aufhalten (DETTNER, 198iB,z. B. am Rande von Gewassern,

und dort zwischen den feuchten Bodenpartikeln desnté&agen nachgehen, ist es nahe
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liegend, dass die acht isolierten und identifiaerBakterien tGber die Aufnahme von Wasser
und an Beutetieren anhaftenden Bodenpartikeln m\éerdauungstrakt der Insekten gelangt
sind. Die Verweildauer der mit der Nahrung aufgen@nen Mikroorganismen in den
einzelnen Kompartimenten des Darmtrakts durfte idalmm verschiedenen Parametern
abhangig sein, wie z. B. pH-Wert oder Sauerstofigiaruck (DETTNER, 2003). Einige der
identifizierten Bakterien kdnnten natirlich auchs &rosophila melanogaster stammen, da
die Paederus-Kafer wahrend ihrer Haltung im Labor mindestensirmal die Woche damit
gefuttert wurden. Die mikrobielle Zusammensetzumg Insektendarm kann aufgrund von
Umwelteinflissen stark variieren. Nach DOUGLAS (@pP&ann sich die Mikrobiota im
Intestinaltrakt z. B. verandern, wenn die InsektenZucht ins Labor gebracht werden, wobei
sogar spezifische Unterschiede in der Insekten-dbiata bei der Unterbringung in
verschiedenen Laboren, bei unterschiedlichen Teatynen oder Nahrungsquellen bekannt
sind.

Die Tatsache, dass in der bakteriellen Diversitat Falle der mit Ei- bzw. Kéfer-
Homogenisat beimpften Nahrmedien keine grofRen Wehézde zu verzeichnen waren,
konnte vermutlich daran liegen, dass die Eier begriAbgabe mit bakterienhaltigem Kot in
Beruhrung kamen - ein Teil der Uber die Nahrunggeambmmenen Mikroorganismen wird
hochstwahrscheinlich verdaut oder passiert den Daktnunverandert, um schliel3lich nach
einer gewissen Zeit mit dem Kot wieder ausgeschedai werden. Da die
Geschlechtsoffnung, Uber welche die Eier abgegebvenden, in direkter Néhe der
Enddarmo6ffnung mindet, ist eine Kontamination derer Emit ausgeschiedenen
Mikroorganismen nicht unwahrscheinlich. Viele Insk beschmieren ihre Eier sogar
absichtlich mit Kot, um so eine Weitergabe darithaltener endosymbiontischer Bakterien,
die extra- oder intrazellular im Darmbereich unémgcht sind, an deren Nachkommenschaft
zu gewahrleisten (BUCHNER, 1965; DETTNER, 2003).

4.2 Lokalisierung desPaederus-Endosymbionten

Mit Hilfe verschiedener molekularer Methoden (Diagtische-PCR, FISH) konnte gezeigt
werden, dass sich der Pederin produzierende Endwmggin in den so genannten
Anhangsdrisen des weiblichen Geschlechtsapparaizektiert. Dabei konnte auch eine
verhaltnismanig groRe Menge an EndosymbiontenZ@l@&en zahlreichen Verwinkelungen
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des Ausfuhrgangs detektiert werden (vgl. adtth. 40 B, C), in den die paarig angelegten

Drisen minden.

4.2.1 Unterbringunqg ddaederus-Endosymbionten

Die Funktion dieser auch als akzessorische Orgameithneten Anhangsdriisen ist
vielfaltig und steht oft (wenn auch nicht immer)trdier Eiablage in Zusammenhang. So
produzieren diese als so genannte Kittdriisen legevilnsekten eine kittartige Substanz, mit
der die abgelegten Eier auf dem Substrat angehvedteten. Weiterhin kdnnen sie Sekrete zur
Bildung der Ootheken (Eikapseln) bei den Blattod€achaben) und Mantodea
(Fangschrecken) liefern, die hier als SchutzhidlenEigelege dienen. Bei Insekten, die einen
Legeapparat (Ovipositor) besitzen, kbnnen die Agkdriisen Substanzen abgeben, die als
eine Art Schmiermittel fir das reibungslose Anedenorbeigleiten der einzelnen Teile des
Ovipositors sorgen. Die Anhangsdrisen der aculebigmenopteren haben sich sogar zu
Giftdrisen des zu einem Wehrstachel umgebildetayestachels entwickelt. B&lossina
(Tsetse-Fliegen) und vielen pupiparen Dipteren, zviB. den Hippobosciden (Lausfliegen),
fungieren diese akzessorischen Organe als so genaifchdrisen, in denen vor allem
Lipide und Proteine fur die sich vollstandig in deadulten Tieren entwickelnden Larven
produziert werden (DETTNER, 2003). Die Lage undnirater weiblichen Anhangsdrisen
kann dabei von Insekt zu Insekt recht unterschehdéusfallen. Nach MEIXNER (1932)
beherbergen die grol3en, paarig angelegten Anhaisggsdrbei einigen Vertretern der
Polyphaga zudem meist Endosymbionten, wie in didsieit flr Paederus riparius gezeigt
werden konnte.

Dabei stellen die akzessorischen Drusen bei wertieimt die einzige Mdoglichkeit fur die
dauerhafte Unterbringung von Endosymbionten in Ktese dar. Die wohl urspringlichste
Form der Symbiontenunterbringung ist die Aufbewalyrwon Bakterien in bestimmten,
abgeschlossenen Darmabschnitten, in denen die bft@oismen ungestort verweilen
kénnen. Als Beispiel seien hier die Larven und Imag der Trypetiden (Fruchtfliegen)
genannt, deren Endosymbionten verstreut im Mittebddaorliegen. In vielen Fallen erfolgt
von Generation zu Generation eine erneute, orafaatwme der Endosymbionten - entweder,
weil die Endosymbionten als frei lebende Baktemesit verbreitet im nattrlichen Umfeld
ihrer Wirte vorkommen oder aber weil spezielle Eintungen zur Ubertragung der begehrten
Bakterien auf die schlupfenden Larven vorhandeml.siemgegeniber stehen z. B. die

selbstleuchtenden Organe von vielen Cephalopodenblesonderes Beispiel sei hier die
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Symbiose des hawaiianischen Kalmd&sprymna scolopes mit Leuchtbakterien der Art
Vibrio fischeri erwahnt, eine der am besten untersuchten TiereBakt Symbiosen Uberhaupt
(PHILLIPS, 2006)] und Knochenfischen, die sich Higuteinstllpungen mit driisenartigem
Charakter anlegen und spater symbiontische Baktee&erbergen - ein deutliches Argument
fur die Akquisition der Symbionten ohne die Betpilng des Darms. Dies gilt ebenso fur die
Endosymbionten beherbergenden Nephridien der Bovstener, die von ihren ,Gasten”
Uber bestimmte Exkretionsporen besiedelt werdenQBNER, 1965). Wie aber gelangten
diese nicht darmassoziierten Endosymbionten urgiidimin ihre teilweise sehr speziellen
Unterkiinfte? FEKL konnte 1954 zeigen, dass die fi@an von Insekten sehr oft die typische
Bakterienflora aus deren nattrlicher Umwelt beheybe und dass deren Hamolymphe, ohne
vorherige Verletzung der Tiere, ebenso diese Miiganismen enthalten kann. Es ist also
durchaus denkbar, dass endosymbiontisch lebendergak irgendwann in eben dieser Art
und Weise von ihren Wirten aufgenommen wurden, dthheztlich keine wissenschatftlichen
Beweise dafir existieren (BUCHNER, 1965).

Eine abgeleitete Entwicklungsstufe fur die Behegbheg symbiontischer Bakterien stellt
die intrazellulare Unterbringung der Mikroorganismén Zellen des Darmepithels von
Insekten, wie z. B. Brotkafern oder bestimmten Rlkgdern, dar. Diese Bakterien werden
schlie3lich mit dem Kot der Insekten abgegeben kiwinen ohne weiteres von anderen
Individuen derselben Art aufgenommen werden (DETRNE003). Eine noch hdhere
Entwicklungsstufe zeigt sich bei der extra- undraméllularen Unterbringung von
Endosymbionten in der Leibeshdhle ihrer WirtsinsaktDie Besiedelung der Insekten mit
den Bakterien erstreckt sich dabei von der Hamohenipber Licken im Fettkdrper bis hin
zur dauerhaften Aufnahme in einzelne, nun als Mymgen bezeichnete Fettktrperzellen.
Die hochste Entwicklungsstufe in der Beherberguaog symbiontischen Mikroorganismen
stellt schlief3lich die Vereinigung dieser Endosyomibén enthaltenden Mycetocyten zu Organ
ahnlichen Strukturen, den so genannten Mycetonmemm Olese meist auffallig bunt gefarbten
Strukturen sind aufRerst vielgestaltig und zudem @mmon Tracheen durchzogen. Die
Vermehrung der darin untergebrachten Bakterien wd@bei stets vom Wirtsinsekt
kontrolliert. Interessanterweise kbnnen Mycetomen@anchen Fallen nicht nur eine einzige
Endosymbionten-Art (Monosymbiose: bestimmte Arten Yflanzensaugern), sondern gleich
eine Vielzahl von unterschiedlichen Endosymbiorsgezies (Di- bzw. Polysymbiose:
Zikaden) in mosaikartig voneinander abgetrenntemneiBben dieses Organs beherbergen
(DETTNER, 2003).
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4.2.2 Weitergabe ddé%ederus-Endosymbionten

KELLNER konnte schon 2001 zeigen, dass ein auf@eerflache vonPaederus-Eiern
lokalisiertes gramnegatives Bakterium flr die Wgjadhe der Fahigkeit zur eigenstandigen
Pederin-Produktion an die Nachkommenschaft veramligio ist. Dieser mittlerweile als
Paederus-Endosymbiont bekannte Mikroorganismus (KELLNERQ202002, 2003; PIEL,
2002, 2004, 2005) konnte in der vorliegenden Arheit verschiedenen molekularen
Methoden (Diagnostische-PCR, FISH) auf der Obentdwon Paederus riparius-Eiern
nachgewiesen werden. Verglich man die Fluoreszetensitdten der mit der spezifischen
Endosymbionten-Sonde hybridisierten Serien-Dinngehnvon Abdomina weiblicher
Paederus riparius mit denen, die aus Eiern hergestellt wurden, sgteesich generell eine
deutlich geringere Fluoreszenz im Falle der Ei<S&thnitte. Da es sich bei der Sonde um
eine ribosomal gerichtete Sonde handelte, lasdt sichlieBen, dass die Anzahl der
Ribosomen im Falle der auf den Eiern detektiertgmt@onten deutlich geringer war als im
Falle der in den Anhangsdrisen detektierten Endbywten. Dies bedeutet offenbar, dass
die Stoffwechselaktivitat der auf den Eiern hafeemd&Endosymbionten deutlich reduziert ist
und sich die Bakterien bis zu ihrer Ubertragung digf Paederus-Larven in einer Art
Ruhezustand befinden. Hierbei ist auch die Ausbiideines Biofilms denkbar, der die
Endosymbionten in eine selbst-produzierte, exthalZeeé Matrix (adhéasive Polysaccharide)
hillt (COSTERTON et al.,, 1995) (vgl. auchbb. 42 B, C und Abb. 43). Da neben
Pseudomonas aeruginosa auch die meisten anderen Bakterien in der Lagg sinen Biofilm
zu produzieren, konnte diese Fahigkeit aufgrund ssgmr hohen Verwandtschaft zu dem
opportunistischen Pathogen auch bei dem PederitaPenmten vorhanden sein. Urspriinglich
wurde angenommen, dass das Wachstum dieser houohktusirten, an Oberflachen
angeklebten Zellgemeinschaften in der Natur hodhstscheinlich als Schutzmechanismus
gegenuber feindlichen Umweltbedingungen dient (CEXSTON et al., 1995, 1999;
COSTERTON & STEWART, 2000). Mittlerweile geht mamvn aus, dass bestimmte
Zellen innerhalb eines Biofilms einen veréndertdoff&echsel aufweisen, der sie neben
unginstigen Umweltbedingungen auch gegenuber diggre Antibiotika-Behandlung
resistent macht (STEWART, 2003; WALTERS et al., 200/iele antibiotische Stoffe und
auch niedermolekulare antimikrobielle Substanzemagen oftmals nicht, in den Biofilm in
ausreichender Menge einzudringen (MADIGAN & MARTINK 2006). Neben dieser sehr
negativen Eigenschaft von Biofilm umhillten Zellbeschrieben O'TOOLE & KOLTER

(1998) fur Pseudomonas fluorescens die Ausbildung eines Biofilms, der die Wurzeln von
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Pflanzen wie eine Art Schutzschicht umhillt und sdieso vor phytopathogenen
Bodenbakterien und Pilzen schitzen kann. Ebensce vilies im Falle der mit den
Endosymbionten versehendpPaederus-Eier denkbar. Hier koénnte die Ausbildung eines
Biofilms die Eier bzw. die fir die Infektion der Blsgkommenschaft bendtigten
symbiontischen Mikroorganismen vor feindlichen Beglingen nach der Eiablage, wie z. B.
einer eventuellen Fremdbesiedelung durch Schimimelmder pathogene Bodenbakterien,
schitzen. Der Biofilm kdonnte hier auch gegeniberEiewirkung von Regenwasser auf die
abgelegten Eier einen Schutz bieten und verhindkss die Symbionten-Zellen von der Ei-
Oberflache abgewaschen werden.

Fur die Entwicklung und Erhaltung eines Biofilms dabei die Zell/Zell-Kommunikation
von entscheidender Bedeutung. Heftet sich eineeZai eine Oberflache an, so werden
biofilmspezifische Gene exprimiert. Diese Gene sfiid die Synthese von bestimmten
Signalmolekilen verantwortlich, welche fir die Zehenzellkommunikation bendtigt
werden, und leiten die Polysaccharidbildung ein. Falle des mit demPaederus-
Endosymbionten sehr nah verwandten Pathog@sewmdomonas aeruginosa handelt es sich
bei den Hauptsignalmolekilen um bestimmte Homokartione. Uberschreiten diese
Verbindungen einen bestimmten Konzentrations-Sdewekrt, so wirken sie als
chemotaktische Signale, die in der Nahe befindlianigleiche Zellen anlocken und die
Biofilmbildung einleiten. Dieses Phanomen wird ahgein als ,quorum sensing®
(Feststellung der Beschlussfassungsfahigkeit) bbmet (MADIGAN & MARTINKO,
2006).

Wie aber gelangen nun die in den paarigen Anhatdgedrin unglaublich hoher Dichte
lokalisierten Endosymbionten von dort auf die Ei@@rch die Sektion des weiblichen
Geschlechtsapparats und die mikroskopische Unteusigc von mit histologischen
(Methylenblau) und molekularen (Cy3, DAPI) Farb&afbehandelten Serien-Dinnschnitten
dieses Bereichs konnte gezeigt werden, dass disydsdiontischen Bakterien enthaltenden
Anhangsdrisen direkt in den Ausfihrgang mindenBeireich, den die Eier kurz vor ihrer
Abgabe nach aul3en passieren muissen (vgl. Abbh 29 E Abb. 40 A, B; Abb. 48 A).
Dabei wird ein Teil der Bakterien hochstwahrscheimldurch einen in den akzessorischen
Drusen entstehenden leichten Uberdruck, den dhsifi Passieren der Genitalkammer durch
Dricken auf die daran angehefteten ,Knotenpunkés“teiden Driisen (vgl. aué&bb. 26 B)
erzeugt, Uber eine Art Schleuse in den Ausfihrggegumpt - eine aktive Abgabe der
Endosymbionten durch Kontraktion bestimmter, mind&usfiihrgang verbundener Muskeln

wére dartiber hinaus ebenfalls denkbar. Hierbei adi die Cleoniden (Russelkéafer)
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verwiesen, die zwei keulenférmige Symbiontenbehalté engem Ausfihrgang besitzen, der
in das Futteral mindet, welches den Legeapparahinaoit. Diese so genannten
.Bakterienspritzen“ werden von einer gut entwickaltLangsmuskulatur tUberzogen und
ermoglichen so eine dosierte Abgabe der symbidmisdBakterien auf die Ei-Oberflache
(BUCHNER, 1960).

Zwischen den im Ausfiihrgang vorhandenen, einhkitingeordneten haifischzahnartigen
Strukturen (wahrscheinlich Chitindornen, die offanbdazu dienen, die Endosymbionten vor
einer vorzeitigen Abgabe nach auf3en zurickzuhaltégmnte nun eine gleichmafiige
Verteilung der eingebrachten Bakterien erfolgerbé&&onnte die Ausbildung eines Biofilms
auf dieser sehr strukturierten Oberflache durchAdibaftung der Zellen eingeleitet werden,
wobei dies durchaus bereits in den Anhangsdrisescthgeen sein kann. Die in die
Polysaccharid-Matrix eingehullten Endosymbiontefiefe kbnnten nun zusammen mit
einem ebenfalls aus den Anhangsdrisen stammendégsirPGemisch, welches letztlich fur
die Bildung der die Eischale umgebenden Schicht antarortlich ist, durch
Muskelkontraktionen des Abdominalbereichs auf disclkale aufgepresst werden. Die
charakteristische warzenartige Oberflache der Kiemte sich schliel3lich wenige Stunden
nach der Eiablage durch Ausharten an der Luft t#ildig ausgebildet haben, was nach
THAYER (2005) fir die Eier einiger Staphylinidentdn nicht untblich ist.

Da das Beschmieren der Ei-Oberflache mit endosymtisichen Bakterien schon lange als
Ubertragungsweg fiir extrazellulare Symbionten bekést (STEINHAUS, 1946), wird diese
Form der Ubertragung als sehr urspriinglich beteaq®UCHNER, 1965). Das Aufbringen
der Endosymbionten auf die Eier kann jedoch nundambungslos erfolgen, wenn sich der
Aufbewahrungsort der Bakterien bereits im Epithe$ dnsektendarms oder im Darmlumen
befindet. Auf der Eischale deponiertes, mit Kot mischtes Symbiontenmaterial kann
schlie3lich von den beim Schlupf noch sterilen learvoral aufgenommen werden
(DETTNER, 2003). Eine Infektion zu Beginn des Larstadiums gilt auch im Falle der mit
den Pederin produzierenden Endosymbionten versehErex von Paederus riparius als
wahrscheinlich, da die frisch geschlipften Larvieah stets sofort auf die Suche nach einem
geeigneten Versteck machten und ein spateres Aaffreder Eischale nie verzeichnet werden
konnte. Die zuféallige Beobachtung des Schlupfegrdiaederus riparius-Larve unter dem
Binokular zeigte, dass die scheinbar unter sehreh@pannung stehende Eischale beim
Schlupf an mehreren Stellen auf einer Seite des &iéplatzte. Die zahlreichen entstandenen,
fransenartigen Eischalen-Reste wurden dabei in stiigile embryonale Nahrflissigkeit

eingetaucht, was hochstwahrscheinlich zur Infektoit dem Paederus-Endosymbionten
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gefuhrt hat. Ob das Bakterium letztlich von der Vearoral, anal oder Uber das
Tracheensystem aufgenommen wird, bleibt weiteretetdnchungen vorbehalten.

Neben dieser primitiven Art der Bakterien-Weitergadxistieren zahlreiche andere Wege,
um die benétigten Endosymbionten von der Elterngdimen auf die Nachkommenschaft zu
Ubertragen. Dabei besteht die Mdglichkeit, dassSymmbionten mehr oder weniger zufallig
mit der Nahrung aufgenommen werden. Diese Art dgmb®ntentransfers setzt jedoch
voraus, dass die im Darmtrakt ihrer Wirte lokalie Bakterien auch auf3erhalb ihrer
Unterkiinfte lebensfahig sein mussen. Im Gegensatzu dnuss die Ubertragung von
symbiontischen Bakterien auf die nachfolgenden kkiwngsstadien im Falle einer
obligaten Wechselbeziehung unbedingt gewahrleistein. Die Symbiontenweitergabe
gestaltet sich dabei sehr kompliziert, wenn die tBa&n auf3erhalb des Darmes in der
Leibeshohle vorliegen und von dort zu den weiblich8eschlechtsorganen umgelagert
werden mussen. Um in der Hamolymphe besser tramspaverden zu kdnnen, missen die
oftmals entartet vorliegenden, teilweise riesigerakiBrienzellen zuerst in kleinere
Infektionsformen umgewandelt werden. Diese gelargeschlieRend mit Hilfe bestimmter
Transportzellen, transitdrer Mycetome oder auf vakti Wege in die weiblichen
Geschlechtsorgane, um dort meist eine polare lielder Eizelle herbeizufihren. Im Falle
der gleichzeitigen Unterbringung mehrerer versadied Endosymbionten-Spezies in einem
Wirtsinsekt konnen je nach Bakterienart untersdhikd Ubertragungswege genutzt werden.
Bei den Zikaden beispielsweise, die bis zu 6 veesldne Symbionten-Spezies pro Wirtsart
beherbergen kdnnen, erfolgen ein koordinierter §i@mund eine spezifische Verteilung der
endosymbiontischen Bakterien im Verlauf der Embalentwicklung durch bewegliche
Mycetocyten, Mycetome und Keimstreifoewegungen. HBegurden dabei sogar
Umladungsphanomene mehrerer Endosymbionten von tetyceu Mycetom nachgewiesen
(DETTNER, 2003). Eine vollkommen andere Methode Smbiontentransfers wird von den
Glossinen (Tsetse-Fliegen) und den Pupiparen betriedie ihre sich einzeln im Mutterleib
entwickelnden Larven mit dem Sekret ihrer Milchanisfittern. Da die Endosymbionten
dieser Insekten in eben diesen Drusen lokalisiernt, swerden sie zusammen mit dem
Milchdriisen-Sekret von den Larven aufgenommen uimh&n so an den jeweils spezifischen
Orten angesiedelt werden (BUCHNER, 1965). Auch\Besorgung der Nachkommenschaft
bei den ErdwanzenB(achypelta) mit endosymbiontischen Bakterien stellt eine sehr
interessante Methode des Symbiontentransfers darfrBch geschliipften Larven saugen
dabei an bakterienhaltigen Tropfen, die von derbliien Elterntieren Uber den Enddarm

abgegeben werden.
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4.2.3 Reqgulation des endosymbiontischen Wachstums

Wahrend der oben genannten Phase der BrutfirsoegeEldwanzen der Gattung
Brachypelta schwellen die Krypten des Darmes aufgrund einetosionsartigen Wachstums
der darin lokalisierten Endosymbionten stark an (BINER, 1965). Ein derartiges
Anschwellen konnte auch im Falle der am weiblickBaschlechtsapparat paarig angelegten
Anhangsdrisen voRaederus riparius beobachtet werden. Dies war immer dann der Fall,
wenn sich die Tiere in einer Eiablage-Periode hddan Bei Weibchen, die aul3erhalb dieser
Periode seziert wurden, konnten die endosymbidmisd®ederin-Produzenten zwar ebenfalls
nachgewiesen werden, jedoch hatten hier die Anliiigen eine deutlich sichtbare
Reduktion ihres Umfangs erfahren (Daten nicht gggeBUCHNER konnte schon 1953
zeigen, dass im Allgemeinen eine deutlich sichtbaspontane Zunahme des
Endosymbionten-Wachstums haufig mit der Infekti@n Hier einhergeht. Fur die Blattiden
(Schaben) konnte z. B. gezeigt werden, dass eigaifikante Vermehrung deren
endosymbiontischer Bakterien auf der Ei-Oberflazbe Ausbildung einer dicken, die Eier
bedeckenden Bakterienschicht fuhrte.

Wie lasst sich nun ein derartiges, scheinbar spon&nsetzendes Wachstum
symbiontischer Bakterien von ihren Wirten konteién bzw. zu welchem Zeitpunkt setzt es
ein? Es steht unbestritten fest, dass im Falleee@ymbiosen die Wirtstiere in jeder Hinsicht
Herr der Lage im Hinblick auf ihre bakteriellen #&ohner sind. Der Wirt ist dabei imstande,
den Grad und die spezielle Form der Vermehrungeseendosymbiontischen Gaste
uneingeschrankt zu steuern, was meist Uber die [R&gu der Gestalt und der Grél3e der
Bakterien geschieht. In einigen Fallen existiertdie Wirte sogar die Mdglichkeit, sich bei
Bedarf ihrer ,Untermieter* ganzlich zu entledigdfs besteht also keinerlei Zweifel daran,
dass die Wirtsorganismen eine betrachtliche Koletioh Hinblick auf die Vermehrung und
die Gestalt ihrer Endosymbionten austiben. Der ats&inklang zwischen den Bedurfnissen
des Wirts und dem Verhalten der Symbionten ist daistaunlich. Wird die Reproduktions-
Intensitat der Bakterien betrachtlich gehemmt, lsertiidgt sich das im Allgemeinen auf alle
im  Wirtsorganismus vorhandenen symbiontischen Bgdte Vergleicht man die
Wachstumszunahme der symbiontischen Mikroorganiswéhrend eines individuellen
Wirtszyklus mit der von frei oder parasitisch leben Bakterien, so fallt diese fur die
Endosymbionten deutlich geringer aus (DARBY et 2005; MATTHEW et al., 2005). Dies
zeigt sich auch in den seltenen Féllen der in keseKelllinien kultivierbaren Symbionten

bzw. der auf Agar basierten Nahrmedien KkultiviegbarSymbionten-Reinkulturen, wo
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ebenfalls eine wesentlich starkere Zellvermehrurepblchtet werden konnte als im
Wirtsinneren (WELBURN et al., 1987; GHERNA et al991; HYPSA & DALE, 1997,
O'NEILL et al., 1997; DALE & MAUDLIN, 1999; DARBY ¢al., 2005; DALE et al., 2006).
Die Verfugbarkeit von Nahrstoffen in den Bakteribaherbergenden Wirten ist offenbar
ziemlich gering, und dementsprechend hemmt einesggetliche Verminderung der
Stoffwechselaktivitat der Wirtstiere auch die Velmeng deren Endosymbionten
(BUCHNER, 1965). Im Falle Uuberwinternder Embryotedsen von Blattlausen,
Schuppenlausen und einigen Zikadengattungen erfadezen symbiontische Bakterien
keinerlei Veranderung hinsichtlich ihrer Vermehrurigbenso kann bei den als Larven
Uberwinternden Schildlausen keine Vermehrung deingen Anzahl der Endosymbionten
wahrend dieser Ruheperiode verzeichnet werden (SERIVZ, 1932). GIER (1936) konnte
beobachten, dass das Ei-Wachstum von Schaben geheenden kann, wenn den Tieren z.
B. kein geeignetes Futter zur Verfigung steht oderen Reproduktionszyklus von
Ruheperioden unterbrochen wird. Die Vermehrung oterden Ovariolen lokalisierten
endosymbiontischen Bakterien kommt dabei eberdalts Erliegen.

Es ist bekannt, dass ein Uberangebot bestimmtsengsller Vitamine die Zellvermehrung
in Bakterien-Kulturen hemmen kann. FINK (1952) vatete daher, dass eine von den Wirten
gesteuerte, gesteigerte Syntheseaktivitat seiters SYymbionten zum Absterben dieser
Bakterien fuhrt. Deren Vermehrungsfahigkeit im Wwtlrde somit innerhalb einer
bestimmten Grenze gehalten werden. Neben all diésoren, die hauptséchlich zur
Kontrolle der Vermehrungsrate und der symbiontiaciBestalt dienen, gibt es noch ein
anderes beeindruckendes Kriterium zur Ausbilduegeli ,vollkommenen* Endosymbiosen -
die uneingeschrankte Kontrolle Gber die raumlichssk#eitung der Mikroorganismen in den
Wirtstieren. Erstgenannten werden von ihren Gastigebgewdhnlicherweise deutlich
abgegrenzte Zonen in Form von Mycetocyten oder Kbynen zur Verfigung gestellt.
Werden diese speziellen Zonen jedoch von den Wiftenandere Zwecke bendétigt, so
beschrénkt sich die Ausbreitung der Symbiontenradfesen Bereichen verfliigbar gemachte,
kleinflachigere Abschnitte; so im Falle der symhe@nrhaltigen Zonen des Darmepithels, die
manchmal mit gro3ter Genauigkeit gegeniber sterthleibenden Zonen abgegrenzt werden.
Dies gilt jedoch nicht nur fir bestimmte Bereictles Darmeinstilpungen aufweisen, sondern
auch fur gerade, unverwundene Abschnitte der Ddrardind die Endosymbionten jedoch
im Fettgewebe in Mycetocyten lokalisiert, so istlilebensraum dort gewdhnlich auf deutlich
abgegrenzte Bereiche beschrankt, innerhalb deredenim eine weitere Beschrankung auf

wohl definierte Unterbereiche existiert. Diese s$fimzhen Zonen sind oftmals von einem
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Rand aus Fettzellen umgeben, der von den symbaobetis Bewohnern gemieden wird,
obwohl es sich dabei um genau die gleiche Art velied handelt wie bei jenen, in denen
sich die Endosymbionten aufhalten. Dies gilt aucin &chte Mycetome, deren exakt
angepasste Einwohner niemals aul3erhalb dieser Migbaachgewiesen werden konnten
(BUCHNER, 1965).

Eine Beschréankung auf bestimmte Zonen im Wirtsdeyans konnte auch fur den
Paederus-Endosymbionten gezeigt werden. Dieser wurde in deafer-Weibchen
ausschlie8lich in den Anhangsdriisen detektiert. eBasich hier um eine extrazellulare
Endosymbiose handelt und die Bakterien lber einerbiddungskanal direkt auf die Eier
aufgebracht werden konnen, entfallen hier kompflieie Transportwege Uber die
Hamolymphe. Auch eine Veradnderung der Gestalt delled konnte wahrend der
Untersuchungen niemals festgestellt werden. Dies#eh Aspekte und die Tatsache, dass ca.
10% derPaederus-Weibchen symbiontenfrei (KELLNER & DETTNER, 1998ELLNER,
1999) und dabei als so genannte aposymbiontischie \Wineingeschrankt lebensfahig sind,
deuten auf eine noch verhaltnismafig junge Wechzgibung hin. Dies zeigt sich auch in
einem Vergleich mit den obligaten intrazellulareym®Biosen, wie sie zum Beispiel bei den
Aphiden (Blattlausen) oder den Glossinen (TsetssgEh) gepflegt werden und wo ein
Partner ohne den anderen nicht lebensfahig ist (MEERREEN, 2002; ZIENTZ et al., 2004).

Eine Regulation des Zellwachstums im Falle Baederus-Endosymbionten ist zum einen
durch eine gesteigerte Hormonproduktion wahrendEdablageperiode denkbar. Die dabei
von den Corpora allata synthetisierten Juvenilharensind in den adulten Insekten unter
anderem fur die Synthese des Vitellogenins (Vitglldas Massenprotein des Eidotters, im
Fettkdrper verantwortlich. Dieses Protein enthd@iteu anderem 12,3% Mannose und 9,6%
Lipide und macht ca. 70-90% des vom Fettkorpersleibchens synthetisierten Proteins
aus (DETTNER, 2003). Da beide Anhangsdriisen varlieh Fettkdrper umgeben sind (vgl.
auchAbb. 26 A), kbnnte ein Transport dieses Proteins in die $gmbn-Drisen zu einem
gesteigerten Zellwachstum der Bakterien flihren. derf anderen Seite kbnnte ein erhdhter
Juvenilhormonspiegel im Wirtsinsekt, der seinesseitviederum einen erhdhten
Vitellogeninspiegel zur Folge hat, die ProduktioonvPederin durch den Endosymbionten
stimulieren (Signaltransduktion), was letztlich =ziner gesteigerten Teilungsrate der
Bakterien fuhren wirde.

Da die Verbindung zwischen Wirtsinsekt und PedBakterium jedoch eher unbestandig
als obligat anzusehen ist, ist es durchaus auchichfdass es sich hier um eine Kultur mit

einer gleich bleibend hohen Wachstumsrate handedt,von ihrem Kafer-Wirt keinerlei
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Kontrolle erfahrt. Die zum Wachstum bendétigten Nébife kdnnten dabei aus dem die
weiblichen Anhangsdrisen umgebenden Fettkdrpergeezeverden, der generell bei Insekten
neben bestimmten Fettsduren auch betréachtliche d&heag Proteinen und Glykogen enthéalt
(DETTNER, 2003). Dies konnte durch den Einsatz eatrazellularen Enzymen erreicht
werden, die von den Bakterienzellen in die Umgebanggeschieden werden. Diese so
genannten Exoenzyme sind in der Lage, unloslichgnk®oe, wie z. B. Proteine oder Starke,
abzubauen (MADIGAN & MARTINKO, 2006). Die Abbauprokte konnten schlie3lich
zurtck in die Anhangsdrisen transportiert und davh den Endosymbionten-Zellen
aufgenommen werden. Da wahrend einer Eiablageperiod einem einzigen Weibchen bis
zu 30 Eier produziert werden konnen (KELLNER, 19®fijtsteht in den Anhangsdrisen eine
relativ hohe Durchflussrate endosymbiontischerefellDer dabei von Ei zu Ei auftretende
Verlust der Symbiontenmasse in den beiden Drusessrdurch eine gleich bleibend hohe
Teilungsrate der Bakterien ausgeglichen werdenwagelerum eine dauerhafte Versorgung
mit Nahrstoffen voraussetzt. Man kann also sagess @&s sich hierbei um ein Flie[3system
mit konstantem Volumen handelt, dem sténdig Naffestougefligt werden missen und aus
dem gleichzeitig der produzierte Bakterien-Ubersshabgefiihrt wird. Dies erinnert stark an
eine kontinuierliche Kultur, bei der die Zellzahhdu der Nahrstoffstatus konstant bleiben,
sobald sich das System im Gleichgewicht befindet.

Mit dem Beginn der Ei-Produktion und dem damit wertlenen Anstieg der Symbionten-
Dichte in den Anhangsdriisen erhoht sich gleichgeitich die Pederin-Syntheseleistung, da
pro Ei durchschnittlich bis zu 1,8 pg Pederin elagert wird. Die Pederinmenge, die ein
Weibchen an seine Eier weitergibt, bleibt dabeilén Regel Gber die ganze Eiablageperiode
gleich (KELLNER, 1994). AulRerhalb dieser Periodenkat die Pederin-Produktion durch die
Endosymbionten nicht zum Erliegen, durfte jedoctigaund der jetzt auch geringeren
Bakterien-Zellzahl deutlich vermindert sein. Derugteil des fir die adulten Kéfer ebenfalls
als Abwehrstoff dienenden Pederins - KELLNER & DBENHR konnten 1996 zeigen, dass
Larven, die von Pederin produzierenden Weibchentaabaten, von angreifenden
Wolfsspinnen verschméht wurden - befindet sich thiie urspringlich angenommen, in der
Hamolymphe der Tiere, sondern in einer speziellech aufen mindenden exokrinen
Komplexdrise (KELLNER & DETTNER, 1992). Von dortsatann der Giftstoff offenbar
bei Bedarf nach aul3en abgegeben werden (DETTNHER, ZZREBE, 2007), wodurch es den
Kafern ermdoglicht wird, sich damit von Zeit zu Zedinzureiben, um fur potentielle
Fressfeinde ungeniel3bar zu werden. Dies wirde, @ben schon vermutet, eine

kontinuierliche Pederin-Synthese durch die endosyntischen Bakterien voraussetzen.
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Dieses Symbionten ubertragende und gleichzeitigeifegroduzierende System erinnert
stark an die Funktionsweise eines Chemostaten.ZBlielichte wird dabei Uber die in das
System eingebrachte Menge an limitierendem Nahlrseguliert. Wenn man also die
Konzentration dieses Nahrstoffes im System erhdigs(wirde theoretisch einem hohen
Juvenilhormonspiegel bzw. dem damit verbundenenelldgeninspiegel entsprechen),
wéahrend die Verdunnungsrate konstant bleibt, ninai@ Zelldichte zu. Durch eine
Veranderung der Verdinnungsrate und der Nahrstofotration lassen sich verschiedene
Populationsdichten einstellen, die mit unterschiba@in Geschwindigkeiten wachsen
(MADIGAN et al., 2002). Die Veréanderung der Verdingsrate wiirde dabei der aus den
Anhangsdrisen austretenden Endosymbiontenmasse enddhider Eiablage-Periode

entsprechen.

4.3 Isolierung desPaeder us-Endosymbionten

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte eine $ektnethode entwickelt werden, mit
deren Hilfe es madglich ist, ddPaederus-Endosymbionten als wassrige Reinkultur von dessen
Kéafer-Wirt zu isolieren. Uber die sich anschlieRemdmolekularen Untersuchungen der
endosymbiontischen 16S rDNA, die Mikroskopie (Li¢cht Fluoreszenz- und
Elektronenmikroskopie) von Symbionten-Zellen unde dUberprifung des Besitzes
bestimmter Enzyme, konnte eine sehr gute Charaldaung des Pederin produzierenden
Bakteriums erfolgen. Aus Zeitgrinden war es im Rahrdieser Arbeit jedoch nicht mehr
maoglich, gezielte Anreicherungs- und Kultivierungessuche mit der isolierten Reinkultur

durchzufiihren. Dies sollte daher zukinftigen Untelnsingen vorbehalten bleiben.

4.3.1 Bisherige Erkenntnisse zur Physiologie undld®fenie desPaederus-

Endosymbionten

KELLNER konnte bereits 2002 zeigen, dass es sicldé® aus den Anhangsdrisen von
weiblichen Paederus riparius isolierten Endosymbionten um ein Bakterium mitrseaher
Verwandtschaft ziPseudomonas aeruginosa handelt. Zu dieser Zeit war es jedoch weder
maoglich, den symbiontischen Mikroorganismus exalkt lakalisieren, noch das Pederin-
Bakterium von seinem Wirt zu isolieren, weshalb plig/logenetische Einordnung tber die
Extraktion von Gesamt-DNA aus Pederin produzieranti¢eibchen mit anschliel3enden
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Klonierungsexperimenten erfolgen musste. Von defivwe@& mehr als 600 beschriebenen
Arten der GattundPaederus s. I. (FRANK, 1988) konnte bislang fur 13 Arterzg@t werden,
dass sie definitiv Pederin enthalten. Fir 22 weitklitglieder dieser Gattung konnte ein
direkter Beweis fur den Besitz von Pederin nictiracht werden. Die Tatsache, dass fur
diese Arten die Verursachung einer Blasenbildurfgdau Haut von Saugetieren beobachtet
werden konnte, spricht jedoch stark fir den Besles giftigen Amids (FRANK &
KANAMITSU, 1987; WHELAN & WEIR, 1987; MORSY et al1996; NIKBAKHTZADEH

& SADEGHIANI, 1999). Besonders gut untersucht sidabei die funf ArtenPaederus
riparius, P. sabeus, P. fuscipes, P. melanurus und ein Vertreter der UntergattuRgederidus
(Paederidus ruficallis), von denen ebenfalls - wie schon im Falle YRaederus riparius - die
Sequenz der 16S rRNA-Gene der in den Kafern endosyrisch lebenden Pederin-
Produzenten entschlisselt werden konnte. Durchneifibnlichkeitsvergleich der funf
Sequenzen miteinander zeigte sich, dass sie za#88t identisch waren und es sich somit in
allen funf Fallen um dieselbe Bakterienart handelezen 16S-Sequenzen sich um maximal
sieben Nucleotide unterschieden (KELLNER, 2002) Datsache, dass die Fahigkeit zur
eigenstandigen Pederin-Produktion aduReederus-Weibchen innerartlich auch horizontal
(durch Fressen von endosymbiontenhaltigen Eierargten Larvalstadium) erworben werden
kann, konnte mehrfach belegt werden (KELLNER, 1908l LNER, 2001). Eine horizontal
Ubertragene Fahigkeit zur Pederin-Synthese durdblialee Paederus-Imagines konnte auch
im Falle verschiedend?®aederus-Arten gezeigt werden. Die Ubertragungshaufigkeftgine
andere Art verringerte sich dabei jedoch deutlich amsteigendem Unterschied in der
Nucleotidsequenz der 16S rDNA der jeweiligen Endasgnten (KELLNER, 2002). Dies
konnte trotz der sehr hohen Sequenzahnlichkeiten Agizeichen fiir eine beginnende
Aufspaltung des Symbionten der verschiedelRaederus-Arten in eigenstandige Arten sein,
die aufgrund der kontinentalen Trennung im Falla RPaederus sabeus sehr wahrscheinlich
schneller stattfindet als fur die europaischen rrtém jedoch eine exakte Aussage Uber eine
maogliche Aufspaltung treffen zu kbnnen, musstenaialich die Pederin produzierenden
Endosymbionten vorPaederus-Arten der Ubrigen Kontinente [z. BRaederus columbinus
Castelnau, Sudamerika; Pederin-Nachweis durch PAVEMN2)] untersucht werden. Nach
FOX et al. (1992) mussten fir derartige UntersugeanGene mit einer im Vergleich zur 16S
rDNA schnelleren Evolutionsrate und hdéheren Vaviatherangezogen werden, wie z. B. die
wsp Gene inWolbachia (VAN MEER et al., 1999). Im Falle von Stammen sehr ahnlichen
bzw. identischen 16S rDNA-Sequenzen koénnte so gezeerden, dass es sich um

verschiedene Spezies handelt.
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4.3.2 Neue Erkenntnisse zur Physiologie und Phylegedes Paederus-

Endosymbionten

In der vorliegenden Arbeit gelang es zum ersten, Mah in Kurzfliglern der Gattung
Paederus s. |. lebenden Endosymbionten von einem seinetté\raederus riparius) als

wassrige Reinkultur zu isolieren.

4.3.2.1 Zur Morphologie und Beweglichkeit de®aederus-Endosymbionten

Die Auswertung der mikroskopischen Untersuchungeigte, dass die Morphologie des
Pederin produzierenden Bakteriums der dessen m#chsferwandten, Pseudomonas
aeruginosa, deutlich entsprach. Die Zellen zeigten dabei fdie Pseudomonaden typische
gerade bzw. leicht gekrimmte Stabchenform, ebemsalie charakteristische Grofe (0,5-1,0
pm x 1,5-4,0 um) (MADIGAN et al., 2002), die im Fatles Endosymbionten ca. 0,7 x 2,0
pm betragt. Dass es sich bei dem Symbionten urgramnegatives Bakterium handelt, zeigt
alleine schon seine nahe Verwandtschaft zu dem rappstischen Pathogen. Auch die
Tatsache, dass die Zellwande gramnegativer Bahkteriwahrend des ersten
Denaturierungsschrittes des PCR-Vorgangs zers&ndem und ihre DNA somit ungehindert
fur eine Amplifizierung zur Verfigung steht (DireRCR), bestatigte diese Eigenschatft fur
die untersuchte Reinkultur des Endosymbiontenptdiee vorherige DNA-Extraktion mit dem
diagnostischen Primerpaar KS1F/KS1R detektiert amrkonnte. Den endgultigen Beweis
lieferte jedoch ein spezifischer Enzymtest, deragisschliel3lich in der Bakterienzellhille von
gramnegativen Bakterien lokalisiertes Enzym (L-AtaAminopeptidase) zuverlassig
anzeigt; so auch im Falle dBaederus-Endosymbionten. Auch KELLNER (1999) vermutete,
dass es sich bei dem Pederin-Produzenten um eiaemggativen Mikroorganismus handeln
musste. Er konnte zeigen, dass die auf der Ei-Globd lokalisierten Symbionten-Zellen
offenbar sehr empfindlich gegenuber starker K&l899C) und grolRer Hitze (80°C) sind.
Durch Futterungsversuche mit derartig behandeltemnEgelang es nicht, wie im Falle
unbehandelter Eier, Larven von aposymbiontischeneriidieren in spéater Pederin
produzierende Imagines zu transformieren. Da Teatpen von 80°C fir die selektive
Isolierung von Endosporen verwendet werden (SCHLEGEO85), zog er letztlich die
Schlussfolgerung, dass es sich bei dem PederindPeoten um einen nicht zur
Sporenbildung befahigten Mikroorganismus ohne ednkitzende Zellwand, wie sie flr

gramnegative Bakterien charakteristisch ist, handalsste.
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Nach CAMPBELL (2000) ist etwa die Halfte aller Paokoten in der Lage, sich gerichtet
fortzubewegen. Dies geschieht bei den meisten Hesheg Mikroorganismen mittels
rotierender Geif3eln und gilt auch féseudomonas aeruginosa, den nachsten Verwandten des
Paederus-Endosymbionten. Die relativ hohe Beweglichkeit daamkt der opportunistische
Mikroorganismus einer einzelnen polaren Geil3el,ddigiber hinaus fir die Anhaftung und
das Eindringen in menschliches Gewebe wahrendrdeerh Infektionsphase verwendet wird
(KAPATRAL et al., 2000). Neben der polaren Begeifdgl, bei der die Geil3eln an einem
oder beiden Enden der Zelle befestigt sind - geiigh kann auch ein Geil3elblndel
vorhanden sein, was dann als lophotrich bezeicknet -, gibt es noch die peritriche
BegeilRelung. Bei dieser Art der Anordnung sind @gl3eln an vielen Stellen um die Zelle
herum verteilt (MADIGAN et al., 2002). Eine andexd mikrobieller Bewegung, die bei den
Bacteria weit verbreitet ist, stellt die Gleitbeweg dar. Diese wird von einigen
unbegeilRelten Prokaryoten zur Fortbewegung gen8tetist zwar erheblich langsamer als
der Geil3elantrieb, ermdglicht es den Zellen ab@zdem, sich in ihrer Umgebung gleitend
fortzubewegen. Dabei beruht das Gleiten auf veesldnien Mechanismen. Bei den
Cyanobakterien z. B. scheiden die Zellen wahrendr d&leitbewegung einen
Polysaccharidschleim aus, der offenbar sowohl etZelloberflache als auch mit der festen
Oberflache, auf der sich die Zellen fortbewegenVerbindung steht und die Bakterien
gleichsam voran zieht. Dagegen nimmt man im Fadle chtphototrophen Bakterien an,
dass der Gleitmechanismus mit Hilfe spezifischew@&gungsproteine erfolgt, die in der
auBeren Membran und der Cytoplasmamembran verasketitund die Zellen mit einem
gleichméligen, zahnradartigen Mechanismus in Bemngguersetzen (MADIGAN &
MARTINKO, 2006).

Wahrend der lichtmikroskopischen Auswertung dersnigen Endosymbionten-Reinkultur
konnte nur eine minimale Beweglichkeit der Zelleichtes Zittern und Hin- und Herdrehen
auf der Stelle) beobachtet werden, die jedoch neimaeinem Ortswechsel resultierte. Die
sich anschlielende Geil3elfarbung und die Betraghtwter mit Uranyl-Acetat
negativkontrastierten Zellen unter dem Transmisst@ktronenmikroskop zeigten, dass es
sich bei dem ausPaederus riparius isolierten Endosymbionten um ein vollstandig
unbegeil3eltes Bakterium handelte, was die beoladdtedbeweglichkeit erklarte. Die speziell
auf die Anhangsdriisen ausgerichtete LebensweisePddsrin-Produzenten scheint diese
bestimmten Strukturen fur die Fortbewegung Ubesfligu machen. Frei lebenden Zellen
wird es aufgrund ihrer Beweglichkeit erméglichtraehiedene Gebiete ihres Lebensraumes

zu erreichen, was in Hinsicht auf die geringe Ntfid/erfigbarkeit in manchen
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Umgebungen Uber Leben und Tod der Zellen entscheidann. Dabei ist die
GeilRelbewegung jedoch wie jeder andere physikaidétozess mit dem Verbrauch von
Energie verbunden (MADIGAN et al., 2002). Aufgrunder unglaublich hohen
endosymbiontischen Zelldichte in den beiden akzesdwen Driisen und dariber hinaus einer
direkten Nahrstoffversorgung durch den Wirt, ergthe diese Einsparung an
Fortbewegungsstrukturen (Geif3eln) vor allem in @hkoischer Hinsicht als durchaus
sinnvoll. Eine mogliche gleitende Fortbewegung Basderus-Endosymbionten in situ kann

jedoch nicht ausgeschlossen werden und bleibt reeitentersuchungen vorbehalten.

4.3.2.2 Zum Stoffwechsel deBaederus-Endosymbionten

Da eine Kultivierung des Endosymbionten auf derersthiedlichsten Medien sowohl
unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungeinerreicht werden konnte, wurde die
Endosymbiontenkultur auf das Vorhandensein zweisr, aeroben Stoffwechsel beteiligter
Enzyme (Katalase und Cytochromoxidase) untersuaht,ein mogliches Wachstum unter
anaeroben Bedingungen vollstandig ausschlieRendnnehn. Diese beiden Enzyme sind in
der Natur sehr weit verbreitet und kommen untereag bei fast allen aeroben Bakterien
vor, so auch bePseudomonas aeruginosa und allen anderen Pseudomonaden. Da bei der
aeroben Atmung durch die Reduktion vopZd H,O hochtoxische Sauerstoffformen, wie z.
B. O, und HO, als zufallige Nebenprodukte entstehen, mussterobadebende
Mikroorganismen Enzyme entwickeln, die eine Zewstdr dieser toxischen
Sauerstoffderivate gewahrleisten. Dabei stellt iagalase, die Wasserstoffperoxid »(b4)
angreift, das am weitesten verbreitete Enzym di&séegorie dar, das in einigen obligaten
Aerobiern sogar fehlen kann (MADIGAN & MARTINKO, P8). Zusammen mit der
Superoxid-Dismutase (SOD), welche aerob wachseradéeBen unbedingt bendtigen, kann
das hochreaktive Superoxidanion,)Qu Sauerstoff umgewandelt werden (MADIGAN et al.,
2002).

Die Cytochromc Oxidase stellt bei allen aerob atmenden Organisdemn terminalen
Elektronenakzeptor der Atmungskette dar. Das Enxgatalysiert in einer gekoppelten
Reaktion die Oxidation von Cytochrommit der Reduktion von Sauerstoff zu Wasser und
dem Transport von Protonen Uber eine biologischenbMan. Varianten der Cytochrom
Oxidase kommen in der inneren Zellmembran aerolateBien vor. Diese enthalten zum
Teil modifizierte Kofaktoren oder verwenden andelkektronendonoren als Cytochramwie

z. B. Chinol-Oxidasen im Falle voBscherichia coli. Zudem besitzen sie allesamt grol3e
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strukturelle und funktionelle Homologie und entkalim aktiven Zentrum eine HAm-Gruppe
und ein Kupfer-lon (http://de.wikipedia.org/wiki/@chrom_c_Oxidase).

Da das Vorhandensein beider Enzymelaederus-Endosymbionten nachgewiesen werden
konnte, kann eine anaerobe Lebensweise des Pd&kiariums vollstandig ausgeschlossen
werden. Dies wird auch durch die Tatsache bektaftigss der Unterbringungsort des
symbiontischen Bakteriums - die paarig angelegtehafigsdriisen - von einer grof3en Anzahl
von Tracheen und Tracheolen umspannt ist. Da disdvgung der Bakterien mit Sauerstoff
Uber Diffusion durch das Anhangsdrisengewebe isid¢ii muss, da keine direkte
Verbindung der Tracheen mit dem Inneren der Anhdmnigen besteht und somit eventuell
eine geringere Sauerstoffkonzentration Ubertraged, \&ls in der Luft vorhanden ist, ware
auch eine mikroaerophile Lebensweise durchaus @enkbese Vermutung kdnnte ebenso
durch die unterd.2.2 beschriebene wahrscheinliche Ausbildung einesilBisf bekraftigt
werden, der die Endosymbionten auf der Ei-Ober#tacach der Ablage der Eier zusatzlich
vor einer zu hohen Sauerstoffkonzentration schikbante.

Da Pseudomonas aeruginosa unter anderem zur Denitrifikation befahigt ist ENIER et
al., 1966; MADIGAN & MARTINKO, 2006), wurde ein mdighes Vorhandensein der dafir
benétigten Gene ebenso bei dBaederus-Endosymbionten tberprift - nicht zuletzt auch im
Hinblick auf zuktinftige Kultivierungsexperimenteallie Expression und die Aktivitat der
an der Denitrifikation beteiligten Enzyme durch dawesenheit von Sauerstoff gehemmt
werden, findet dieser Stoffwechselvorgang vor allemter anoxischen oder mikroaerophilen
Bedingungen statt (TIEDJE, 1988). Eine potenti@knitrifikation durch den im Ké&ferwirt
lebenden Endosymbionten konnte jedoch mit Hilfe spazifischen Denitrifikanten-Primern
(BRAKER et al., 1998; SCALA & KERKHOF, 1999) ausghtssen werden. Es ist daher
durchaus denkbar, dass der Endosymbiont die Fahigiditrat als alternativen
Elektronenakzeptor zu benutzen, aufgrund seiner dan Kaferwirt angepassten
endosymbiontischen Lebensweise verloren hat. Dissheint umso wahrscheinlicher, da
durch eine permanente Sauerstoffversorgung dersgndmontischen Bakterien durch die die
Anhangsdrisen umspannenden Tracheen stets eingea@tmung durch die Symbionten
bevorzugt wird, selbst dann, wenn Nitrat ebenfafis der Umgebung vorliegt. Eine
Beibehaltung von Genen, die aufgrund einer vom \&art Verfigung gestellten konstanten
und néhrstoffreichen Umgebung Uberflissig gemacktden, erscheint daher fir die
angepassten Endosymbionten als wenig sinnvoll. Dend zur Genomreduktion im Falle
derartiger, mit ihren Wirten in enger Beziehundghstalen Bakterien ist mit einem im grof3en

Mal3stab angelegten Verlust bestimmter Gene, dieefiir symbiontisches Leben nicht
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bendtigt werden, assoziiert und ist umso starkegepragt, je langer eine symbiontische
Verbindung besteht (ANDERSSON & KURLAND, 1998; ANBESON & ANDERSSON,
1999; MORAN & WERNEGREEN, 2000; SHIGENOBU et alQ®; AKMAN et al., 2002;
VAN HAM et al., 2003; DEGNAN et al., 2005).

4.3.2.3 Zur Phylogenie deRaederus-Endosymbionten

Das Ergebnis der Sequenzierung der 16S rDNA inekdl beiden Endosymbionten, die
als Reinkulturen von ihren WirteRaederus riparius und Paederus sabeus, isoliert werden
konnten, stimmte mit den entsprechenden von KELLNEBO1) verdffentlichten Sequenzen
zu durchschnittlich 99,9% Uberein. Nach FOX et &1992) gelten Sequenz-
Ubereinstimmungen von mindestens 99,5% fiir das afatansein einer einzigen Art. Da im
Falle der fur diese Arbeit untersuchten 16S rRNA¥&der endosymbiontischen Bakterien
der beidenPaederus-Arten jedoch statt der vollstandigen 1500 Basergdar ribosomalen
DNA nur knapp 1400 Basenpaare entschlisselt werdenten, wurde zusatzlich eine RFLP-
Analyse mit verschiedenen Enzymen durchgefuhrt.s@&ieRestriktionsfragment-Langen-
Polymorphismus zeigte, dass sich die beiden 16SArBBguenzen deutlich von den
zusatzlich verdauten 16S-Sequenzen Asaudomonas aeruginosa, P. fluorescens und P.
putida unterschieden (vgl. aucAbb. 57 B, C, D). Verglich man jedoch die in vitro
erhaltenen Schnittmuster mit den virtuell erzeugtn zeigte sich im Falle aller verdauten
16S-Sequenzen, dass stets die kleinsten Fragménggner GroRe unter 50 Basenpaaren auf
den Agarosegelen fehlten. Die Tatsache, dass bsusicsehr kleine Fragmente mit einer
GroR3e zwischen 2 und 24 Basenpaaren handeltgetieBh den Schluss zu, dass diese DNA-
Stucke aufgrund ihres gegenuber gro3eren Fragmemsentlich schnelleren Laufverhaltens
am unteren Ende des Gels ,heruntergefallen* sindl wom Elektrophoresepuffer
aufgenommen wurden.

Auch im Falle der beiden endosymbiontischen 16SAES¢quenzen zeigten sich gewisse
Unterschiede in dem erhaltenen Fragmentmuster.fDiete anfangs falschlicherweise zu der
Annahme, dass es sich trotz der fast 100%igen WUiséilmmung in der Basensequenz der
16S rDNAs der beidenPaederus-Symbionten offenbar doch um zwei verschiedene
Endosymbionten handeln musste. Eine Annahme, decieschnell wieder abgelegt werden
konnte. Bei naherer Betrachtung der Agarosegele dexd virtuellen Schnittstellen der
jeweiligen Enzyme (vgl. auclAbb. 57 A) zeigte sich namlich, dass die Abweichung im

Fragmentmuster bei einem Verdau mit Bsh12361 undil Rauf zusatzliche Banden
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zurtckzufihren war, die offenbar von nicht vollst@nverdauten DNA-Sticken herrthrten.
Dies konnte auch bei einem Verdau mit Mbol beoletchverden (vgl. auclAbb. 57 B, C,
D).

Es konnte letztlich gezeigt werden, dass es sicddrebeiden aus den Anhangsdriisen von
Paederus riparius und Paederus sabeus isolierten Endosymbionten-Reinkulturen um eine
einzige Bakterienart handelt, die jedoch vermutlieh ihre heterospezifischen Wirte
individuell stark angepasst ist (KELLNER, 2002).9aes sich bei der Pederin-Symbiose
hdchstwahrscheinlich um eine noch sehr junge Vdig handelt, kann einerseits an dem
relativ groRen Genom des symbiontischen Bakteriuntsandererseits an dem flr eine sehr
alte Verbindung zu hohen GC-Gehalt erkannt werd@ikl({, schriftl. Mitt.). Gewohnlich
besitzen obligate Endosymbionten, die meist eirte s#te Verbindung mit ihren Wirten
pflegen, ein kleines Genom und zeigen einen GC-Gefom weniger als 30%. Im Falle
obligater und sekundarer Endosymbionten mit eireh&tnismafilig jungen Beziehung zu
ihren Wirten, bewegen sich deren Genomgréfien undGeél@alt, prozentual gesehen,
zwischen denen élterer obligater Endosymbiontenderten von frei lebenden Verwandten
(HEDDI et al., 1998; DALE & MAUDLIN, 1999; MOYA etl., 2002). Somit kann davon
ausgegangen werden, dass Baederus-Endosymbiont offenbar ,gerade” im Begriff ist, Isic
in verschiedene Linien aufzuspalten. Dies lasdt si;n ehesten anhand des afrikanischen
Symbionten vorPaederus sabeus erkennen, dessen 16S-Sequenz im Vergleich zu den v
KELLNER (2002) entschlisselten Sequenzen der Emdbmynten der anderen vier
Paederus-Arten (Paederus riparius, P. melanurus, P. fuscipes und Paederidus ruficollis) die
meisten Unterschiede in der Basenabfolge aufweist.

Da das Pederin produzierende Bakterium keine ielitdare Lebensweise pflegt und
zudem aposymbiontischeaederus-Wirte (zumindest im Labor) uneingeschréankt lebahif
sind, kann man ausschlie3en, dass es sich beiytabiantischen ,Untermieter” um einen P-
Symbionten handelt. Viel wahrscheinlicher ist dimanAhme, dass es sich um einen S-
Symbionten handeln koénnte. Diese so genannten dékem oder fakultativen
Endosymbionten werden gewohnlicherweise vertikatexgegeben (maternale Vererbung).
Eine Ubertragung von Wirt zu Wirt kann hier jedadbenso auf horizontalem Wege erfolgen
(AKSOY et al, 1997; RUSSELL et al, 2003), was lauen Falle desPaederus
Endosymbionten sowohl konspezifisch als auch hspezfisch gezeigt werden konnte
(KELLNER, 2001, 2003). Dies ist ein weiterer Bewealass es sich bei der Pederin-Symbiose
um eine verhaltnismaRig junge Verbindung handedtsddie Annahme eines S-Symbionten

fur die GattundPaederus s. I. jedoch nicht unbedingt aufrechterhalten warklann, zeigt sich
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vor allem durch die Tatsache, dass der Besitz skken Bakterien offenbar das Ergebnis
zahlreicher unabhangiger Infektionen ist (RUSSELlale 2003), was im Hinblick auf die
Homogenitat in der Phylogenie der Endosymbionten waschiedenerPaederus-Spezies
denkbar unmdéglich erscheint. Auch das Fehlen epresaren Symbionten irPaederus
konnte diese Annahme bestarken (PIEL, schriftl.tMiobwohl nach PONTES & DALE
(2006) einige fakultative Endosymbionten bekanntsderen Insektenwirte keine obligaten

Mikroorganismen beherbergen.

4.4 Okologische Bedeutung des Polyketids Pederin

Das Polyketid Pederin dient Kurzfliiglern der Gagféraederus s. I. in erster Linie offenbar
zur chemischen Abwehr von potentiellen Fressfeing@a den im natirlichen Lebensraum
der Kafer vorkommenden Lycosidae (Wolfsspinnen) (KEER & DETTNER, 1996). Die
Annahme, dass das in den Kéfern vorhandene Pederireindabwehr nicht aktiv abgegeben
werden kann (PAVAN & VALCURONE DAZZINI, 1971), kone erst kirzlich widerlegt
werden. Der Giftstoff wird dabei jedoch nicht wiesdin der Hamolymphe der Olkéafer
enthaltene Cantharidin durch Reflexbluten abgegetmmdern kann offenbar bei Bedarf Uber
eine zwischen Sternit Il und IV ausmindende exwkrKomplexdrise (KELLNER &
DETTNER, 1992) - nach neuesten Untersuchungen dauptdpeicherort fur Pederin
(DETTNER, 2007; GREBE, 2007) - zusammen mit einefkeA-Gemisch nach aul3en
abgegeben werden.

Aufgrund seiner hdchst aktiven antiviralen Wirksaikund einer stark ausgepragten
Antitumor-Wirkung ist der Naturstoff nattrlich imster Linie fur die medizinische Forschung
interessant, um in der Zukunft neuartige Medikamemh Kampf gegen Krebs und
Infektionskrankheiten entwickeln zu kénnen. Da efndtivierung des Pederin-Bakteriums,
wie auch im Falle der meisten anderen interessabadteriellen Naturstoff-Produzenten,
derzeit nicht moéglich ist, muss diesem Versorgurmgdem mit bioaktiven Naturstoffen
durch die heterologe Expression symbiontischer yBitteesegene in kompetenten, leicht zu
kultivierenden Bakterien begegnet werden. Seinetoyische Wirkweise verdankt das
Polyketid Pederin offenbar der zwischen den beid8achsringen liegendem-
Hydroxyamidoacetal-Gruppe (THOMPSON et al., 199§ es nach PAVAN (1982) zum
starksten Inhibitor der cytoplasmatischen Proteitisgse durch die 80S Ribosomen der

Eukaryoten macht. Dies geschieht, indem die Tr&asion des Ribosoms wahrend der
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Elongation der Polypeptidkette unterbunden wird AQUEZ, 1979). Die mitochondriale
Proteinsynthese, ebenso wie die bakterielle Preyathese durch die 70S Ribosomen wird
dabei nicht beeinflusst (TIBONI et al., 1968; PAVANS2).

Polyketide sind in der Natur sehr weit verbreit8teffwechselmetabolite, die sowohl in
Mikroorganismen als auch in Eukaryoten gefundendesrkonnen. Viele Polyketide mit
antiparasitarer, antibiotischer oder Antitumor-Winkj wurden besonders in Zusammenhang
mit Bakterien, wie Streptomyceten, und bestimmtélmeR beschrieben (TEUSCHER &
LINDEQUIST, 1994; REIN & BORRONE, 1999). Danebersdan sich diese uberaus
interessanten Naturstoffe auch in verschiedeneerAl@inoflagellaten und Pflanzen finden
(HOPWOOD & SHERMAN, 1990; AUSTIN & NOEL, 2003), idenen sie offenbar als
Abwehrstoffe gegentber deren natirlichen Feindemm zEinsatz gebracht werden
(MANOJLOVIC et al., 2000; CHOI et al., 2004). Dieoll interessanteste und zugleich auch
vielfaltigste Gruppe von Polyketidproduzenten stelmarine Organismen dar, wie z. B. die
Schwamme, Manteltiere und die Moostierchen. Ausahestammt der Grol3teil der bis heute
bekannten, aus medizinischer Sicht Gberaus intmems Naturstoffe mit stark cytotoxischen
Eigenschaften (PIEL, 2004; MOORE, 2005; PIEL et 2005; Moore, 2006; PIEL, 2006).
Diese zur so genannten Pederin-Familie gehodrenddsst&zen werden dabei von den
Invertebraten nicht etwa selbst hergestellt, sandegrden wie auch im Falle der Pederin
produzierenden Kafer der GattuRgederus s. I. von nicht kultivierbaren, hoch angepassten

Endosymbionten synthetisiert.
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5. Zusammenfassung

Weibliche Kurzfligler der GattunBaederus s. |. (Coleoptera: Staphylinidae) beherbergen
einen mit Pseudomonas aeruginosa sehr nahe verwandten Endosymbionten, der fir die
Synthese des stark cytotoxischen Naturstoffs Pedegrantwortlich ist. Die ©6kologische
Bedeutung dieses Giftstoffs fur die Kafer liegt ealoffenbar in einer Abwehrfunktion
gegenuber potentiellen Pradatoren, wie z. B. Wpifsgen, begriindet. Aufgrund einer sehr
hohen tumorhemmenden und antiviralen WirksamkeitPisderin in erster Linie fur die
medizinische Forschung interessant. Ziel diesereidrtvar es, den Endosymbionten von
Paederus riparius mit verschiedenen mikrobiologischen und molekulakéethoden in den
Kafern bzw. auf deren Eiern exakt zu lokalisierem) somit die Organisation dieser
Bakterien im Wirtsinneren naher zu beleuchten urmgtend Ubertragungsweg auf die
Nachkommenschaft aufklaren zu kdnnen. Durch eineielje Isolierung des Pederin-
Symbionten sollte dieser schlie3lich auf exakt abgenten, Agar basierten Kulturmedien
angezulchtet werden, um letztlich eine Produkti@sels komplizierten Polyketids auf3erhalb

der Kafer in 6kologisch nachhaltiger Weise gewasités zu konnen.

1. Mit Hilfe von Pederin-Gen-spezifischen Primeronkte der Endosymbiont in den
Abdominalspitzen der Kéafer detektiert werden. Emieh anschliellende molekulare
Untersuchung verschiedener abdominaler Organe ezedgiss das Vorhandensein des
symbiontischen Bakteriums ausschlief3lich auf die waeiblichen Geschlechtsapparat
paarig angelegten Anhangsdriisen und den Ausfiihrgageenzt ist. Uber eine in situ-
Farbung der beiden akzessorischen Drisen mit deceiNsdurefarbstoff DAPI konnte
daraufhin zum ersten Mal das Vorhandensein einegphaotogisch einheitlichen, stark an

Pseudomonas erinnernden Kolonie gezeigt werden.

2. Der Einsatz einer eigens entwickelten, fluoragmearkierten Gensonde ermdéglichte es,
das endosymbiontische Bakterium in Serien-Dunnstigmivon Abdomina und Eiern
gezielt sichtbar zu machen. Dabei zeigte sich iteFéder Abdominalschnitte, dass der
Pederin-Produzent in einer enorm hohen Dichte alakltur in den Anhangsdrisen und
in etwas geringerer Menge in bestimmten Bereichesh Ausfihrgangs lokalisiert ist, in
den die beiden Symbionten-Driisen minden. Im Fadle E-Dinnschnitte konnte der
Endosymbiont auf einer die Eischale umgebenden emartigen Schicht detektiert
werden, auf die das Bakterium in einer biofilmaehgfesten Matrix aufgebracht ist. Die

Verteilung der Symbionten-Zellen erstreckte sichalatets in einer diinnen Schicht tber
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die gesamte Ei-Oberflache. Ein moglicher Weg deert¥agung vom Weibchen auf die
Eier ware die aktive oder passive Abgabe einendeten Menge Bakterienmaterial Giber
einen Schleusenmechanismus, der die Anhangsdrisgenigber dem Inneren des

Ausfuhrgangs wahrend der Ei-Passage 6ffnen undhMeBen kann.

3. Mit einer speziellen Sektionstechnik gelang den Endosymbionten von seinem
Insekten-Wirt zu isolieren. Die lichtmikroskopischintersuchung der Bakterienlésung
zeigte dabei das Vorhandensein eiRseudomonas aeruginosa sehr ahnlichen, offenbar
kontaminationsfreien Zellkolonie. Den endgultigeawiis, dass es sich dabei um eine
Reinkultur des Paederus-Endosymbionten handelte, erbrachte jedoch erst die
fluoreszenzmikroskopische Auswertung der mit dezgschen Gensonde hybridisierten

Zellen.

4. Anhand der isolierten Reinkultur des Pederindpeierenden Symbionten konnte Uber
verschiedene Enzymtests gezeigt werden, dass lesusicein gramnegatives Bakterium
mit einem aeroben oder mikroaerophilen Stoffwechseldelt, das jedoch im Gegensatz
zu den Pseudomonaden vollstdndig unbegeil3elt ist. dafir bendtigten Gene sind
offenbar im Zuge der endosymbiontischen Anpassundea Kafer-Wirt durch zahlreiche
Genomreduktionen verloren gegangen. Dies gilt wadiaislich ebenso fur die Gene, die
Pseudomonas aeruginosa die Fahigkeit zur Denitrifikation verleihen. Die€&ne konnten
im Rahmen spezifischer PCR-Experimente in den Bmdb®nten nicht nachgewiesen
werden. Darlber hinaus erbrachte eine vergleichenBELP-Analyse der
endosymbiontischen 16S rDNAs der beiden voneinanklentinental getrennten
Paederus-Arten P. riparius und P. sabeus die Erkenntnis, dass eine genetische
Aufspaltung des Pederin-Symbionten in eigenstanéiten noch nicht stattgefunden hat.

5. Ein mdogliches Wachstum des Endosymbionten komitelen Pederin-Gen-spezifischen
Primern in einem flissigen Anreicherungsmedium gashesen werden. Durch eine
Beimpfung der verschiedensten universellen undkteén Nahrbdden mit Ei- bzw.
Kafer-Homogenisat konnte im Laufe der Kultivierueggerimente eine Vielzahl
grampositiver und gramnegativer Bakterien kultivieerden. Eine gezielte Anzucht des
Paederus-Endosymbionten auf diesen Medien konnte jedochtrecreicht werden, was
nicht zuletzt auch auf einen zu geringen Kenntarsstiber die moéglicherweise sehr
speziellen Nahrstoffanforderungen der Pederin-Predien aul3erhalb ihrer Kafer-Wirte

zuruckgefuhrt werden kann.
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6. Summary

Female rove beetles of the genBaederus s. I. (Coleoptera: Staphylinidae) harbour
endosymbiotic bacteria, which are closely related Pseudomonas aeruginosa. These
microorganisms are responsible for the biosynthesithe natural product pederin, which
exhibits strong cytotoxic properties. The ecolobicaportance of this poisonous substance
for the beetles apparently lies well-founded ined@tg potential predators like wolf spiders.
Due to its highly active antitumoral and antivirefficiency the polyketide pederin is
predominantly interesting for medical researchdge @im of this dissertation was to exactly
localize the endosymbiont &aederus riparius by using microbial and molecular techniques
inside the beetles and on their eggs respectivetyhighlighting the organisation of these
bacteria inside their hosts and elucidating theadenof transmission to the beetles’ offspring.
Finally, the pederin-symbiont should be cultivatedaccurately balanced, agar based culture
media by well-directed isolation from its host,arder to assure an ecologically sustainable
production of this complex polyketide outside tleeties.

1. Via pederin-specific primers, the endosymbiomild be detected in the female beetles’
abdominal tips. Subsequent molecular analysisftérént abdominal organs revealed the
existence of the symbiotic bacterium being restdatxclusively to the pairwise attached
accessory glands of the females’ internal genitalid the efferent duct. In situ staining of
the accessory glands with the nucleic acid-dye DARdwed for the first time the
existence of a morphologically uniform bacterialloty with strong similarity to

Pseudomonas.

2. Application of a specially constructed, fluorestty labeled gene-probe enabled a directed
visualisation of the symbiotic bacterium in setiah sections of abdomina and eggs. In
the case of abdominal-sections it could be dematesirthat the pederin-producer is
localized in tremendous density as pure culturthéaccessory glands and in somewhat
lower amount in certain areas of the efferent dutt, which both symbiont glands lead.
Looking at the egg thin sections, the endosymbamtld be detected on a tuberculate
layer that coats the chorion and to which the biagteis applied to in a biofilm-like solid
matrix. Thereby the allocation of symbiont-cellsvays extended over the whole egg
surface in a thin layer. A possible mode of trat8ng the endosymbionts from the
females onto their eggs could be an active or passlease of a well-defined amount of



Summary 149

bacterial substance through a sluice-mechanisnghadan open and close the accessory
glands to the interior of the efferent duct duragg-passage.

3. Using a specific dissection-procedure, it cookdmanaged to isolate the endosymbiont
from its insect host. Microscopical examinatiortlod obtained bacterial solution revealed
the existence of Bseudomonas aeruginosa like cell colony, which apparently was free of
contaminating microorganisms. The final proof, tietvas about a pure culture of the
Paederus-endosymbiont, could be adduced by fluorescentasmpical analysis of cells
being hybridized with the specific gene-probe.

4. 1t could be demonstrated via enzymatic testthefisolated pure culture of the pederin-
producing symbiont, that it is about a gram-negativacterium with aerobic or
microaerophilic metabolism, being completely unééated compared to the
pseudomonads. The therefore required genes aplyagatlost by numerous genome
reductions in the course of endosymbiotic accommmaato the beetle-host. This
probably also counts for the genes, which dgigeudomonas aeruginosa the capability of
denitrification. However, these genes could nodbtected in the endosymbionts within
the scope of specific PCR-experiments. Furthermo@mmparative RFLP-analysis of the
endosymbiotic 16S rDNAs of both continentally seyedPaederus-speciespP. riparius
and P. sabeus, adduced that a genetic divergence of the endasyinin independent

species did not occur yet.

5. A possible endosymbiotic growth in a liquid ehment medium could be proved with
pederin-gene-specific primers. By inoculation ofnyalifferent universal and selective
nutrient media with homogenate from eggs and beatéspectively, a multitude of gram-
positive and gram-negative bacteria could be catiéig over the breeding-experiments.
However, a well-directed starting of tRaederus-endosymbiont on these media could not
be achieved, not least because of too little kndgdeabout possibly very specific nutrient

requirements, the pederin-producers need outseaielibetle-hosts.
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2.8.1 Verfestigte komplexe und synthetische (cheimdefinierte) Nahrmedien

2.8.1.1 Verfestigte komplexe Nahrboden fiir AerobierTrockenndhrmedien

2.8.1.1.01BHI-Agar (Hirn-Herz-Infusionsagar) (Trockenn&hrmedium)
(Fluka, Deutschland)

pH=5,5und 7,4

Proteose-Pepton 10,0 g/l
Hirnextrakt 7,8 g/l
Herzextrakt 9,7 g/l
Dextrose 2,0 g/l
Natriumchlorid 5,0 g/l
di-Natriumhydrogenphosphat 2,549l
Agar 15,0 g/l

Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung einer
grolen Anzahl von grampositiven und gramnegativen
Bakterien.

2.8.1.1.02BHI-Agar mit Supplementen (Fluka, Deutschland)

Grundrezept sieh2.8.1.1.01
pH=55und 7,4

D22 Insect Medium (sieh28.3.3 10,0 g/l
Trehalose 2,6 g/l
Prolin 6,4 g/l
Glutamin 6,0 g/l

Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchsvollen aeroben, grampositiven und grantivega
Bakterien.

2.8.1.1.03BHI-Agar mit Tellurit (Fluka, Deutschland)

Grundrezept sieh2.8.1.1.01
pH=55und 7,4
autoklaviertes Medium auf ca. 50“8babkihlen lassen,
dann Zugabe von:
Kaliumtellurit-Stammldsung (sieh28.3.3 2,0; 4,0 ml/I

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von tellurit-
resistenten Bakterien.
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2.8.1.1.04BHI-Agar mit Supplementen und Tellurit (Fluka, Deutschland)

Grundrezept sieh2.8.1.1.01
pH=55und 7,4

D22 Insect Medium (sieh28.3.9 10,0 g/l
Trehalose 6,0 g/l
L-Prolin 2,6 g/l
Glutamin 6,4 g/l

autoklaviertes Medium auf ca. 5085abkiihlen lassen,
dann Zugabe von:

Kaliumtellurit-Stammldsung (sieh28.3.3 2,0; 4,0 ml/I
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von tellurit-
resistenten Bakterien.

2.8.1.1.05BHI-Agar mit Penicillin G (Fluka, Deutschland)

Grundrezept sieh2.8.1.1.01
pH=55und 7,4
autoklaviertes Medium auf ca. 508babklhlen lassen,
dann Zugabe von:

Penicillin G-Stammldsung (siel#8.3.3 100,0 pl/
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung vc
gramnegativen Mikroorganismen. Penicillin G hemnds
Wachstum von grampositiven Bakterien.

2.8.1.1.06BHI-Agar mit Penicillin G und Tellurit (Fluka, Deutschland)

Grundrezept sieh2.8.1.1.01
pH=5,5und 7,4
autoklaviertes Medium auf ca. 50°8babklhlen lassen,
dann Zugabe von:

Penicillin G-Stammldsung (siel#8.3.3 100,0

Kaliumtellurit-Stammldsung (sieH28.3.3 2,0; 4,0 ml/l
Selektivmedium zur Isolierung und Kuitierung von
gramnegativen, tellurit-resistenten Bakterien.

2.8.1.1.07Mac Conkey-Agar (ohne Salz)Trockennahrmedium)
(Fluka, Deutschland)

pH=7,4

Pepton 20,0 g/l
Lactose 10,0 g/l
Neutralrot 0,075 g/l
Gallensauresalz 5,0 g/l
Agar 12,0 g/l

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung vc
gramnegativen Mikroorganismen.
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2.8.1.1.08Malachitgriin-Agar (Trockenn&hrmedium) (Fluka, Deutschland)

pH=7,0

Malachitgriin-Oxalat 0,03 g/l
Fleischextrakt 9,0 g/l
Fleischpepton 15,0 g/l
di-Kaliumhydrogenphosphat 1,19/
Agar 15,0 g/l

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung vc
Pseudomonas aeruginosa.

2.8.1.1.09Pseudomonas-Isolations-Aga(Trockennahrmedium)
(Fluka, Deutschland)

pH=7,0

Kaliumsulfat 10,0 g/l
Magnesiumchlorid 1,0 g/l
Tiergewebe, peptisch 20,0 g/l
Triclosan (Irgasan) 0,025 g/l
Agar 13,6 g/l

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung vc
Pseudomonas spp..

2.8.1.1.10Pseudomonas-Isolations-Agar mit Penicillin G und Tkurit
(Fluka, Deutschland)

Grundrezept sieh2.8.1.1.13
pH=7,0
autoklaviertes Medium auf ca. 50<&5abkuhlen lassen,
dann Zugabe von:
Penicillin G-Stammldsung (siel#8.3.3 100,0 pl

Kaliumtellurit-Stammldsung (sieh28.3.3 2,0; 4,0 ml/I
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von tellurit-
resistenten Pseudomonas spp.. Penicillin G solhsigliches
Wachstum von grampositiven Bakterien unterdricken.

2.8.1.1.11Pseudomonas-Isolations-Agar mit CNA-Supplement
(Cetrimid-Nalidixinsaure-Agar-Suppement) (Fluka, Deutschland)

Grundrezept sieh2.8.1.1.13

pH=7,0

CNA-Supplement: selektives Supplement fir die é&aing
von Pseudomonas aer uginosa.

Cetrimid 0,01 g/l
Nalidixinsé&ure 0,015 g/l
Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von
Pseudomonas aer uginosa.
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2.8.1.1.12Pseudomonas-Isolations-Agar mit CFC-Supplement
(Cetrimid-Fucidin-Cephaloridin Setktiv -Supplement)
(Fluka, Deutschland)
Grundrezept sieh2.8.1.1.13
pH=7,0

CFC-Supplement: Antibiotika-Supplement zur selektiv
Isolierung von Pseudomonas spp..

Cetrimid 0,01 g/l
Fucidin 0,01 g/l
Cephaloridin 0,025 g/l

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von
Pseudomonas Spezies.

2.8.1.2 Verfestigte komplexe Nahrboden fiur AerobierFertignahrbdden

2.8.1.2.01Columbia-Agar mit 5% Schafblut (Fertignahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,3

Natriumchlorid 5,0 g/l
Spezial-Nahrsubstrat 23,0 g/l
Starke 1,0 g/l
Agar 15,0 g/l
Schafblut, defibriniert 50,0 ml/I

Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchslosen und anspruchsvollen Bakterien.

2.8.1.2.02Columbia-Ill-Agar mit 5% Schafblut (Fertignahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,3

Casein, pankreatisch 10,0 g/l
Proteose-Pepton Nr. 3 5,0 g/l
Hefeextrakt 5,0 g/l
Rinderherz-Infusion aus 500 g 3,0 g/l
Starke 1,0 g/l
Natriumchlorid 5,0 g/l
Agar 15,0 g/l
Schafblut, defibriniert 50,0 ml/I

Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchslosen und anspruchsvollen Bakterien.
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2.8.1.2.03EMB-Agar (Eosin-Methylenblau-Agar) (Fertignahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,1

Eosin Y 0,4 g/l
Methylenblau 0,065 g/l
Pepton 10,0 g/l
Lactose 10,0 g/l
di-Kaliumhydrogenphosphat 2,0 g/l
Agar 15,0 g/l

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von
gramnegativen Bakterien. Die beiden Farbstoffe edsiund
Methylenblau inhibieren dabei weitestgehend das Nataen
von grampositiven Mikroorganismen.

2.8.1.2.04Herz-Infusion-Agar mit 5% Schafblut (Fertigndhrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,4

Natriumchlorid 5,0 g/l
Rinderherz-Infusion aus 500 g 10,0 g/l
Tryptose 10,0 g/l
Agar 15,0 g/l
Schafblut, defibriniert 50,0 ml/I

Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von vielen
grampositiven und gramnegativen Mikroorganismen.

2.8.1.2.05Pseudosel-Agar (Cetrimid-Agar)(Fertignahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,2

Gelatine, pankreatisch 20,0 g/l
Magnesiumchlorid 1,4 g/l
Kaliumsulfat 10,0 g/l
Cetrimid 0,3 g/
Agar 13,6 g/l

Selektivmedium zur Isolierung und Identifizierung vc
Pseudomonas aeruginosa und Pseudomonas spp..

2.8.1.2.06 Schokoladenagar (Kochblutagar)Fertignahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,3

Caseinpepton 7,8 g/l
Fleischpepton 7,8 g/l
Hefeextrakt 2,8 g/l

Glucose 1,0 g/l
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Natriumchlorid 5,6 g/l
Agar 15,0 g/l
Schafblut, defibriniert 70,0 ml/i

Universalmedium zur Isolierung und  Kultivierung
anspruchsvoller grampositiver und gramnegativert@an.

2.8.1.3 Verfestigte komplexe Nahrboden fur Aerobierselbst abgewogen

2.8.1.3.01Pepton-Salz-Agar(selbst abgewogen)
(nach BAST, 2001)

pH=7,0

Pepton aus Fleisch, peptisch 1,09/l
Natriumchlorid 8,5 g/l
Kaliumphosphat monobasisch 0,3 g/l
Natriumphosphat dibasisch Dodecahydrat 1,2 g/l
Agar 16,0 g/l

Universalmedium zur Isolierung und  Kultivierung
anspruchsvoller Bakterien, das dem Verlust sehffiediher
Zellen beim Uberimpfen vorbeugen soll.

2.8.1.3.02Pseudomonas Indigofera Mediuniselbst abgewogen)

(http://www.dsmz.de/microorganightsl/media/medium000365.html)

pH=7,2

Hefeextrakt 10,0 g/l
Dextrose 5,09/l
Natriumacetat 0,5 g/l
Agar 12,0 g/l

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von
Pseudomonas spp..

2.8.1.4 Verfestigte komplexe Nahrboden fur AerobierEigenrezepte

2.8.1.4.01Mehlkaferextrakt-Agar (Eigenrezept)

pH=7,2
Mehlkafer-Extrakt (sieh2.8.3.)) 300,0 ml
Agar 16,0 g/l

Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchsvollen, in Insekten lebenden Mikroorgaeism
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2.8.1.4.02Paederus-Extrakt 2-Agar (Eigenrezept)

pH=7,2
Paederus riparius-Extrakt (siehe2.8.3.)) 300,0 ml
Agar 16,0 g/l

Selektivmedium speziell zur Isolierung und Kultivierung des
sehr anspruchsvollen, in Paederus-Kéfern Ilebenden
Endosymbionten.

2.8.1.4.03Pepton-Salz-Agar mit Supplinel/2/3Eigenrezept)

(nach BAST, 2001)

Grundrezept sieh2.8.1.1.21

pH=7,0

Supplinel/2/3 sien2.8.3.1

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung sehr
anspruchsvoller, gramnegativer Bakterien.

2.8.1.4.04Pepton-Salz-Agar mitPaederus-Extrakt 1 (Eigenrezept)
(nach BAST, 2001)

Grundrezept sieh2.8.1.1.21

pH=7,0

Paederus-Extrakt 1 (sieh.8.3.)) 20,0 ml/l
Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchsvollen, in Paederus-Kurzfliglern  lebenden

Mikroorganismen.

2.8.1.5 Verfestigte komplexe Nahrbdden fiir Anaeroler: Fertignahrbdden

2.8.1.5.01Brucella-Agar mit Hemin und Vitamin K1 (Fertignéhrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,0

Casein, pankreatisch 10,0 g/l
Tiergewebe, peptisch 10,0 g/l
Hefeextrakt 2,0 g/l
Dextrose 1,0 g/l
Natriumchlorid 5,0 g/l
Natriumhydrogensulfit 0,1 g/l
Hemin 0,1 g/l
Vitamin K1 0,01 g/l
Agar 15,0 g/l

Universalmedium zur Isolierung und Kaultivierung von
anaeroben Bakterien.
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2.8.1.5.02Schaedler-Agar mit Vitamin K1 und 5% Schafblut (Fertignahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,6

Casein, pankreatisch 8,2 g/l
Tiergewebe, peptisch 2,59/l
Sojamehl, papainisch 1,0 g/l
Dextrose 5,8 g/l
Hefeextrakt 5,0 g/l
Natriumchlorid 1,7 g/l
di-Kaliumphosphat 0,8 g/l
L-Cystin 0,4 g/l
Hemin 0,01 g/l
Tris-Aminomethan 3,0 g/l
Vitamin K1 0,01 g/l
Agar 13,5 g/l
Schafblut, defibriniert 50,0 ml/I

Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchsvollen Anaerobiern.

2.8.1.5.03Schaedler-KV-Agar mit 5% Schafblut (Fertignahrboden)
(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,6

Casein, pankreatisch 8,2 g/l
Tiergewebe, peptisch 2,59/l
Sojamehl, papainisch 1,0 g/l
Dextrose 5,8 g/l
Hefeextrakt 5,0 g/l
Natriumchlorid 1,7 g/l
di-Kaliumphosphat 0,8 g/l
L-Cystin 0,4 g/l
Hemin 0,01 g/l
Tris-Aminomethan 3,0 g/l
Vitamin K1 0,01 g/l
Kanamycin 0,1 g/l
Vancomycin 0,0075 g/l
Agar 13,5 g/l
Schafblut, defibriniert 50,0 ml/I

Selektivmedium zur Isolierung und Kultivierung von
anspruchsvollen gramnegativen anaeroben Mikroosgaam.
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2.8.1.5.04Wilkins Chalgren Anaerobier-Agar (Fertigndhrboden)

(BD Diagnostics, Deutschland)

pH=7,1
Casein, pankreatisch
Pepton S
Hefeextrakt
Dextrose
Natriumchlorid
L-Arginin
Natrium-Pyruvat
Hemin

Vitamin K1
Agar

10,0 g/l
10,0 g/l
5,0 g/l
1,0 g/l
5,0 g/l
1,0 g/l
1,0 g/l

0,005 g/l
0,0005 g/l

10,0 gl

Universalmedium zur Isolierung und Kultivierung von

anaeroben Bakterien.

2.8.1.6 Verfestigte synthetische Nahrbdden fir Aeklmer: selbst abgewogen

2.8.1.6.01Glucose-Mineralsalz-Agar(selbst abgewogen)

(nach BAST, 2001)

pH=7,0

KoHPO,

NH.CI

MgSQO, * 7 H,O

FeSQ* 7 H,O

CaCh* 2 H,0O

Glucose

Agar

Spurenelement-Stammlésung (sieh@.3.3
Synthetisches Universalmedium fur die

Kultivierung einer Vielzahl von Bakterien,

Wachstumsfaktoren bendtigen.

2.8.1.6.02VL 55-Agar (selbst abgewogen)
(nach SANGWAN et al., 2004)

pH=7,2
2-[N-morpholino]-Ethansulfonsaure

MgSO,

CaCb

(NH4)2HPOy

Glucose

Agar

Selenit-Wolframat-Stammlésung (sieb8.3.3

0,59/
1,0 g/l
0,2 g/l
0,01 g/l
0,01 g/l
10,0 g/l
15,0 g/l
1,0 mi/l

Isolierung und
die kein

3,9 g/l
0,05 g/l
0,07 g/l
0,05 g/l

1,59/l
15,0 g/l
2,0 ml/l
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Spurenelement-Stammlésung (si€h@.3.3 2,0 ml/l
autoklaviertes Medium auf 50-35 abkiihlen lassen,
dann Zugabe von:
Vitamin-Stammlésung 1 (sief#8.3.3 2,0 ml/l
Vitamin-Stamml6sung 2 (sief#8.3.3 6,0 ml/l
Synthetisches  Universalmedium zur Isolierung und

Kultivierung sehr anspruchsvoller Mikroorganismen.

2.8.2 Flussige komplexe und synthetische (chemisfinierte) Nahrmedien

2.8.2.1 Flussige komplexe Nahrbdden fir Aerobier: ibckennahrmedien
zur Anreicherung und Verdinnungq)

2.8.2.1.01BHI-Bouillon (Hirn-Herz-Bouillon) (Trockenndhrmedium)
(Fluka, Deutschland)

pH=7,4

Pepton 10,0 g/l
Kalbshirn (Infusion aus 200 g) 12,5 g/l
Rinderherz (Infusion aus 250 g) 5,0 g/l
Dextrose 2,04/
Natriumchlorid 5,0 g/l
di-Natriumhydrogenphosphat 2,549l

Universal-Bouillon zur Anreicherung und Kultivierung von
anspruchsvollen Bakterien.

2.8.2.1.02BHI-Bouillon mit Tellurit
(Fluka, Deutschland)

Grundrezept sieh2.8.2.1.01
pH=7,4
autoklaviertes Medium auf 50-95 abkihlen lassen,
dann Zugabe von:

Kaliumtellurit-Stammldsung (siehH28.3.3 2,0; 4,0 ml/I
Selektiv-Bouillon zur Anreicherung von telluritesistentel
Bakterien.

2.8.2.1.03Cetrimid-Bouillon (Pseudomonas-selektiv-Bouillon) Trockennahrmedium)
(Fluka, Deutschland)

pH=7,3
Gelatinpepton, pankreatisch 16,0 g/l
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Casein-Hydrolysat 10,0 g/l
Kaliumsulfat 10,0 g/l
Magnesiumchlorid 1,4 g/l
Cetrimid 0,2 g/l

Selektiv-Bouillon zur Isolierung und Anreicherung von
Pseudomonas aeruginosa.

2.8.2.1.04Malachitgriin-Bouillon (Trockenndhrmedium)

(Fluka, Deutschland)

pH=7,0

Malachitgriin-Oxalat 0,03 g/l
Fleischextrakt 9,0 g/l
Fleischpepton 15,0 g/l
di-Kaliumhydrogenphosphat 1,19/l

Selektiv-Bouillon zur Anreicherung und Kultivierung von
Pseudomonas aeruginosa.

2.8.2.2 Flussige komplexe Nahrboden fir Aerobier:edbst abgewogen

(zur Anreicherung und Verdiinnung)

2.8.2.2.01Hefeextrakt-Pepton-Glucose-(HPG)-Nahrlosundselbst abgewogen)

(nach BAST, 2001)

pH=7,0

Hefeextrakt 5,0 g/l
Pepton aus Fleisch 5,0 g/l
Glucose 1,0 g/l

Universal-Bouillon  zur  Anreicherung anspruchsvoller
Mikroorganismen.

2.8.2.2.02Nahrbouillon (selbst abgewogen)

(nach BAST, 2001)

pH=7,0
Pepton aus Fleisch 5,0 g/l
Fleischextrakt 3,04/

Universal-Bouillon ~ zur ~ Anreicherung  nicht  sehr
anspruchsvoller Mikroorganismen.

2.8.2.2.03Pepton-Salz-Lésung(selbst abgewogen)

(nach BAST, 2001)

pH=7,0
Pepton aus Fleisch, peptisch 1,0 g/l
Natriumchlorid 8,5 g/l
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Kaliumphosphat monobasisch 0,3 g/

Natriumphosphat dibasisch Dodecahydrat 1,2 g/l

Universal-Losung zum Dispergieren und Verdinnen von
Bakterien; mit sehr geringer Zellverlustrate.

2.8.2.3 Fliissige komplexe Nahrbodden fir AerobieEigenrezepte

(zur Anreicherung und Verdiinnung)

2.8.2.3.01Pepton-Salz-Losung mit Supplinel/2/8Eigenrezept)

(nach BAST, 2001)

Grundrezept sieh2.8.2.2.03

pH=7,0

Supplinel/2/3 sien2.8.3.1
Selektiv-Losung zur Anreicherung und Kaultivierung sehr
anspruchsvoller, gramnegativer Bakterien.

2.8.2.4 Flissige synthetische Nahrboden fur Aeradm: selbst abgewogen

(zur Anreicherung und Verdiinnunq)

2.8.2.4.01Glucose-Mineralsalz-Nahrlésung(selbst abgewogen)

(nach BAST, 2001)

pH=7,0

Ko,HPO, 0,5 g/l
NH,CI 1,0 g/l
MgSQ, * 7 H,O 0,2 g/l
FeSQ * 7 H,0O 0,01 g/l
CaCh* 2 H,0O 0,01 g/l
Glucose 10,0 g/l
Spurenelement-Stammldsung (siéh@.3.3 1,0 mi/l

Synthetische Nahrlosungir die Anreicherung einer Vielzahl
von Bakterien, die keine Wachstumsfaktoren beniitige

2.8.2.4.02VL 55-Nahrlésung (selbst abgewogen)

(nach SANGWAN et al., 2004)

pH=7,2

2-[N-morpholino]-Ethansulfonsaure 1,95 g/l
MgSOy 0,025 g/l
CaCl 0,035 g/l
(NHg)HPO, 0,025 g/l
Selenit-Wolframat-Stammlésung (sieb8.3.3 1,0 mi/l
Spurenelement-Stammlésung (si€h@.3.3 1,0 mi/l

autoklaviertes Medium auf ca. 50&5abkuhlen lassen,
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dann Zugabe von:
Vitamin-Stammlésung 1 (sief#8.3.3 1,0 mi/l

Vitamin-Stammlésung 2 (sief#8.3.3 3,0 ml/l
Synthetische Nahrlosungzur Isolierung und Kultivierung von
sehr anspruchsvollen Bakterien.

2.8.3 Medienzusatze und Stammlésungen

2.8.3.1 Komplexe und synthetische Medienzusatze:deinrezepte

2.8.3.1.01Mehlkafer-Extrakt (Eigenrezept)

Labormorser
Mehlkaferlarven 100 Stuck
Saline (0,85% wi/v) 300,0 ml

Die Mehlk&ferlarven wurden mit Hilfe von flussigem
Stickstoff in einem Keramikmorser zu einem feinemlver
zerrieben, welches in Saline mit einem Wirbelmische
resuspendiert wurde. Anschlieend fand eine Zegimiion
der erhaltenen Suspension fir 20 Minuten bei 13.000
Umdrehungen statt, um darin enthaltene Chitinpaagts,
Fettriickstdnde und Bakterienzellen zu sedimentieiear
klare Uberstand wurde sterilfiltriert.

2.8.3.1.02Paederus-Extrakt 1 (Eigenrezept)

Labormorser
Paederus riparius-Weibchen 10 Stick
Saline (0,85% wi/v) 10,0 mi

Selbe Vorgehensweise, wie unge8.3.1.01beschrieben.

2.8.3.1.03Paederus-Extrakt 2 (Eigenrezept)

Labormdrser

Abdomen vorPaederus riparius-

Weibchen 300 Stick
VE-Wasser 300,0 mi

Selbe Vorgehensweise, wie unt@.8.3.1.01 beschrieben.
Anstelle von Saline wurde hier VE-Wasser benutzt.

2.8.3.1.04Suppline 1: Zusatz fur Pepton-Salz-AgarEigenrezept)

Fleischextrakt 3,04/
Hefeextrakt 3,0 g/l
Pepton aus Fleisch, peptisch 5,0 g/l
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Pepton aus Casein, tryptisch 5,0g/
Brilliantgrin 0,02 g/l
Prolin-Stammldsung (siete8.3.9 0,5 ml/l
Trehalose-Stammlésung (sieh8.3.9 6,0 ml/l

autoklaviertes Medium auf ca. 5085abkuhlen lassen,
dann Zugabe von:
Vitamin-Stamml6sung 3 (1x) (siel2e8.3.9 6,0 ml/l

2.8.3.1.05Suppline 2: Zusatz fur Pepton-Salz-AgarEigenrezept)

Fleischextrakt 5,0 g/l
Hefeextrakt 5,0 g/l
Pepton aus Fleisch, peptisch 7,5 g/l
Pepton aus Casein, tryptisch 10,0 g/l
Brilliantgrin 0,02 g/l
Prolin-Stamml6sung (siet#8.3.9 1,0 ml/I
Trehalose-Stammldsung (sieh8.3.9 12,0 ml/l

autoklaviertes Medium auf ca. 5085abkuhlen lassen,
dann Zugabe von:
Vitamin-Stammlésung 3 (2,5x) (sie@eB8.3.9 6,0 ml/l

2.8.3.1.06Suppline 3: Zusatz fur Pepton-Salz-AgarEigenrezept)

Fleischextrakt 5,0 g/l
Hefeextrakt 5,0 g/l
Pepton aus Fleisch, peptisch 10,0 g/l
Pepton aus Casein, tryptisch 15,0 g/l
Brilliantgrin 0,02 g/l
Prolin-Stamml6sung (siet#8.3.9 2,0 mi/l
Trehalose-Stammldsung (sieh&.3.9 20,0 mi/l

autoklaviertes Medium auf ca. 50&5abkuhlen lassen,
dann Zugabe von:

Vitamin-Stammlésung 3 (5x) (siel2e8.3.9 6,0 ml/l

2.8.3.2 Komplexe und synthetische Medienzuséatze: Rarzusatze

2.8.3.2.01D22 Insect Medium (synthetischer ZusatzjPulver)

(United States Biological, USA)

Calciumchlorid 0,8 g/l
Magnesiumchlorid 0,421654 gl
Magnesiumsulfat 1,641152 g/l
Natriumacetat 0,013868 g/l
Natriumphosphat, monobasisch 0,330769 g/l
Kalium-L-Glutaminsaure 4,975 gl
Natrium-L-Glutaminsaure 7,98 g/l

Glycin 5,0 g/l



Anhang 1

XV

p-Aminobenzoeséaure

Biotin

Cholinchlorid

Folsaure

myo-Inositol

Nicotinséaure
Ca-D(+)-Pantothenat
Pyridoxamin-Dihydrochlorid
Riboflavin
Thiamin-Dichlorid

Glucose

Lactalbumin Hydrolysat
L-Apfelsaure
di-Natriumsuccinat Hexahydrat
Hefeextrakt

2.8.3.3 Stammldsungen: selbst abgewogen

0,02 mg/
0,01 mg/l
0,2 mg/l
0,02 mg/l
0,02 mg/l
0,02 mg/l
0,02 mg/l
0,02 mg/l
0,02 mg/l
0,02 mg/l
1,8 g/l
13,6 g/l
0,6 g/l
0,055 g/l
1,36 g/l

2.8.3.3.01Kaliumtellurit-Stammldésung: 10 ml (100 mg/ml) (selbst abgewogen)

Endkonzentration im Medium
2,0 mi
4,0 ml

200,0 pg/ml
400,0 pg/ml

Selektive Hemmstofflosung die das Wachstum von allen
Bakterien, die im Gegensatz zuRaederus-Endosymbionten

und einigen anderen Mikroorganismen
Resistenzgen besitzen, hemmt.
Die fertige Stammlosung wurde sterilfiltriert.

kein Tellurit-

2.8.3.3.02Penicillin G-Stammldsung: 50 ml (10 mg/ml)selbst abgewogen)

Endkonzentration im Medium
100 pl/

1,0 pg/ml

Selektive Hemmstofflosung die das Wachstum von

grampositiven Bakterien hemmit.
Die fertige Stammlosung wurde sterilfiltriert.

2.8.3.3.03Selenit-Wolframat-Stammldsung(selbst abgewogen)

(nach WIDDEL, 1980)

NaOH
NaSeQ * 5 HO
NaeWO, * 2 H,O

0,4 g/l
6,0 mg/I
8,0 mg/l
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2.8.3.3.04 Spurenelementstammlésungselbst abgewogen)
(nach TSCHECH und PFENNIG, 1984)

Destilliertes Wasser
Salzsaure, 25%
FeCb *4 H,O

CoCkL * 6 H,O
MnC|2 * 2 HO
ZnC|2

NiCl, * 6 H,O
NaMoO, * 2 H,O
H3BO3

CuCkL * 2 H,O

2.8.3.3.05Vitamin-Stammlésung 1(selbst abgewogen)

(nach PFENNIG, 1978)
Biotin

Nikotinsaure
Thiamin-Dichlorid
p-Aminobenzoeséaure
Ca-D(+)-Pantothenat
Pyridoxamin-Dihydrochlorid
Cyanocobalamin (Vit. B12)

ad 1000 ml

10 ml
159
190 mg
100 mg
70 mg
24 mg
36 mg

6 mg
2mg

10,0 mg/l
100,0 mg/l
100,0 mg/I
40,0 mg/l
50,0 mg/l
150,0 mg/I
50,0 mg/l

Die fertige Stammlosung wurde sterilfiltriert, decls einige
der enthaltenen Vitamine beim Autoklavieren zesetz

2.8.3.3.06Vitamin-Stammldsung 2(selbst abgewogen)
(nach BALCH et al, 1979)
DL-6, 8-Thioctinsaure

Riboflavin
Folsaure

10,0 mg/I
10,0 mg/I
10,0 mg/l

Die fertige Stammlosung wurde sterilfiltriert, dechs einige
der enthaltenen Vitamine beim Autoklavieren zesetz

2.8.3.4 Stammldsungen: Eigenrezepte

2.8.3.4.01Prolin-Stamml6sung: 10 ml (50 mg/mlYEigenrezept)

Endkonzentration im Medium

Pepton-Salz-Agar (Suppline 1) 25,0 pg/ml
Pepton-Salz-Agar (Suppline 2) 50,0 pg/ml
Pepton-Salz-Agar (Suppline 3) 100,0 pg/ml

Die Prolinkonzentration zurBeispiel in der Hamolymphe vc
Schwarzkéfern Zophobas) betragt ca. 500 pg/ml (KAISER,
2002).



Anhang 1 XVii

2.8.3.4.02Trehalose-Stammlosung: 20 ml (0,5 g/mlEigenrezept)

Endkonzentration im Medium

Pepton-Salz-Agar (Suppline 1) 3,0 mg/ml
Pepton-Salz-Agar (Suppline 2) 6,0 mg/mi
Pepton-Salz-Agar (Suppline 3) 10,0 mg/mi

Die Trehalosekonzentration zum Beispiel in der Hgmphe
von TabakschwarmernManduca) betragt ca. 20 mg/ml
(DETTNER und PETERS, 2003).

2.8.3.4.03Vitamin-Stammldsung 3 (1x konzentriert) (Eigenrezept)
(PIEL, mundl. Mitt.)

Biotin 4,0 mg/l
Nicotinsaure 40,0 mg/l
Ca-D(+)-Pantothenat 10,0 mg/l

Ersten Genomanalysen zu Folge ist ddétaederus
Endosymbiont nicht in der Lage, die drei aufgeféhrt
Vitamine selbst zu synthetisieren. Um die N&hrstoff
anforderungen flr den Symbionten mdglichst genatreften,
wurde die Vitaminlésung in drei verschiedenen
Konzentrationen eingesetzt.

Die fertige Stammlosung wurde sterilfiltriert, dacls einige
der enthaltenen Vitamine beim Autoklavieren zersetz

2.8.3.4.04Vitamin-Stammldsung 3 (2,5x konzentriert)(Eigenrezept)
(PIEL, miindl. Mitt.)

Biotin 10,0 mg/I
Nicotinsaure 100,0 mg/l
Ca-D(+)-Pantothenat 25,0 mg/l

2.8.3.4.05Vitamin-Stammldsung 3 (5x konzentriert) (Eigenrezept)
(PIEL, mundl. Mitt.)
Biotin 20,0 mg/l

Nicotinséaure 200,0 mg/I
Ca-D(+)-Pantothenat 50,0 mg/I



Anhang 2 xviii

Anhang 2

2.10.7.5.01Natriumphosphat-Stammlésungen

1 M NaH,POy, 34,5 g auf 250 ml VE-Wasser
1 M NagHPO, 44,5 g auf 250 ml VE-Wasser
0,1 M Natriumphosphat-Puffer 22,6 ml 1 M NaHPO,
(NaPi), pH 7,4 77,4 ml 1 M NaHPO,

VE-Wasser ad 1000 ml; alle Puffer werden autoklaviend bei
Raumtemperatur gelagert.

2.10.7.5.023x Phosphate-buffered Saline (3x PBS)
NacCl 22,89
0,1 M NaPi, pH 7,4 300,0 ml

VE-Wasser ad 1000 ml; autoklavieren und bei Raumpesatur
lagern; fur 1x PB130 mM NaCl, 10 mM NaPi, pH 7,4): 3x PBS
1:3 verdinnen.

2.10.7.5.034% Paraformaldehydlosung (4% PFA)

2 g PFA in 30 ml VE-Wasser geben, unter Ruhrer68A€ erhitzen
und mit einem Tropfen 2 N NaOH l6sen.
16,6 ml 3x PBS zugeben; pH mit HCI auf 7,2 einstell

VE-Wasser ad 50 ml; sterilfiltrieren und im Dunkdlei 4°C lagern;
2 Wochen haltbar.

2.10.7.5.041x PBS/96% Ethanol (PBS/EtOH)

je 25 ml 1x PBS und Ethanol (96%) in ein sterile@ B&l-
Zentrifugen-Réhrchen sterilfiltrieren.

2.10.7.5.051M Tris-HCI, pH 8,0

121.1 g Tris in 800 ml VE-Wasser |I60sen, 42 ml HGhk. zugeben,
abkuhlen, pH einstellen.

VE-Wasser ad 1000 ml; autoklavieren und bei Raumpeatur
lagern.

2.10.7.5.065M NacCl
292.2 g NaCl in 800 ml VE-Wasser l6sen.

VE-Wasser ad 1000 ml; autoklavieren und bei Raumpeatur
lagern.
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2.10.7.5.07Formamid, deionisiert (Sigma, Deutschland)

bei 4°C lagern; angebrochene Flasche rasch veleauoder
aliquotieren und bei -20°C lagern.

2.10.7.5.08steriles Wasser
autoklaviertes, sterilfiltriertes Millipore-Wassedjquotieren.

2.10.7.5.0910% Natriumdodecylsulfat (10% SDS)

50 g SDS (Elektrophorese-Qualitat) in 450 ml VE-8&asauf 68°C
erhitzen und pH mit HCI konz. auf 7,2 einstellen.

VE-Wasser ad 500 ml; nicht sterilisieren; bei Raemmperatur
lagern.

2.10.7.5.100,5 M EDTA

18,6 g EDTA in 80 ml VE-Wasser durch Einstellen gésauf 8,0
l6sen (ca. 2 g NaOH-Pellets ndtig!).

VE-Wasser ad 100 ml; nicht sterilisieren; autokdésgn und bei
Raumtemperatur lagern.

2.10.7.5.114',6-diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid (DAPI)
Stammldésung: 1 mg ml-1
Arbeitslosung: 1 pg mi-1

in lichtgeschutzten Eppendorf-ReaktionsgefaRen (miufolie
umwickelt) bei -20°C lagern.

2.10.7.5.12Hybridisierungspuffer und Waschpuffer

Hybridisierungspuffer Waschpuffer
2 ml pro Formamidkonzentra50 ml pro OT in Zentrifugen-
tion ansetzen. Rohrchen ansetzen.
1 M Tris-HCl,
5 M NaCl 360 pl oH 8,0 1ml
1 M Tris-HCI,
oH 8,0 40 pl 5 M NaCl 0-900
gorma}m'd’ 0-1600ul  0,5M EDTA 175-500l
eionisiert
Millipore- Millipore-
Wasser, ad 2 ml Wasser, ad 50 ml
autoklaviert autoklaviert

10% SDS 2l 10% SDS 2l
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2.10.7.5.13Waschpuffer

Tris-HCI, pH 8,0 ; NaCl; EDTA; Millipore-Wasser; SO

2.10.7.5.14NaCl- und EDTA-Volumina im Waschpuffer

% Formamid
im Hybridisierungspuffer
0 (O pl Formamid)

10 (200 pl Formamid)
20 (400 pl Formamid)
30 (600 pl Formamid)
40 (800 pl Formamid)
50 (1000 pl Formamid)
60 (1200 pl Formamid)
70 (1400 pl Formamid)
80 (1600 pl Formamid)

5 M NaCl [ul]

9000
4500
2150
1020
460
180
40

0,5 M EDTA [u]

500
500
500
500
500
350
175
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