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Ein neuer Ansatz zur Erfassung der mit Insekten
assoziierten bakteriellen Gemeinschaften am Beispiel
der Ameisenakazien Mexikos

A New Approach to Assess the Biodiversity of Bacterial Communities
Associated to Insects as Acacias-Ants of Mexico

SascHA EitMus

Zusammenfassung: Eine Variante der tRFLP-Methode unter Nutzung des Computerprogramms
TReFID wurde eingesetzt, um die Diversitit der mit drei Arten der Ameisengattung Pseudonzyrmex aus
Stidmexiko assoziierten Bakterien zu analysieren. Diese drei Arten reprisentieren unterschiedliche
Lebensweisen: mutualistische Pflanzenameise, opportunistischer Ameisenpflanzenparasit und gener-
alistische Ameise. Ferner wurden alternative mikrobiologische Verfahren (Klonierung und Kultivie-
rung) mit der tRFLP-Methode verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass die mit den Ameisen
assoziierte Bakteriengemeinschaft sehr viel diverser war, als bisherige Untersuchungen an anderen
verwandten Ameisengattungen dies hitte vermuten lassen. Dabei dominieren die 0-, B- und Y-
Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes, Sphingobacteria, Bacilli, Clostridia, Flavobacteria und
Bacteroidetes, die 90 % der Diversitat der tRF-Muster darstellen. Zudem idhnelt die bakterielle
Gemeinschaft sehr jener von Termiten. Da es sich bei der Biozénose des Termitendarms um eine
Anpassung an defizitire, einseitige Kost (Cellulose) handelt, kann vermutet werden, dass eine derar-
tige Funktion auch bei den Ameisen vorliegt. Es konnten viele Mikroorganismen nachgewiesen
werden, die auf fermentative Prozesse und N-Recycling im Darm der Ameisen schliefen lassen.

Schliisselworter: Bakterien, tRFLP, TReFID, Ameisen, Akazien, Pseudonyrmex

Summary: I silico analysis of terminal restriction fragments (tRF) of fluorochrome-labelled PCR
products utilising the assignment tool TReFID was used for the gross characterization of the
bacterial community in workers and larvae of Pseudonzyrmex: salvini (generalist), P. gracilis (parasite)
and P, ferruginens (mutualist). The presence of members of different bacterial genera was indepen-
dently confirmed via PCR and cultivation approaches. The bacterial community associated with
Pseudonyrmex turned out to be much more diverse than expected based on earlier studies on related
ants. All tree ant species were dominated by 0, B- and y-Proteobacteria, Actinobacteria, Spiro-
chaetes, Sphingobacteria, Bacilli, Clostridia, Flavobacteria and Bacteroidetes, which display 90 %
of tRF pattern diversity. The community structure is similar to the prokaryotic community of the
termite hindgut which is an adaptation to a highly specialised diet. This similarity might indicate an
adaptation to a deficient diet for the investigated ants. Several of the bacteria identified in the
present study might play role in fermentation and N-recycling processes in the insect gut.
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1. Einleitung der enge Mutualismen mit verschiedenen

myrmekophytischen Pflanzen eingegangen
Der Ameisengattung Pseudomyrmex (Iund, sind. Dabei verteidigen die Ameisen ihre
1831) gehoren zahlreiche Baum bewohnen-  Wirtspflanze gegen Fralifeinde. Innerhalb
de Arten an, die z. T. unabhingig voneinan- dieser Gruppe gibt es Generalisten mit brei-
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tem Nahrungsspektrum (CLEMENT et al.
2008; Ermus 2008; Kautz et al. 2009) sowie
hoch spezialisierte Pflanzenameisen mit rein
pflanzlicher Erndhrungsweise (CLEMENT et al.
2008). Oftmals liegt der Schlissel zum Ver-
stindnis spezialisierter phytophager Insekten
in ithrem Mutualismus zu Mikroorganismen,
die ihnen helfen, die Nahrung zu verdauen
und sie durch Syntheseleistungen mit essen-
ziellen Nihrstoffen wie Aminosauren und
Sekundirstoffen wie z. B. Vitaminen anzu-
reichern (JANSON et al. 2008). Es ist daher mog-
lich, dass es symbiotische Bakterien sind, die
es ursprunglich riuberischen und generalisti-
schen Ameisen ermdglicht haben, hoch spe-
zialisierte Vegetarier zu werden. In der vor-
liegenden Arbeit wird die Diversitit der Mi-
kroorganismen-Population, die in Assozia-
tion mit Ameisen der Gattung Psexdonzyrmex
im Stden Mexikos lebt, mit iberwiegend
molekularbiologischen Methoden untersucht.

Interaktionen von Ameisen und Akazien

Interaktionen zwischen Ameisen und Pflan-
zen, die zum indirekten Schutz der Pflanzen
gegeniiber Herbivoren und Pathogenen fiih-
ren sind in tropischen und subtropischen
Regionen verbreitet. Als echte Ameisenpflan-
zen (Myrmekophyten) bezeichnet man Pflan-
zen, die dauerhaft mit Ameisen assoziiert le-
ben. Solche Pflanzen bieten den Ameisen
spezielle Wohnkammern (Domatien) an, die
bei Vertretern verschiedener Pflanzenfamili-
en aus ganz unterschiedlichen Organen her-
vorgegangen sein konnen. Die Myrmekophy-
ten lassen sich wiederum in zwei Gruppen
aufteilen, deren Lebensweise man als Myr-
mekotrophie und Myrmekophylaxis bezeich-
net. Myrmekotrophe Pflanzen bieten den
Ameisen Wohnraum, um aus den Wohn-
kammern Nihrsalze und Wasser (aus Kot
und anderem Unrat der Ameisen) zu resor-
bieren. Bei der Myrmekophylaxis handelt es
sich um einen Mutualismus zwischen Amei-
se und Pflanze, bei dem die Pflanze Wohn-
raum und gegebenenfalls auch Futter liefert,

um im Gegenzug permanent durch die Amei-
sen gegen Herbivore und/oder Konkurrenz-
vegetation geschiitzt zu sein (BROwN 1960).
Die Pflanze bietet also Ressourcen und er-
fiahrt im Gegenzug durch die Ameisen eine
Dienstleistung (Verteidigung). Bei den Amei-
senakazien (Acacia spp. u. a.) sind die Stipu-
lardornen stark vergroBert, langlebig, spiter
verholzt und mit einem schwammigen Mark
gefiillt. Nahe der Spitze des Dorns existiert
eine dunnwandige Stelle, durch die die Amei-
sen den Dorn besiedeln konnen. Viele dieser
Myrmekophyten weisen extraflorale Nekta-
rien auf, an denen die Ameisen zucker- und
aminosiurehaltigen Nektar ernten kénnen.
Eine Besonderheit einiger .Acacia-Myrmeko-
phyten (Abb. 1) stellen nahrhafte (protein-
und lipidhaltige) Futterkorperchen dar, wel-
che bei als Beltsche-Kérperchen bezeichnet
werden (BELT 1874; RicksoN 1971, 1980). Fur
die jeweils assoziierten Ameisenarten stellen
diese Futterkorperchen die hauptsichliche,
mitunter sogar alleinige Nahrung der Larven
dar (HEIL et al. 1998; CLEMENT et al. 2008).

Interaktionen von Ameisen und Bakterien

Bislang sind erst wenige Symbiosen zwischen
Ameisen und Bakterien untersucht worden.
Dabei handelt es sich meist um sehr spezielle
Interaktionen, wie etwa bei den intrazellula-
ren Symbionten Wolbachia . bei Formica spp.
(WENSELEERS et al. 2002) und Vertretern an-
derer Ameisengattungen (\WENSELEERS et al.
1998; van Bora et al. 2001), den intrazellula-
ren Symbionten Blochmannia bei Camponotus
spp. (RoBameisen) (SAUER et al. 2000, 2002)
und die Ektosymbiose von bestimmten Ac-
tinomyceten mit Pilz kultivierenden neotro-
pischen Ameisen (Attini) (CURRIE et al. 1999;
Boursaux-Eube & Gross 2000). Blochmannia
sp. (Enterobacteriaceae) scheint dem Wirt vor-
nehmlich als Stickstoff-Recycler und als Pro-
duzent essenzieller Aminosduren zu dienen
(GAUDERMANN et al. 2006; Z1ENTZ et al. 2006;
FELDHAAR et al. 2007). Wie Genomanalysen
zeigten, hat das Bakterium die Fahigkeit ein-
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Abb. 1: Abb. 1: Ameise-Akazie-Mutualismus. Einige Pseudomyrmex-Arten bewohnen myrmeko-
phytische Akazien als obligate Mutualisten. Die Ameisenpflanze (hier das Beispiel Acacia) bietet
den Ameisen Wohnraum (Domatium = hohle Stipulardornen) und Futter in Form von EFN
(extrafloraler Nektar an Nektardriisen des Blattstiels) und lipid- sowie proteinreiche Futterkérper-
chen (Beltsche-Kérperchen ). Die Ameisen verteidigen im Gegenzug ,,ihre” Ameisenpflanze gegen
Frafifeinde der Pflanze.

Fig. 1: Some Pseundomyrmex: species obligatorily inhabit Acacia myrmecophytes from which they
receive nesting space (hollow stipular thorns) and food rewards in exchange for defence from
herbivores. These poisonous stinging ants feed exclusively on the plant-derived food rewards,
extrafloral nectar and cellular food bodies (Beltian bodies). In return, the ants defend “their ant
plant against the plant’s natural enemies.

gebiifit, viele (fiir Tiere) nicht-essenzielle
Aminosduren zu produzieren und ist im
Hinblick auf diese Aminoséuren auf die Ver-
sorgung durch den Wirt angewiesen. Dem-
entsprechend ist Blochmannia sp.nicht mehr
in der Lage, aulerhalb einer Wirtszelle zu
leben, geschweige denn, sich aulerhalb des
Wirtes zu reproduzieren (ZIENTZ et al. 2004,
2005). Zumindest bei Wolbachia sp. gibt es
jedoch Hinweise fir einen horizontalen
Transfer des Symbionten auf neue Wirte
(WENSELEERS et al. 2002; HILGENBOECKER et
al. 2008).
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In den letzten Jahren intensiver untersucht
wurde der Mutualismus zwischen Pilz ztch-
tenden Ameisen (Attini) und ektosymbioti-
schen Actinomyceten (CAFARO & CURRIE
2005). Diese Actinomyceten sollen Antimi-
krobia produzieren, die die Pilzkulturen der
Ameisen von Kontaminationen frei halten
(Currik etal. 1999; ZHANG et al. 2007; LiTTLE
& CurrIE 2007, 2008).

Die vorliegende Arbeit befasst sich insbeson-
dere mit den schon frithzeitig beschriebenen
myrmekophytischen Arten der Gattung Aca-
¢ia aus dem Stiden Mexikos und den damit
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assoziierten Ameisen der Gattung Pseudo-
myrmex (Lund, 1831) (BeLT 1874; JANZEN
1966, 1967, 1974). Der Schwerpunkt lag da-
bei auf der obligaten mutualistischen Akazi-
enameise P. ferruginens (Smith, 1877), der auf
Acacia spp. fakultativ parasitischen P. gracilis
(Fabricius, 1804) und der nahe verwandten,
aber nicht mit Ameisenpflanzen assoziierten
P. salvini (Forel, 1899). Diese drei Arten repri-
sentieren die drei wesentlichen Lebensweisen
der mexikanischen Pseudonzyrmex-Ameisen
und einen scheinbaren evolutiven Trend der
Vertreter der Gattung, sich von Omnivorie
(generalistische Ameisen) zur hoch speziali-
sierten Phytophagie (Akazien-Ameisen) zu
entwickeln (WARD & Downik 2005).

Es stellt sich daher die Frage, wie es einer
urspringlich generalistischen Ameise, die
auch tierische Kost zu sich nimmt, mdéglich
war, sich derartig zu spezialisieren. Die die-
ser Arbeit zu Grunde liegende Vermutung,
dass Bakterien einen entscheidenden Ein-
fluss auf die Spezialisierung der Akazien-
ameisen hatten, fuhrte zu einer intensiven
Untersuchung der mit den Ameisen assozi-
ierten Bakteriengemeinschaften mit z. T.
neuartigen Methoden.

2. Material und Methoden

2.1. Probennahme: Ameisen und deren
Larven

Die Probenahme erfolgte von August bis ein-
schlieBlich Oktober 2007 wihrend des Feld-
aufenthalts in Mexiko, Bundesstaat Oaxaca in
der Umgebung der Stadt Puerto Escondido.
Besammelt wurden Kolonien von
Pseudomyrmex ferruginens (F. Smith, 1877),
P. gracilis (Fabricius, 1804). P. salvini (Fo-
rel, 1899) wurde am Rande der Reserva de la
Biosfera Los Tuxtlas (Estacion de Biologfa
Tropical de la UNAM; Volcano San Martin;
Universidad Nacional Auténoma de México),
Bundesstaat Veracruz, gesammelt. Die Kulti-
vierung im Labor erfolgte nach der fiir P. salvi-

nibeschriebenen Methode (Eiamus 2008).

2.2. Experimentelle Grundlagen

Die Gesamt-DNA konnte mit Hilfe handels-
ublicher Ki#s aus den Proben (Ameisen und
Larven) aufreinigt bzw: isoliert werden (Qia-
gen DNeasy® Blood & Tissue Kit, Qiagen
Str. 1, Hilden; MoBio UltraClean™ microbi-
al DNA Isolation Kit und MoBio UltraCle-
an™ Soil DNA Kit, Mo Bio Laboratories Inc.,
Carlsbad, USA). Zunichst konnten tiber eine
PCR mittels genspezifischer Primer fir 16S
rDNA entsprechende Zielgene amplifiziert
werden.

Zur Anwendung kam hauptsichlich eine
tRFLP-Methode (terminaler Restriktionsfrag-
mente-Lingen-Polymorphismus) unter Ver-
wendung des Programms TReFID (RoscH
& Borne 2005). Mit dieser Methode ist es
mdglich, einen sehr grolen Ausschnitt der
Bakterienflora eines beliebigen Biotops bin-
nen verhaltnismafig kurzer Zeit zur identifi-
zieren. Hierbei wurden mit einem Fluotes-
zenz-Farbstoff markierte Primer fir eine PCR
mit den jeweiligen aus dem Biotop isolierten
DNA-Proben verwendet. Danach erfolgte ein
Verdau mit bis zu 13 verschiedenen Restrik-
tionsenzymen fir jede Probe. Dabei blieb je-
weils ein Stick (das terminale Restriktions-
fragment = tRF) mit dem markierten Primer
zuriick, dessen Linge davon abhingt, wann
nach dem Primer die erste Restriktionsstelle
fir das jeweils verwendete Restriktionsenzym
auftritt. Da sich das 16S tfRNA-Gen der ver-
schiedenen Bakterientibotypen voneinander
unterscheidet, kann angenommen werden,
dass unterschiedliche Restriktionsschnittstel-
len (hdufig kurze Palindrome) vorliegen. Beim
Auftrennen im Gel oder Kapillarsequenzierer
werden also diese markierten, terminalen Re-
striktionsfragmente detektiert, deren Linge
nun anhand eines ebenfalls aufgetragenen Stan-
dards mit einem Computerprogramm inner-
halb eines Bereichs von 500 bp nach dem Pri-
mer bis auf eine Base genau bestimmt wer-
den kann. Bekannte Sequenzen vieler verschie-
dener Bakterien in Datenbanken konnten auf
ihre Restriktionsstellen hin untersucht bzw.
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abgesucht werden. Somit war es moglich, die
theoretische Linge eines Restriktionsfragmen-
tes - beispielsweise des 16S-rRNA-Gens - ei-
ner bestimmten Bakterienart unter Verwen-
dung eines bestimmten Restriktionsenzyms
rekonstruiert werden. Mit Hilfe dieser Scha-
blonen konnten die in den Proben auftreten-
den Fragmentmuster den Datenbankeintri-
gen zugeordnet werden. Um eine gewisse Si-
cherheit bei der Bestimmung bis auf Gat-
tungsniveau zu erlangen, werden 13 Restrik-
tionsenzyme verwendet, deren Eignung em-
pirisch und unter Berticksichtigung der be-
kannten Sequenzen eingeschitzt werden kann.
Das Programm TReFID vergleicht die Gro-
Ben aller auftretenden Fragmente mit der
Datenbank und erstellt eine Ergebnistabelle,
in der die identifizierten Bakteriengruppen
und Trefferwerte (Wahrscheinlichkeiten) auf-
gefiithrt werden, die eine Beurteilung der
Qualitit der Identifikation erlauben.

2.3. Datenauswertung mittels Computer-
programmen

2.3.1. Auswertung der Sequenzdaten mit
Computerprogrammen

Die Bestimmung nicht niher klassifizierte
Datenbank-Sequenzen erfolgte tiber eine
Blast-Suche bei GenBank (NCBI; http://
blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi) und zusitz-
lich mit einem Online-Applikation, dem
Database Project I (http://trdp.cme.msu.
edu/classifier/ classifiet.jsp) (WANG et al. 2007).

2.3.2. TReFID-Software

Das Ergebnis der t-RFLP-Auswertung durch
das halbautomatische Programm ® 3.1.2
(Applied Biosystems) war fiir jedes Enzym
(Restriktionsansatz) eine Tabelle, in der alle
auftretenden . h. Signale, aufgefithrt wurden.
Dabei reprisentiert jedes Signal ein termina-
les Restriktionsfragment (t-RT), dessen Gro-
e durch eine Eichgerade ermittelt wird. Die-
se Tabellen dienen als Datengrundlage fur die
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Analyse mit TReFID (Terminal Restriction
Fragment Identifying Program). TReFID ist
ein zur automatischen Analyse von t-RFLP-
Daten entwickeltes Programm (Rosch & Bo-
THE 2005). Abbildung 2 illustriert Funktions-
und Vorgehensweise der Analyse. Bei 13 ver-
schiedenen Restriktionsenzymen hat jeder
Ribotyp ein unverwechselbares t-RF-Lingen-
muster (vergleichbar einem “Fingerabdruck”).
Daher erméglicht das Programm eine Zu-
ordnung der t-RF zu allen nah verwandten
Datenbankeintrigen (d. h. bekannten Mikro-
organismen oder Sequenzdaten aus Umwelt-
proben der NCBI-Datenbank). Das Pro-
gramm vergleicht also die auftretenden t-RIF-
Lingen mit den virtuell geschnittenen Da-
tenbanksequenzen. Das Programm TReFID
steht in der stets aktuellen Version unter
www.trefid.net zur freien Verfiigung,

2.3.3. Bearbeitung und Aktualisierung
der TReFID Referenzdatenbank

Hierbei kamen die Hilfsprogramme (in TRe-
FID enthalten) und PrimerSearch (beide von
C. Rosc, Universitit zu Koln, entwickelte
Hilfsprogramme) zum Einsatz. Bei der Ak-
tualisierung und Erstellung der TReFID-Da-
tenbank wurde folgendermallen verfahren:
Die fiir die Datenbank gewtinschten Eintri-
ge wurden bei NCBI (www.ncbi.nlm.nih.
gov/) als Genbank-file (gb) herunter geladen.
Dieses Format konnte mit GBSD ge6ffnet
und begutachtet werden. GBSD dient der
Verwaltung der Datenbanken. Mit dem Pro-
gramm kénnen Eintrige gelesen, bearbeitet,
tRF-Lingen prognostiziert und Datenbank-
eintrige in andere Formate (txt, FASTA oder
TReFID.org) umgewandelt werden. Die Ein-
trige wurden anschlieSend als TReFID-For-
mat (eine TReFID.org-Datei) gespeichert.
Nun wurde das Hilfsprogramm PimerSearch
geo6ffnet. PimerSearch sucht selektiv nach
Primerbereichen in der Sequenz des Daten-
bankeintrags. Neben einigen Primern, die
dem Benutzer zur Auswahl stehen, kann auch
jede beliebige Pimersequenz manuell einge-
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Abb. 2: Arbeitsschritte der tRFLP-Analyse mit TReFID. Nach der Gesamt-DNA-Extraktion und
der PCR mit fluorochrom-markiertem Primern werden die Amplifikate einem Restriktionsverdau
mit 13 verschiedenen Enzymen in 13 separaten Ansitzen unterzogen. Es erfolgt das ,,Imaging* z. B.
mit einem ABI-Sequenzierautomaten (Kapillarsequenzierer oder Gelsequenzierer) und die an-
schlieBende Bestimmung der Fragmentgroien mit Hilfe des Grofenstandards und der jeweiligen
Geritesoftware. Die Daten der FragmentgroBenbestimmung kénnen einer TReFID-Analyse un-
terzogen werden. Das Ergebnis (,,output®) der Analyse wird als ,,match- und score“-Liste und als
Textdatei ausgegeben, die alle Referenzsequenzen der Treffer-Liste beinhaltet. Da stets auch viele
taxonomisch nicht oder nicht richtig eingeordnete Sequenzdaten in der Datenbank (basiert auf der
NCBI-Datenbank) enthalten sind, kénnen diese mit Hilfe des Database Project II abgeglichen
werden (WANG al. 2007).

Fig 2: tRFLP analysis with TReFID. TReFID applies 7 silico analysis of terminal restriction
fragments (tRF) obtained from digestions of fluorochrome-labelled PCR products (16S tDNA)
with multiple restriction enzymes and allows the gross characterization of bacterial life in any
complex bacterial community. The fluorochrome labeled PCR products were purified and partitio-
ned, and aliquots were subjected to restriction digests using up to 13 different enzymes in parallel.
Fragment size analysis was performed with an ABI 3730 instrument and afterwards analysed with
TReFID. All detected patterns of restriction fragments were compared to all entries of the TRe-
FID database. Matches (available as match- and score lists) of doubtful taxonomic classification
have been checked with the online tool Ribosomal Database Project II (WANG et al. 2007).
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geben werden. Ferner ldsst sich eine ,,maxi-
mum number of primer mismatches to tem-
plate sequences® zwischen 0 und 9 festlegen.
Dies erlaubt eine Erh6hung oder Absenkung
der Treffergenauigkeit. Nach der Festlegung
des gewtinschten Primers und der ,,primer
mismatch number* kann die zu bearbeiten-
de Datei gesucht und der Suchvorgang ge-
startet werden. Dabei generierte das Pro-
gramm eine txt-Tabelle, die fiir die weitere
Bearbeitung notwendig war. Die TReFID.
org-Datei wurde nun erneut mit GBSD ge-
offnet und tiber Optionen Import table wurde
die zuvor von PrimerSearch erstellte txt-Ta-
bellen-Datei geladen. Nun wurden die Da-
tenbankeintrige mit dem Ergebnis der Pri-
merSearch verglichen und die resultierende Ta-
belle konnte erneut gespeichert werden. Die-
se Datei wurde nun abermals mit GBSD ge-
offnet und iber Optionen Length konnten
die tRF-Lingen fiir die verbliebenen Daten-
bankeintrige kalkuliert werden. Die Tabelle
wurde nun wieder als TReFID.org-Datei ge-
speichert und konnte nun entweder als Da-
tenbank in TReFID geladen werden, oder an
eine bestehende TReFID-Datenbank tber
GBSD angehangen werden.
Begriffsdefinitionen: Referenzdatenbank
(TReFID-Datenbank): Datenbank mit der-
zeit 22.239 Eintrdgen von Bakterien- und
Archaeen-16S tRNA-Gen-Sequenzen der
GenBank (NCBI) mit allen dazugehdérigen
Informationen. Zusitzlich beinhalten die
Eintrige zur Kalkulation mit TReFID die
ausgehend von der Sequenz kalkulierten tRF-
Muster (siche folgende Definition).
tRF-Muster (tRF pattern): Jede Datenbank-
sequenz lisst sich durch einen Datensatz aus
Restriktionsenzymen und zugehérigen tRT's
beschreiben. Diese tRF-Lingen entstehen durch
unterschiedliche Schnittstellen der eingesetzten
Restriktionsenzyme. Dabei kénnen dhnliche
Sequenzen (relative Verwandschaft) das gleiche
tRF-Muster ergeben, besonders bei der Betrach-
tung weniger Enzyme. Die Auswertung von
TReFID-Ergebnislisten erfolgte auf der Basis
von tRF-Mustern und nicht nur Treffern).
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Treffer (hit, score): Eintragin der TReFID-
Ergebnisliste mit Angaben zum Uberein-
stimmungsgrad des detektierten Musters mit
dem Datenbankeintrag, taxonomischen Da-
ten zum Treffer sofern bekannt, Angaben zu
dazugehorigen tRF-Muster und allen Infor-
mationen einschliefllich Sequenz des Gen-
Bank-datenbankeintrags bei NCBI.

Weitere Informationen sind den Originalver-
offentlichungen (Roscr & BotnE 2005; EiL-
Mus et al. 2007) und der HP: http://www.
trefid.net/ zu entnehmen.

2.4. Statistik

Fr statistische Untersuchungen wurdeStati-
stica 6 (Statsoft) verwandt. Wegen der sehr
unterschiedlichen Stichprobenzahlen wurde
in erster Linie der nichtparameterischeMann-
Whitney U-Test genutzt. Wurden prozentuale
Werte zweier Verteilungen statistisch mitein-
ander verglichen, wurden diese Werte arcsin-
transformiert (Wert/100, dann quadratische
Wurzel, anschlieBend arcsin-Transformation)
(HoGG & CRrAIG 1995; ZAR 19906). Diese Bear-
beitung erfolgte in Microsoft Excel. Die stati-
stischen Angabe erfolgen als p-Werte, wobei
p <0,05 = schwachsignifikant, p <0,001 =
signifikant, p <0,0001 = hochsignifikant mit
Angabe der dazugehérigen Wiederholungen.

3. Ergebnisse
3.1. Uberpriifung von TReFID

Die urspriinglich 17.462 Eintrige zdhlende
16S rDNA Datenbank (Fintrige = Referenz-
sequenz eines bekannten Bakteriums oder
Umweltbakteriums mit prognostiziertem
Restriktionsmuster und allen verfiigharen
Informationen der Datenbank) wurde fiir
diese Studie auf 22.239 Eintrige erweitert .
Alle Einstellungen des Programms entspra-
chen den Grundeinstellungen (bei 13 Enzy-
men waren neun prognostizierte Fragmente
notwendig, um einen Treffer in die Ergeb-
nisliste aufzunehmen; es wurde nach Het-
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stellerangaben von einem Fehler von + 0,5 %
bei der Gréflenbestimmung der Fragmente
mit Scanner v1.0 (Applied Biosystems, Fo-
ster City, USA) ausgegangen .

Insbesondere zur Uberpriifung der deutlich
aufgestockten Datenbank (s. 0.) wurden
Fragmentdatensitze einer kiinstlichen Mi-
schung von Escherichia coli, Azospirillum bra-
silense und Rhizobium leguminosarum unter un-
terschiedlichen Programmeinstellungen ana-
lysiert. Bei der Grundeinstellung (13 Frag-
ment-Einzeldatensitze) wurden nur solche
Datenbankeintrige als nachgewiesen einge-
stuft, welche zumindest zehn der 13 pro-
gnostizierten terminalen Fragmente aufwie-
sen. Unter diesen Bedingungen konnten fir
die kiinstliche Fragmentmischung 121 tRF-
Muster detektiert werden, von denen 71
Muster den Enterobactetiaceae (und zwar der
nichsten Verwandtschaft von E. co/i), 41
Muster den Rhizobiaceae (R. leguminosarium)
und drei Muster den Rhodospirillaceae (A.
brasiliense) zugeordnet werden konnten.
Sechs Muster konnten lediglich den Rhizo-
biales zugerechnet werden.

Abbildung 3 illustriert die verschiedenen Re-
sultate der TReFID-Analyse bei unterschied-
lichen Programmeinstellungen (Anzahl pro-
gnostizierter tRF-Muster in Relation zur
Enzymzahl). Eine Fokussierung auf zu-
nehmend niedrigerer taxonomischer Ebene
wurde mit zunehmender Enzymzahl und
dadurch abnehmender Fehlidentifizierun-
gen (Abb. 4) deutlich. Anteil der tRF-Mu-
ster, die anderen Ordnungen als denen der
drei Bakterienstimmen (A. brasiliense, E. col,
R. leguminosarum) zugeordnet wurden, be-
trug bei bis vier verschiedenen Enzymen
knapp 20 % der Treffer und verringerte sich
auf knapp 4 % bei elf und zwolf verschie-
denen Enzymen. Die Uberpriifung fiihrte
dazu, dass fur die weitere Auswertung aller
Daten nur solche Taxa als fiir die Probe iden-
tifiziert galten, wenn zumindest finf un-
abhingige tRF-Muster die Anwesenheit in
der Probe bestitigen. Zudem wurden Da-
tenbankeintrige von (ungewohnlichen, sel-

tenen) Bakteriengruppen, die nur mit weni-
gen Mustern reprisentiert wurden, taxono-
misch tiberpriift. Hierbei stellte sich heraus,
dass z. B. auf Gattungsniveau die Enterob-
acteriaceae mit tRF-Daten allein nur schwer
voneinander zu unterscheiden waren. So
wiesen die Gattungen Escherichia und Sal-
monellaviele identische tRF-Muster auf. Da-
her werden Aussagen zur Diversitit nur auf
tREF-Muster bezogen. Vertreter bestimmter
Gattungen wurden nur dann als in der Pro-
be vorhanden aufgefasst, wenn spezifische
Muster, die auf die Gegenwart der Vertreter
einer bestimmten Gattung hinweisen, wie-
derholt auftraten. Auf der Ebene von Ri-
botypen (Arten) kann keine Aussage getrof-
fen werden.

3.2. Mit Ameisen assoziierte Bakterien

Es konnten mit der tRFLP-Methode und
TReFID tRF-Muster von 30 mikrobiellen
Klassen in den Proben nachgewiesen werden
(Acidobacteria, Actinobacteria, 0--Proteobac-
teria, Anaerolineae, Aquificae, Bacilli, Bacte-
roidetes, B-Proteobacteria, Chlorobia, Chlo-
roflexi, Clostridia, Cyanobacteria, Defertibac-
teres, Deinococci, 8-Proteobacteria, e-Prote-
obacteria, Flavobacteria, Fusobactetia, y-Pro-
teobacteria, Gemmatimonadetes, Lentisphae-
rae, Mollicutes, Nitrospira, Planctomycetacia,
Sphingobacteria, Spirochaetes, Thermopro-
tei, Thermotogae, TM7, Verrucomicrobiae)
(Enmus & HEi 2009). Acht Divisionen ver-
einten im Durchschnitt iber 90 % aller tRF-
Muster auf sich (Eimus & HEir 2009). Diese
Divisionen waren Acidobacteria, Actinobac-
teria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicu-
tes, Planctomycetes, Proteobacteria und Spi-
rochaetes. Alleine vier Divisionen Firmicut-
es, Bacteroidetes, Proteobacteria und Actinob-
acteria machten einen Anteil von durchschnitt-
lich 83 % der Gesamtdiversitit aus (Anzahl
unterschiedlicher tRF-Muster).

Die quantitative Verteilung der tRF-Muster bei
TLarven und Arbeiterinnen aller Arten war sehr
dhnlich und zeigte nur in wenigen Fillen signi-
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Abb. 3: Verhiltnis von irrtimlich identifizierten Taxa zur Anzahl der verwendeten Enzyme und
zur absoluten Anzahl von Treffern und tRF-Mustern. Analysiert wurde eine kiinstlich zusammen-
gestellte Probe aus Escherichia coli, Rhizobium leguminosarnm und Azospirillum brasiliense. Mit zuneh-
mender Anzahl von Restriktionsenzymen, die fiir die Analyse eingesetzt werden, wird das Ergebnis
zunchmend fokussiert; die Anzahl verschiedener Treffer (Bakterien der Datenbank, die der Probe
zugeordnet werden) sowie die zu Grunde liegende tRF-Muster-Anzahl nehmen ab. Bei 12 Enzy-
men wutden noch 47 tRF-Muster identifiziert: 17 tRF-Muster fiir Enterobactetiaceae (E. co/i), 27
tRF-Muster fiir Rhizobiaceae (R. lguminosarum), 1 tRF-Muster fiir Rhodospitillaceae (A. brasiliense).
Fig. 3: Proportion of erroneously detected taxa relative to the number of enzymes utilised for the
analysis ant to the number of matches and tRF pattern. An artificial mixture of Escherichia coli,
Rbizobium leguminosarnm and Azospirillum brasiliense has been analysed. With increasing number of
restriction enzymes the analysis becomes more and more focused: The number of matches and tRF
pattern decreases. Using the data set of 12 enzymes, 47 tRF pattern still have been found by
TReFID. 17 patterns for Enterobacteriaceae (E. co/i), 27 tRF pattern for Rhizobiaceae
(R. leguminosarnm) and 1 tRE pattern for Rhodospirillaceae (A. brasiliense).

fikante Unterschiede. Deutliche Unterschiede  ster war bei P, ferruginens mit im Schnitt 3.379
zeigten sich in der Zahl detektierter tRF-Mu- (£ 2.000) Muster bei Larven und 3260 (£ 2000)
ster: Die durchschnittliche Musterzahl bei Muster bei Arbeiterinnen signifikant hoher als
P. gracilislag im Falle der Arbeiterinnen bei 144 bei P. salviniund P. gracilis (Abb. 5; Mann-Whit-
(£ 92) und bei den Larven um 220 (+ 144). ney U-Test: P. gracilis gegen P. ferruginens:
P, salyini kam auf durchschnittlich 463 (+ 63) p<0,001; P. salvini gegen P. ferruginens: p<0,05;
und 472 (£ 246) fir Larven und Arbeiterin- P, gracilis gegen P. salvini: p< 0,01; P. salvini:n =
nen. Die Diversitit unterschiedlicher tREF-Mu-  6; P. gracilis: n = 5; P._ferruginens: n = 7). Die

Entomologie heute 21 (2009)



110

SascHA Eimus

Rhizobiales

Ribosomal TReFID
45% Classifier score value
value

Afipia 100% 78 %- 100 %
— 40% Azorhizobium 100 % 90 %- 100 %
9 Bartonella 100 % 78 %- 100 %
‘g Bradyrhizobium 100 % 78 %-92 %

0, - nsier o o- o
S 35% Ensife 100 % 80 %- 100 %
0 Mesorhizobium 100 % 78 %-92 %
'&- Rhizobium 100% 77 %- 100 %
= 30% Ochrobactrum 100 % 78 %- 100 %
@
o
8 25%
i
[&]
B 20%
()
>
B 15% -
..g 1
8 10% Flajiobacteria
08_
5% Sphi
Bagteroidgte:
0%

g g 3

2 2 ©

g g 3

o o <}

) o [0}

h=t £ ©

S =

< 8 @

Caulobacterales

Sphingomonadal

acterales

Rhodos| S

®_|

T

%]
ol
2
3
2
£
=
i

Proteobacteria p||
Spirochaetes

Cyanobacteria
Planctomycetes

Abb. 4: Auswertung von tRFLP-Daten mit TReFID. Das Schema illustriert die Auswertungs- und
Fokussierungsmoglichkeiten von tRFLP-Auswertungen. Von den grofien taxonomischen Einhei-
ten wie Divisonen und Klassen ausgehend, kann bis in den Bereich der Ordnungen, Familien und
Gattungen fokussiert werden (es sind die angegeben, die 90 % der Gesamtdiversitit ausmachen).
Die Abbildung illustriert Ergebnisse der Analyse der Bakteriengemeinschaft von P. ferrugineus (Eni-
Mus & HEir 2009).

Fig. 4: Example of a TReFID analysis. With tRF-pattern data it is possible to focus on diversity
from the ranks of high taxonomic levels like divisions and classes down to the ranks of orders,
families and genera (only those groups are shown, which comprise 90 % of tRF pattern diversity).
This example shows results of an analysis of the bacterial community of P. ferruginens (Enmus &

HeiL 2009).

Diversitit unterschiedlicher tRF-Muster et-
scheint also bei P, ferruginens deutlich gréf3er als
bei P. salviniund P. gracilis (Abb. 5).

Die bakterielle Gemeinschaft der drei Amei-
senarten wurde stark durch Proteobakterien
geprigt, die bei P. ferruginens 51 %o, bei P. gracilis
61 % und bei P. salvini73 % aller determinier-
baren tRF-Muster ausmachten. Im Detail
konnten bei Pseundonzyrmex tRE-Muster von
fiinf Klassen der Proteobakterien (0-, B-, V-,
&-, &-Proteobactetia) mit insgesamt 39 Famili-

en identifiziert werden. Bei allen Proben der
untersuchten Ameisenarten waren 0.-, B- und
Y-Proteobacteria besonders divers vertreten.
Dabei wurden die 0-Proteobacteria iberwie-
gend durch Rhizobiales (Rbizobiun sp., Bar-
tonella sp.), gefolgt von Rhodospirillales, Rho-
dobacteriales und Sphingomonadales, die B-
Proteobacteria tiberwiegend durch Burkholde-
riales und die y-Proteobacteria durch Pseu-
domonadales, Oceanospirillales, Enterobacte-
riales reprisentiert.
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Abb. 5: Mittelwerte fiir die Anzahl unterschied-
licher tRF-Muster fiir Pseudonyrmex: salvini, P.
gracilis und P. ferrugineus. Durchschnittliche An-
zahl der tRF-Muster, die mit den TReFID-Ana-
lysen gewonnen wurden. Es konnten stets signi-
fikant mehr tRF-Muster bei P. ferruginens nach-
gewiesen werden, als bei P. gracilis und P. salvini
(c zu a und b). AuBlerdem konnten mehr tRF-
Muster fir P. salvini als fir P. gracilis detektiert
werden (a zu b; Statistica 6 (S7atSof?); Mann-
Whitney U Test: P. gracilis gegen P. ferrugineus:
p < 0,001; P. salvini gegen P. ferruginens: p < 0,05;
P. gracilis gegen P. salvini: p < 0,05). (P. salvini:
n = 6; P. gracilis: n = 5; P. ferruginens: n = 7).
Fig. 5: Number of different tRF patterns of the
ants Pseudomyrmex: salvini, P. gracilis und P. ferrugi-
nens. Median number of tRF pattern from TRe-
FID analysis. Significant more tRF pattern for P,
ferruginens were found than from the other two
species and for P. salvini more pattern have been
detected than from P. gracilis samples (Mann-
Whitney U Test: P. gracilis against P. ferruginens:
p < 0,001; P. salvini against P. ferrugineus:
p < 0,05; P. gracilis against P. salvinz: p < 0,05).
(P. salvini: n =
n =7).

6; P. gracilis: n = 5; P. ferruginens:

3.3. Vergleich der Bakteriengemein-
schaften

Bei den unterschiedlichen Analysen der drei
verschiedenen Pseudomyrmex-Arten durch
TReFID wurden sehr unterschiedliche
durchschnittliche tRF-Musterzahlen ermit-
telt (Abb. 5), was auf Unterschiede in der

Entomologie heute 21 (2009)

Diversitit der Bakteriengemeinschaften der
Ameisenarten hindeutet. Berechnet man je-
doch die prozentualen Verhiltnisse der An-
teile der fiir jedes Taxon spezifischen tRF-
Muster bezogen auf die Gesamtanzahl aller
Muster jeder Finzelanalyse, ergeben sich gro-
Be Ubereinstimmungen in der relativen
Zusammensetzung der mit den drei unter-
suchten Ameisenarten assoziierten Bakteri-
engemeinschaften (Abb. 6). Wie aus Abbil-
dung 6 ersichtlich, sind y- und o-Proteob-
acteria, Cyanobacteria, Actinobacteria, B-Pro-
teobacteria, Spirochaetes, Sphingobacteria,
Bacilli, Clostridia, Flavobacteria, Bacteroide-
tes und &-Proteobacteria jene Gruppen, die
mit iber 90 % der tRF-Muster den gréB3ten
Anteil der Bakteriendiversitit bei allen drei
Ameisenarten stellen. Signifikante Unter-
schiede im Verhiltnis der Anteile einzelner
Gruppen konnten fiir die B-Proteobactetia
und im geringeren Male fiir Acidobacteria,
d-Proteobacteria und Verrucomicrobiae er-
mittelt werden [Mann-Whitney U-Test fiir
B- (p<0,01), 3-Proteobacteria (p< 0,01),
Acidobacteria (p<0,01) und Verrucomicro-
bia; p<0,05)]. Tendenziell nechmen die Y-
Proteobacteria bei P. gracilisund besonders
bei P. salvini den grofiten Anteil der tRF-
Muster ein, wogegen bei P. ferruginens die ol
Proteobacteria anteilsmafig im Durchschnitt
mit den y-Proteobacteria gleich auf liegen.
Abbildung 7 illustriert die Zusammenset-
zung der tRIF-Muster der drei wichtigsten
Proteobakteriengruppen Y, o und B bei
P. ferrugineus, P. gracilis und P. salvini. Die
Kreisdiagramme gehen auf die Durch-
schnittswerte aller Analysen fur die jeweilige
Art zuriick. Bei dieser Betrachtung waren die
diversesten Ordnungen innerhalb der -
Proteobacteria die Oceanospirillales, Ente-
robacteriales, Alteromonadales und Pseu-
domonadales. Signifikante Unterschiede
zwischen den untersuchten Ameisenarten
waren nicht festzustellen. Auch bei der Zu-
sammensetzung der tRF-Muster bei o- und
o-Proteobakterien konnten keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen P. gracilis und
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Abb. 7: Vergleich der drei diversesten Proteobakterienklassen zwischen P. ferrugineus, P. gracilis und
P. salvini. Diversitit der Proteobakterienklassen 0-, B- und y-Proteobacteria dargestellt als prozen-
tuale Aufteilung der tRFLP-Muster (Durchschnittswerte aller Analysen der jeweiligen Ameisenart;
P. ferruginens (n = 7), P. gracilis (n = 13) und P. salvini (n = 6) nach taxonomischen Gruppen aus der
TReFID-Auswertung von 16S tDNA-tRFLPs aus Gesamt-DNA Proteobakterien. Auf die Auf-
teilung der Ordnungen fiir die Klassen o~ und -Proteobacteria bei P. salvini wurde verzichtet, da
die tRF-Musterzahl bei dieser Art fir diese Gruppen sehr gering war. Zusammensetzung (in Ord-
nungen) der O-, - und y-Proteobacteria: A: Acidithiobacillales; B: Thiotrichales; C: Chromatiales;
D: Xanthomonadales; E: Oceanospirillales; F: Enterobacteriales; G: Alteromonadales; H: Pasteu-
rellales, I: Pseudomonadales; J: Rickettsales; K: Caulobacterales; I: Sphingomonadales; M: Rho-
dobacterales; N: Rhodospirillales; O: Rhizobiales; P: Nitrosomonadales; Q: Procabacteriales; R:
Hydrogenophilales; S: Methylophilales; T: Neissetiales; U: Rhodocyclales; V: Burkholderiales.
Fig. 7: Comparison of the tRF composition of three major Proteobactia classes P. ferrugineus, P.
gracilis and P. salvini. The major relative contribution of tRF patterns (= terminal restriction
fragment fingerprints) from different bacterial taxa is depicted separately for the tree ant species
and the relative composition of 0., B- and Y-Proteobacteria is presented.
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P. ferruginens ermittelt werden. Auf eine Dar-
stellung der Werte fiir die beiden letzt ge-
nannten Gruppen bei P. salviniist aufgrund
sehr weniger und daher nicht aussagekrifti-
ger tRF-Musterzahlen verzichtet worden.

4. Diskussion
4.1. Beurteilung der tRFLP-Methode

Wichtig fiir die Auswertung der TReFID-
Ergebnisse ist, dass die Anteilsverhiltnisse
der verschiedenen Taxa in Form der tRF-
Muster nicht das Verhiltnis von individuen-
stark und individuenschwach (absolute Po-
pulation- oder Zellzahlen) in einer Umwelt-
probe widerspiegeln, sondern nur zeigen,
welche Gruppe diverser (also mit mehr un-
terschiedlichen tRF-Mustern, die auf mehr
verschiedenen Ribotypen in der Probe schlie-
Ben lassen) in einer Umweltprobe vertreten
ist. Daher kann kein Diversititsindex wie z. B.
der SHANNON-WIENER Index (SHANNON 1948)
bestimmt werden.

Methoden, die zur Quantifizierung anderer
auf tRFLP-basierender Populationsanalysen
verwendet werden, kdnnen nicht auf die
TReFID-Methode tibertragen werden, da
diese Methoden quantitative Anderungen in
der Zusammensetzung der Populations-
struktur anhand von Verinderungen der Fla-
chengréBen der tRF-Peaks vergleichen (GAR-
DENER & WELLER 2001; BANKHEAD et al.
2004; BEniTEZ et al. 2007). Dagegen wurde
TReFID als Applikation zur qualitativen
Identifikation der Mitglieder diverser mikro-
bieller Gemeinschaften entwickelt (ROscH &
BoruE 2005).

Zur Uberpriifung der Funktion von TRe-
FID in Kombination mit der seit der Ver6f-
fentlichung (RoscH & BortHE 2005; RoscH
etal. 2006) erheblich aufgestockten Daten-
bank wurden Fragmentdatensitze einer
kinstlichen Mischung von Escherichia colk,
Azospirillum
Rhizobium leguminosarum unter unterschied-

brasilense und

lichen Programmeinstellungen analysiert

Entomologie heute 21 (2009)

(siehe TReFID-Uberpriifung (siche Ab-
schnitt 3.1). Die Frage war hier, unter wel-
chen Analysebedingungen (Fehlerspielraum
der tRF-Peak Fragmentlingenbestimmung
und Anzahl notwendiger Enzyme) mog-
lichst exakte Ergebnisse zu erzielen sind (sie-
he Abb. 3). Da nicht ausgeschlossen werden
konnte, dass taxonomisch fehlerhaft ein-
gruppierte Referenzsequenzen der GenBank
(http://www.ncbinlm.nih.gov/) zu fal-
schen Identifikationen fiihren, wurden die
zugrunde liegenden Sequenzen mit dem
Naive Bayesian Classifier taxonomisch ein-
geordnet (WANG et al. 2007). Die Sequenzen
konnten nur bis zur Stufe Proteobacteria si-
cher (100 %) zugeordnet werden. Aufgrund
vieler solcher taxonomisch unsicherer Se-
quenzen wurde entschieden, fir die tRFLP-
Analyse der vorliegenden Arbeit nur dann
Taxa als identifiziert/detektiert gelten zu las-
sen, wenn zumindest finf unabhingige
tREF-Muster die Gegenwart in der Probe be-
stitigen. Zudem wurden Datenbankeintri-
ge von (exotischen bzw. seltenen) Bakteri-
engruppen, die nur mit wenigen Mustern
reprisentiert wurden, taxonomisch iber-
prift.

Mittlerweile sind Verfahren wie das Anlegen
von Klonbibliotheken zumindest in grolen
Labors weitestgehend automatisiert, wo-
durch eine grofle Anzahl von Klonen erfasst
werden kann. Auch Metagenomanalysen er-
lauben den umfassenden Einblick in arten-
reiche mikrobielle Gesellschaften (TURNBAUGH
et al. 2007; WARNECKE et al. 2007; XU et al.
2007). Der oft diskutierte Nachteil selektiver
Primer (es gibt keine wirklich universellen
Primer fiir Prokaryoten) liegt bei diesen Me-
thoden wie auch bei den tRFLP-Verfahren
vor, da beide Ansitze auf der PCR-Techno-
logie basieren. Diese Ansitze und insbeson-
dere die Sequenzierung der vielen Klone sind
jedoch erheblich teurer als eine Fragmentana-
lyse. Die Vorteile der tRFLLP-Methode liegen
damit klar im geringeren Arbeitsaufwand und
in der preiswerteren Fragmentanalyse begrin-
det (RoscH et al. 2006; ScHUTTE et al. 2008).
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4.2. Bakteriengemeinschaften bei
Ameisen und Termiten

Den groBten Teil (bei Pseudomyrmex: ferrugineus
93 %) aller nachgewiesenen tRIF-Muster repri-
sentieren Vertreter acht verschiedener Bakteri-
en-Divisionen, und zwar Acidobactetia, Ac-
tinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Fir-
micutes, Planctomycetes, Proteobactetia und
Spirochaetes (Eimus & Hei 2009). 99 % der
Darmflora des Menschen setzen sich im Ver-
gleich aus Firmicuten, Bacteroidetes, Proteob-
acteria und Actinobacteria zusammen (Eck-
BURG & RELMAN 2007). In allen von mir unter-
suchten Pseudomyrmex-Arten stellten drei gro-
Be Klassen der Proteobacteria (0-, B- and -
Proteobacteria) die diversesten Gruppen (ge-
messen an der Anzahl der unterschiedlichen
tREF-Muster bzw. Ribotypen) dar, die viele
weitverbreitete und gut bekannte Symbion-
ten anderer Ameisen beinhalten (Blochmannia
sp.: B-Proteobactetia; Wolbachia sp.: ot-Prote-
obacteria; Darmbakterien von Tezraponera: O-,
B- und y-Proteobacteria). Eine ganze Reihe
von Vertretern dieser Bakteriengattungen wur-
den bereits als Symbionten anderer Insekten
beschrieben, wihrend einige andere Gattun-
gen als Symbionten von Pflanzen bekannt sind
(Azorbizobinm sp., Bradyrbizobium sp., Devosia
sp., Ensifer sp. und Mesorhizobinm sp. [Rhizo-
biales], Swaninathania sp. [Rhodospiralles] and
Acidovorax sp. [Burkholderiales]). Zum Teil
handelt es sich auch um bislang eher als frei
lebend bekannte aquatische Bakterien oder
Bodenbakterien (Fulvimarina sp. und Hypho-
microbium sp. [Rhizobiales| and Acetobacter sp.
[Rhodospirillales]). Insgesamt wurden 15 Taxa
der Eubakterien und Archaeen (Acidobactetia,
Aquificae, Chlamydiae, Cyanobacteria, Bacte-
roidetes, Planctomycetes, Gemmatimonade-
tes, Crenarchaeota, Euryarchaeota, [Rhodospi-
rillales, Oceanospirillales, Xanthomonadales,
Lactobacillales, Desulvovibrionales, Methano-
sarcinales]) hier erstmalig als Ameisen assozi-
iert nachgewiesen.

Komplexe Interaktionen mit Mikroorganis-
men kénnten ein Schlissel zum Erfolg der

Ameisen sein. Jedoch gibt keine der genann-
ten Untersuchungen einen Uberblick iiber die
Bakteriengemeinschaft der jeweils untersuch-
ten Ameisen, sondern greift selektiv be-
stimmte Bakteriengattungen aus dem Ge-
samtkontext heraus. Die Bakteriengemein-
schaft, die mit den untersuchten Arten der
Gattung Pseudomyrmex assoziiert ist, stellte
sich als weitaus artenreicher heraus, als bishe-
rige Studien an der nichst verwandten Amei-
sengattung Tefraponera (vAN Borm et al. 2002;
StorL et al. 2007) hitten vermuten lassen. So
konnten bei den Untersuchungen von Tetra-
ponera-Arten insgesamt nur vier verschiedene
Bakterienklassen nachgewiesen werden (vAN
Borwm et al. 2002; StoLL et al. 2007). Demge-
gentiber stehen 13 verschiedene Klassen, die
in allen drei untersuchen Psezdomyrnzex-Ar-
ten nachgewiesen werden konnten. Im Falle
von P. ferruginens deuten die tRFLP-Daten
sogar auf das Vorhandensein von bis zu 30
Klassen hin (Eivus & Heir 2009). Im Ver-
gleich zu einzelnen Arbeiten tber symbioti-
sche oder anderweitig mit Tieren assoziierte
Prokaryoten und Prokaryotengemeinschaften
wirkt die enorme Vielfalt unterschiedlicher
tRIF-Signale der Analyse, die auf das Vorhan-
densein vieler verschiedener Prokaryoten hin-
deutet, fast unwahrscheinlich. Dem kann man
jedoch entgegenhalten, dass alle Isolate und
bakteriellen  Sequenzinformationen
(16S tDNA; iiber PCR, Klonieren und Se-
quenzieren gefunden) in den Ergebnissen der
tRFLP-Analyse mit TReFID wieder zu fin-
den waren und dass tatsichlich wenig tiber
Diversitit, Zusammensetzung und Okolo-
gie der Umweltbakteriengemeinschaften be-
kannt ist (Pace 1997; ScHLOSS & HANDELS-
MAN 2004).

Die eusozialen, hinsichtlich ihrer mikrobiel-
len Assoziationen einigermal3en gut unter-
suchten Termiten (Isoptera) sind mit Amei-
sen vergleichbar. Der tiberaus dicht mit Mi-
kroorganismen besiedelte Hinterdarm der
Termiten wird bereits seit 1973 intensiv un-
tersucht (BENEMANN 1973; BREZNAK et al.
1973; FrENCH et al. 1970), in der immer wie-
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der neue Aspekte der mikrobiellen 6nose
durch Neubeschreibungen von Bakterien auf-
gedeckt wurden und werden (BAKALIDOU et
al. 2002; WENZEL et al. 2002; L et al. 2003;
DRoGE et al. 2006; FROHLICH et al. 2007; K-
NIG et al. 2007; SHINZATO et al. 2007; DROGE
etal. 2008; KOoHLER et al. 2008; PrrrMaN et al.
2008). Tabelle 1 fithrt diese bisherigen Er-
gebnisse dieser Untersuchungen auf. Vor die-
sem Hintergrund erscheint die grof3e mikro-
bielle Diversitit der Ameisen der Gattung
Psendomyrmex nicht unwahrscheinlich. Wie im
Termitendarm rekrutieren sich die Bakterien
des Ameisendarms aus den Gruppen o.-, 3-,
-, 8-Proteobakterien, Actinobacteria, Firmi-
cutes, Bacteroidetes, Planctomycetes, Spiro-
chaetes, Fibrobacteres-Acidobacteria-Gruppe

len der Prokaryotengesellschaften in beiden
Insektengruppen sehr dhnlich ablaufen.

Bei Ameisen, die sich carnivor erndhren, kann
von einem C:N-Verhiltnis von etwa 3,7:1
ausgegangen werden. Dieses Verhiltnis be-
zieht sich auf die durchschnittliche Amino-
sdurezusammensetzung von tierischen Pro-
teinen. Fir Honigtau lies sich ein C:N-Ver-
hiltnis von dutrchschnittlich 66,6:1 anhand
von Literaturangaben errechnen (WOODRING
etal. 2004). Im extrafloralen Nektar, dessen
I6sliche Bestandteile ebenfalls zum gréfiten
Teil Saccharide darstellen, konnen dhnliche
Verhiltnisse ermittelt werden (HEIL et al.
2004b, 2005b). Fir den extrafloralen Nektar
von Acacia cornigera Myrmekophyt) konnte
ein relatives C:N-Verhiltnis von 109:1, von

und Archaeen. Das tREFLP-Massenscreening  A. hindsii Myrmekophyt) ein C/N-Verhilt-

mit TReFID der mit arborealen Ameisen as-
soziierten Bakteriengemeinschaft ist damit der
erste Hinweis auf eine bislang verborgene
mikrobielle Diversitit.

Bei der komplexen mikrobiellen Gesellschaft
im Termitendarm handelt es sich um eine
auBergewohnliche Anpassung an eine beson-
ders einseitige, nihrstoffarme Nahrung, die
aus Holz, verrottendem pflanzlichen Materi-
al oder Erde besteht (KONIG et al. 1999). Tat-
sichlich scheint es erhebliche Gemeinsamkei-
ten im Bereich der Erndhrung zwischen den
untersuchten Baum bewohnenden Ameisen
und Termiten zu geben. Die Nahrungsquel-
len beider sind sehr kohlenhydratreich und
relativ arm an organischen Stickstoffverbin-
dungen. Wihrend die Nahrungsquellen der
Ameisen (Honigtau, extrafloraler Nektar und
Futterkorperchen) jedoch sehr leicht verdau-
lich, ja sogar regelrecht vorverdaut sind (HEIL
et al. 2005a, b), bediirfen die Termiten bei
ihrer schwerverdaulichen Kost (Cellulose,
Lignin u. a.) der Hilfe spezieller Mikroorga-
nismen mit entsprechender Enzymausstat-
tung (ITAKURA et al. 1995; Knapem et al. 2002;
DRroGE et al. 2008). Die Fermentation der
Monosaccharide, N-Fixierung und N-Recyc-
ling, Aminosiuren- und Kofaktorensynthe-
se konnten jedoch ausgehend von den Profi-
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nis von 49:1, von A. farnesiana (myrmeko-
phil) ein C/N-Verhiltnis von 197:1 und von
Prosopis juliflora (myrmekophil) ein C:N-Ver-
hiltnis von 400:1 kalkuliert werden (GoNzA-
LEZ-TEUBER & HEIL 2009) . Diese Daten bele-
gen fur myrmekophile Pflanzen zwar ein er-
nihrungsphysiologisch ungtinstigeres C/N-
Verhiltnis des extrafloralen Nektars von 200:1
bis 400:1, aber die Werte flir die beiden unter-
suchen Myrmekophyten sind nur unwesent-
lich gunstiger. Diese C/N-Vethiltnisse reichen
damit noch nicht oder nur knapp an Termi-
tennahrung mit einem C/N-Verhiltnis von
ca. 500:1 (BENEMANN 1973) heran. Die Haupt-
nahrungsquellen EFN und Honigtau (Way
1962; Rico-GRrAY 1993; FEDERLE et al. 1998;
BLUTHGEN et al. 2000, 2004b; BLUTHGEN &
FiepLER 2004; Cook & DavipsoN 2006) un-
terscheiden sich aber fiir urspriinglich rau-
berische Insekten immerhin um eine Gro-
Benordnung von 50:1 bis 100:1 im Vergleich
zu 3,7:1 von tierischer Kost. Der extraflorae
Nektar ist also eine stickstoffarme Ernih-
rungsgrundlage. Die Zusammensetzung der
Futterkérperchen (Beltsche-Korperchen) der
myrmekophytischen Akazien spiegelt mit
ihrem hohen Proteingehalt die Bediirfnisse
karnivorer Ameisen wieder (HEIL et al. 2004a).
Mit diesen Futterkérperchen werden jedoch
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Tab. 1: Termitendarmflora. Zusammenstellung der Prokaryoten, die seit den 1970er Jahren aus
verschiedenen Termitenarten beschrieben wurden. *)Abbau: Vereinfachung: Abbau von komple-
xen Kohlenhydraten, Aromaten usw.

Tab. 1: Microbial community in the hindgut of termites. Compilation of prokaryotes, which have
been discovered in the hindgut of various termite species since 1970. *) Degradation of complex
carbohydrates, aromatic hydrocarbon etc.

Taxonomische Einordnung Gattung & Art | Funktion und Literaturquelle
y-Proteobacteria Enterobacteriaceae Enterobacter N-Fixierung POTRIKUS & BREZNAK
(Pantoea) 1977)
| agglomerans
Serratia Abbau* VARMA et al. (1994),
rnarcescens ADAMS & BOOPATHY
(2005)
Citrobacter Abbau VARMA et al. (1994)
amalonaticns
Kiebsiella Abbau VARMA et al. (1994),
preumoniae SCHAFER et al. (1996)
Pseudomonadaceae Psendomonas Abbau VARMA et al. (1994),
aernginosa SCHAFER et al. (1996)
Moraxellaceae Acinetobacter Abbau VARMA et al. (1994)
calcoaceticus
B-Proteobacteria Alcaligenaceae Alealigenes sp. Abbau VARMA et al. (1994)
Burkholderiales Comamonas Abbau VARMA et al. (1994)
Comamonadaceae (Delftia) acidot,
orans
Neisseriaceae Stenoxcybacter Acetat-Oxidation WERTZ & BREZNAK
acetivorans (2007)
«-Proteobacteria Rhizobiales Ochrobactrum Abbau VARMA et al. (1994)
Brucellaceae anthropi
Rhizobiales Agrobacterinm WENZEI et al. (2002)
Rhizobiaceae Afipia
Bradyrhizobiaceae Rhizobinm
Sphingo-monadaceae | Sphingomonas WENZEL et al.( 2002)
Zymomonas
Rhizobiaceae Ensifer sp. N-Fixierung FROHLICH et al. (2007)
8-Proteobacteria Desulfovibrionaceae Desulfovibrio Sulfat-Reduktion, KUHNIGK et al. (1996,
D. intestinalis (N-Fixierung?) OHKUMA et al. (1996,
DROGE et al. (2005)
Actinobacteria Cellulomonadaceae Cellulomonas sp. | Abbau VARMA et al. (1994)
Micrococcaceae Arthrobacter sp. Abbau
Micrococcaceae Micrococcns Abbau
Micromono-sporaceae | Micromonospora Abbau
Streptomycetaceae Streptomyces Abbau VARMA et al. (1994),
SCHAFER et al. (1996)
Microbacteriaceae Aureobacterinm Abbau VARMA et al. (1994)
liquefaciens
Nocardiaceae Rhodococeus Abbau CHUNG et al. (1994)
erythropolis
Firmicutes Clostridiaceae Clostridinm sp. Fermentation, KANE et al. (1991),
C. mayombei (N-Fixierung?) OHKUMA et al. (1996),
OHKUMA et al. (1999b)
Sporomusa Fermentation BREZNAK & BLUM (1991)
termitida
Bacillaceae Bacillus sp. Abbau VARMA et al. (1994),
Bacillus Abbau KONIG (20006)
therrnoalkalo-
philns
Staphylococcaceae Staphylococcns Abbau
saprophyticus
Listeriaceae Listeria innocua Abbau
Planctomycetes KOHLER et al. (2008)
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Tab 1: Fortsetzung.
Tab. 1: Continued.

Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides sp. Abbau VARMA et al. (1994)
Sphingobacteriales; Spirosoma sp. WENZEL et al. (2002)
Flexibacteraceae
Bacteroidales o Vestibaculum STINGL et al. (2004)
illigatum
Bacteroidales- N-Fixierung, N- HONGOH et al. (2008b)
endosymbiont Recycling,
Synthese von
Aminosiuren und
CoFaktor
Spirochaetes Spirochaetaceae Treponema sp. N-Fixierung:
Spirochaceta OHKUMA et al. (1999a), TIDA et al. ( 2000),
coccoides BREZNAK (2002), ADAMS & BOOPATHY (2005),
DROGE et al. (2006), BERLANGA et al. (2007),
KONIG et al. (2007), DROGE et al. (2008)
Fibrobacteres- Fibrobacteres HONGOH et al. (2006)
Acidobacteria-
Gruppe
Termite Group I 'Endomicrobia’ IKEDA-OHTSUBO et al. (2007), HERLEMANN et
(TG-1) al. (2007), OHKUMA et al. (2007), PITTMAN et al.
(2008), HONGOH et al. 2008a)
Euryarchaeota: Methano-microbiales MIYATA et al. (2007)
Methanosarcinales
Methanobacteriales
Thermoplasmatales
Crenarchaeota
Euryarchaeota Methano-bacteriaceae | Methanobrevi- LEADBETTER & BREZNAK (1996)
bacter
tRFLP-Untersuchung
Cytophaga-Flexibacter-Bacteriodes, MACKENZIE et al. (2007)
Proteobacteria,
Spirochetes,
TM7-OP11,
Gram-positive Bacteria

nur Larven und die Kéniginnen gefiittert
(JaNZEN 1966, 1967). Mutualistische Psezudo-
myrmex-Arten (wie P. ferruginens) leben allein
von EFN und Futterkérperchen ihrer Wirts-
akazien (JANZEN 19606, 1967; HEIL et al. 2004a;
CLEMENT et al. 2008). Dagegen sammeln op-
portunistische Akazienparasiten wie P. gracilis
und Baum bewohnende, nicht mit Pflanzen
eng assoziierte Ameisen der Gattung wie
P. salvini (auch) andere Nahrung wie tote In-
sekten und Honigtau (CLEMENT et al. 2008;
Emmus 2008). Weder Futterkérperchen noch
andere Nahrungsquellen, wie z. B. tote In-
sekten, stellen jedoch eine kontinuierlich ver-
fiigbare Protein- und damit N-Quelle dar. Der
besondere Stickstoffbedarf von Insekten wird
verstindlich, wenn man bedenkt, dass die
meisten Insekten-Cuticulae primir aus dem
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stickstoffhaltigen Polymer Chitin (N-Acetyl-
glucosamin) und dem Strukturprotein Skle-
rotin bestehen (DETTNER & PETERS 1999).

4.3. Hinweise auf N-fixierende Keime
in Ameisen

Wihrend viele Bakterientaxa, die in den Amei-
sen nachgewiesen werden konnten, typische
Vertreter tierischer Darmflora (y-Proteobacte-
ria: Enterobactetiaceae; Firmicutes: Bacilliu. a.)
sind, konnten fiir alle drei untersuchten Amei-
senarten potenziell N-fixierende Mikroorganis-
men nachgewiesen werden (Eimus & HEIL
2009). Durch Kultivierungsverfahren konnten
Vertreter der Enterobakteriengattungen Pazn-
toea (RUPPEL & MERBACH 1995, 1997; LADHA &
RepDY 2003; LOIRET et al. 2004) und Serratia
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(PaN et al. 2002; BALACHANDAR et al. 2006) und
Vertreter der Burkholderiaceae (TRANVAN etal.
1994; MARTINEZ-AGUILAR et al. 2008; SUAREZ-
MORENO et al. 2008) aus den Ameisen isoliert
werden. Neben diesen Isolaten konnten wei-
tere potenziell N-fixierende Vertreter der Rhizo-
biales, Rhodospirillales, verwandt mit der Gat-
tung Gluconacetobacter, von der mittlerweile
mehrere N-fixierende Isolate bekannt sind
(FueNTES-RAMIREZ et al. 2001; EmT1AZI et al.
2003; Durra & Gacunul 2006, 2007), Pseu-
domonadales, Spirochaeta und Cyanobacteria
mittels der tRFLP-Methode nachgewiesen
werden. Insbesondere das Vorkommen der
potenziell N-fixierenden Enterobakterien Pazn-
toea spund Serratia . in den Ameisen konnte
zweifelstrei tiber tRFLP-Analyse, 16S tDNA-
Klonbibliothek und Kultivierungsverfahren
nachgewiesen werden.

4.4. Weitere mogliche Funktionen der
Bakterien von Pseudomyrmex .

Alle untersuchten Kolonien von Pseudo-
myrmex ferruginens und Pseudomyrmex salvini
sowie einige Kolonien von P. gracilis wiesen
Infektionen mit zu den Rickettsiales zihlen-
den Bakterien auf. Bislang konnten diesen
intrazellularen Bakterien keine klaren Funk-
tionen bei Ameisen zugeschrieben werden.
Thr Status als Parasit wird vielfach diskutiert
(WENSELEERS et al. 1998; Boursaux-EUDE &
GRross 2000; WENSELEERS & BirLEN 2000; vAN
Borwm et al. 2001; Z1ENTZ et al. 2005; STOLL et
al. 2007). Fur alle dret hier untersuchten Amei-
senarten konnten mit der tRFLP-Methode
ebenfalls Vertreter der nur als (z. T. intrazel-
lulare) Parasiten bekannte Klasse Mollicutes
(Division Firmicutes) nachgewiesen werden.
Die detektierten tRF-Muster stimmten zu
85 % bis 100 % mit Vertretern der Gattun-
gen Entomoplasma (TuLLY et al. 1998), Meso-
Plasma INAVASCASTILLO et al. 1993; TuLLy etal.
1994) Phytoplasma (LEE et al. 1998) tberein,
die alle aus Insekten bekannt sind.

Burkholderia spp. (Burkholderiales machen
in fast allen Proben den groBten Teil der -

Proteobacteria-tRF-Muster aus) wurden be-
reits aus den Pilzgirten der Blattschneide-
ameisenart A#ta sexdens rubropilosa als Anti-
biotika produzierende Keime isoliert (SAN-
TOs et al. 2004). Auch in Tetraponera konn-
ten Vertreter der Gattung Burkholderia nach-
gewiesen werden (VAN Borwm et al. 2002).
Burkholderia sp., Actinomyceten, die eben-
falls in allen Ameisenproben der vorliegen-
den Studie vertreten waren, und andere Mi-
kroorganismen, die in der Lage sind, Anti-
mikrobia und Antibiotika zu produzieren,
durften nicht nur fur Pilz zichtende Amei-
sen, sondern auch flir alle anderen eusozia-
len Insekten eine wichtige Rolle in der Pri-
vention gegen pathogene Mikroorganismen
spielen, da die Ausbreitung von Infektio-
nen in Kolonien, deren Individuen einen
engen Korperkontakt untereinander pflegen,
ein permanentes Risiko darstellt (CURRIE et
al. 2003, 20064, b; Cararo & CURRIE 2005;
PouLseN et al. 2005; LitTLE et al. 20006;
LrtTLE & CURRIE 2007, 2008; TAERUM et al.
2007). Keime, die deutliche Hemmbhéfe auf
KB-Kulturplatten erzeugten, konnten auch
in dieser Studie bei Kultivierungsexperi-
menten nachgewiesen werden (Burkholderia:
EU842087, EU842097).

4.5. Schlussfolgerungen

Die bakteriellen Gesellschaften unterschei-
den sich zwischen den untersuchten Arten
qualitativ kaum, lediglich die Diversitit (aus-
gehend von den tRF-Daten) schien bei der
obligaten Akazienameise Pseudonzyrmex fer-
ruginens deutlich héher zu sein. Die ur-
spriingliche Lebensweise von Vertretern der
Gattung Pseudomyrmex scheint die von Ge-
neralisten zu sein (WARD 1993; Kautz et al.
im Druck). Als Generalisten ernidhren sich
diese Ameisen bevorzugt von zuckrigen
Loésungen (EFN, Honigtau) und ,,sam-
meln® zusitzlich tierisches Eiweil3 z. B. in
Form toter Insekten (WARD 1993; CLEMENT
etal. 2008; EiLmus 2008). Diese Lebenswei-
se scheint fiir viele Baum bewohnende tro-
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pische Ameisen zuzutreffen (DAvIDSON &
PATRELL-KiM 1996; BLUTHGEN et al. 2000,
20042; BLUTHGEN & WESENBERG 2001; ADIS
etal. 2002; DAVIDSON et al. 2003). Zu diesen
Generalisten werden Psendonzyrmex: salvini
und auch Pseudomyrmex gracilis gezahlt, wo-
bei P. gracilis auch als Parasit der Ameisen-
akazien auftreten kann (CLEMENT et al. 2008).
Thre Darmflora scheint bereits an die limi-
tierten Nahrungsressourcen des Lebens-
raums angepasst zu sein. Diese Anpassung
erlaubte es vermutlich gleichsam priadaptiv
den Vortlduferarten von P. ferruginens leicht
von der ,,Generalisten-Kost* auf die Aka-
ziennahrung zu wechseln. Dies scheint eine
plausible Erklirung fiir das Phinomen zu
sein, dass sich innerhalb dieser Ameisengrup-
pe mehrmals und wahrscheinlich unabhin-
gig voneinander Generalisten (CLEMENT et
al. 2008; EiLmus 2008; Kautz et al. 2009) zu
z.'T. hoch spezialisierten Pflanzenameisen
mit rein pflanzlicher Kost (HEIL et al. 2005b;
CLEMENT et al. 2008) entwickeln konnten.
Die urspriinglich generalistische Lebenswei-
se der Pseudomyrmecinae entwickelte sich
mindestens zehnmal — allein sechsmal in der
Gattung Pseudomyrmex — unabhingig von-
einander zu hoch spezialisierten Interaktio-
nen mit Myrmekophyten aus verschiedenen
Pflanzenfamilien (WARD 1993; WarD &
Downie 2005). An diesen Spezialisierungs-
und dadurch bedingten Speziationsprozes-
sen kénnte die mutualistische Darmflora der
Ameisen einen gro3en Anteil gehabt haben.
Mutualismen zwischen phytophagen Insek-
ten und Mikroorganismen wurden jiingst
als Triebfeder einer adaptiven Diversifikati-
on beschrieben (JANSON et al. 2008) und
scheinen nicht nur mit den artenreichen
Pflanzensaugern (Aphidoidea), sondern
auch in der mit ca. 1.000 beschriebenen Ar-
ten artenreichsten Ameisengattung Canzpo-
notus (HOLLDOBLER & WILSON 1990) und de-
ren Symbionten Blochmannia ihre Bestiti-
gung zu finden. Ahnliches konnte sich auch
bei der Speziationsprozessen der Pseudo-
myrmicinae abgespielt haben.
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