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Pflanzengifte als koevolutionare Vermittler zwischen
Insekten und Pflanzen

Plant Toxins as Mediators of Plant-Insect Coevolution

GEORG PETSCHENKA

Zusammenfassung: Herbivore Insekten haben sich im Laufe der Evolution auf unterschied-
lichste Weise an Pflanzengifte angepasst. Dabei kénnen viele Insekten Pflanzengifte nicht nur
tolerieren, sondern speichern sie zusitzlich in ihren Kérpergeweben, um sich gegen Rduber
und Parasitoide zu verteidigen: ein Phdnomen, das als Sequestration bezeichnet wird. Es wird
zunehmend deutlich, dass die Sequestration von Pflanzengiften eine bedeutende Rolle als
Triebkraft fiir die Koevolution von Insekten und Pflanzen spielt. Eine wichtige Gruppe von
Pflanzengiften sind die sogenannten Herzglykoside, die spezifisch das allgegenwirtige tierische
Enzym Na*/K*-ATPase hemmen. Die bekannteste Anpassung von Insekten an Herzglykoside
ist eine sogenannte Wirkortresistenz (,,target site insensitivity) der Na*/K*-ATPase, die zuerst
beim amerikanischen Monarchfalter (Danaus plexippus, Lepidoptera: Nymphalidae: Danaini)
nachgewiesen wurde, mittlerweile aber von Insekten aus mehreren Ordnungen bekannt ist.
Durch vergleichende Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Evolution der herz-
glykosidresistenten Na*/K*-ATPase des amerikanischen Monarchfalters einem schrittweisen
Muster gefolgt ist. Fiitterungsversuche und chemische Analysen an drei Danaini-Arten, die
jeweils Uber eine unterschiedlich resistente Na*/K*-ATPase verfugen, legen zudem nahe, dass
die resistenten Na*/K*-ATPasen der Danaini nicht erforderlich sind, um herzglykosidhaltiges
Pflanzenmaterial fressen zu kénnen, sondern vielmehr mit der Sequestration von Herzglykosi-
den in Verbindung stehen. Ahnlich wie die Danaini sind Ritterwanzen (Heteroptera: Lygaeidae:
Lygacinae) weltweit vornehmlich mit Hundsgiftgewichsen (Apocynaceae) assoziiert, einer
Pflanzenfamilie, die zahlreiche herzglykosidhaltige Taxa aufweist. Wie manche Danaini besit-
zen auch Ritterwanzen (Heteroptera: Lygacidae: Lygacinae) resistente Na*/K*-ATPasen und
sequestrieren Herzglykoside, wobei beide Merkmale wahrscheinlich Synapomorphien dieser
Gruppe darstellen und mit einer urspriinglichen Bindung an Hundsgiftgewichse in Verbindung
stehen. Bemerkenswerterweise konnte fir drei Ritterwanzenarten gezeigt werden, dass sie mit
Pflanzen aus vier unverwandten Familien, die konvergent zu den Hundsgiftgewichsen ebenfalls
Herzglykoside bilden, assoziiert sind. Fir eine weitere Ritterwanzenart (Spilostethus saxatilis)
konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass sie obligatorisch an die Herbstzeitlose (Colchicum
antumnale, Colchicaceae) gebunden ist. Aus allen der genannten evolutiondr neuen Quellen
werden Herzglykoside bzw. das chemisch unverwandte Alkaloid Colchicin sequestriert, wobei
die gewonnenen Toxine Schutz gegeniiber Pridatoren (Florfliegenlarven und Végel) verleihen.
Im Gegensatz dazu stellen die Samen dieser Pflanzen keine besonders geeigneten oder sogar
ungeeignete Nahrungsquellen dar, was nahelegt, dass Ritterwanzen an bestimmte Pflanzen ge-
bunden sind, um Toxine fiir die eigene Verteidigung zu beziechen und nicht, weil diese Pflanzen
cine wertvolle Nahrungsressource darstellen. Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die
Sequestration von Pflanzengiften die Koevolution von Insekten und Pflanzen auf verschiedene
Weise beeinflussen kann: zum einen iiber die Selektion fiir bestimmte Resistenzmechanismen
und zum anderen als evolutionire Triebkraft fiir die Bindung an bestimmte Pflanzenarten.

Schliisselwérter: Sequestration, Planze-Insekt-Koevolution, Herzglykoside, Na*/K*-ATPase,
Pflanzengifte, Monarchfalter, Ritterwanzen
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Summary: In the course of evolution, herbivorous insects adapted to plant toxins in multiple ways.
Remarkably, many insects can not only tolerate plant toxins, but also store them in their body tissues
for protection against predators and parasitoids: a phenomenon known as sequestration. It is beco-
ming increasingly clear that sequestration of plant toxins plays an important role as a driving force
for the coevolution of insects and plants. In this context, one important group of plant toxins is
represented by the cardiac glycosides, which specifically inhibit the ubiquitous animal enzyme Na*/
K*-ATPase. The most prominent insect adaptation to cardiac glycosides is a so-called target site
insensitivity of the Na*/K*-ATPase, which was first discovered in the American monarch butterfly
(Danaus plexippus, Lepidoptera: Nymphalidae: Danaini), but which is now known to occur in insects
from several orders. Comparative studies have shown that the evolution of the cardiac glycoside-
resistant Na*/K"-ATPase of the Ametican monarch butterfly followed a stepwise pattern. Moreover,
feeding experiments and chemical analyses involving three Danaini species, each of which possess
a differently resistant Na*/K"-ATPase, suggest that the resistant Na*/K™-ATPases of the Danaini
are not mandatory to feed on toxic plants but rather are required to sequester cardiac glycosides.
Similar to the Danaini, milkweed bugs (Heteroptera: Lygacidae: Lygaeinae) are primarily associated
with plants in the dogbane family (Apocynaceae), a clade of plants that contains numerous taxa
producing catrdiac glycosides. Moreovet, milkweed bugs also have resistant Na*/K*-ATPases and
sequester cardiac glycosides. Here, both traits probably represent synapomorphies of this group and
relate to an ancestral association with the Apocynaceae. Remarkably, three species of milkweed bugs
were shown to be associated with plants from four unrelated families producing cardiac glycosides
convergently. A further milkweed bug species, Spilostethus saxatilis, was shown to be obligatorily
associated with autumn crocus (Colchicum antumnale, Colchicaceae). Cardiac glycosides or the che-
mically unrelated alkaloid colchicine are sequestered from all the above-mentioned evolutionarily
novel sources, with the toxins obtained providing protection against predators (lacewing larvae and
birds). In contrast, the seeds of these plants are not particulatly suitable or even unsuitable sources
of food, which suggests that milkweed bugs are tied to certain plants to obtain defensive toxins
and not because these plants are a valuable food resource. In summary, it can be concluded that
the sequestration of plant toxins can influence insect-plant coevolution in various ways: on the one
hand, through selection for certain resistance mechanisms and, on the other hand, as an evolutionatry
driving force for specialized associations with certain plant species.

Key words: Sequestration, plant-insect coevolution, cardiac glycosides, Na*/K*-ATPase, plant
toxins, monarch butterfly, milkweed bugs

1. Einleitung oder Knoblauch schitzen, sind eigentlich
chemische Waffen, die die Pflanzen vor uns

Dass es giftige Pflanzen gibt und der Verzehr und anderen Herbivoren schiitzen sollen.

von beispielsweise Maigléckchen (Convallaria
majalis, Asparagaceae), Fingerhut (Digitalis
spp., Plantaginaceae) oder Herbstzeitlose
(Colehicum autumnale, Colchicaceae) unter
Umstinden sogar zum Tode fithren kann,
ist weithin bekannt. Pflanzengifte werden
als Abwehrstoffe angesehen, die im Laufe
der Evolution zum Schutz gegen herbivore
Fressfeinde entwickelt wurden. Tatsdchlich
bildet wahrscheinlich jede Pflanze sogenann-
te sekundire Pflanzenstoffe, die unter an-
derem im Dienste der Feindabwehr stehen,
und das, was wir an Basilikum, Chilischoten

Obwohl Pflanzen eine uniberschaubare
chemische Vielfalt an Pflanzengiften besit-
zen und streng genommen wahrscheinlich
jegliche Pflanze eine Giftpflanze ist (es
kommt nur darauf an, wer sie frisst!), gibt es
wahrscheinlich keine einzige Pflanzenart auf
der Welt, an der keine herbivoren Insekten
leben. Wenn man davon ausgeht, dass ca.
50 % der bisher beschriebenen Insek-
tenarten, ca. 1 Million, geschitzt gibt es
tatsdchlich ca. 5,5 Millionen Arten (STORK
2018), Pflanzenfresser sind, ergibt sich bei
der fast ebenso grofien Zahl an bekannten
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GefiBpflanzenarten (ca. 400.000) eine
uniiberschaubare Vielzahl von Pflanzen-
Insckt-Interaktionen. Dass Insekten und
Pflanzen den GroBteil der auf der Erde
beobachteten Biodiversitit ausmachen, wird
nicht als Zufall gesehen. Vielmehr geht man
davon aus, dass die wechselseitige Anpas-
sung zwischen Pflanzen und pflanzenfres-
senden Insekten im Laufe der Evolution im
Zuge cines ,,koevolutiondren Wettriistens*
die Artbildung in beiden Gruppen beférdert
hat (EHRLICH & RAVEN 1964).

Unser Verstindnis der Mechanismen, durch
die sich Insekten an bestimmte Pflanzengifte
angepasst haben, wird dadurch erschwert,
dass wir hdufig nicht wissen, wodurch
Pflanzengifte ihre Giftwirkung im tierischen
Organismus entfalten. Gemessen an der
Vielfalt pflanzlicher Abwehrstoffe ist dies
nur fiir wenige Wirkstoffe, wie zum Beispiel
dem Colchicin der Herbstzeitlose, dem
Atropin der Tollkirsche oder dem Nikotin
der Tabakpflanze, bekannt. Zudem basieren
unsere Kenntnisse hierbei vor allem auf
Wirbeltieren, einschliefSlich des Menschen,
wobei jedoch davon auszugehen ist, dass die
grundlegenden Prinzipien bei Insekten die
gleichen sind.

2. Herzglykoside: Vorkommen und
Wirkung

Hine vergleichsweise gut untersuchte Grup-
pe von Pflanzengiften sind die sogenannten
Herzglykoside, die aufgrund bestimmter
chemischer Charakteristika in Cardenolide
(mit finfgliedrigem Lactonring) und Bufa-
dienolide (mit sechsgliedrigem Lactonring)
unterschieden werden. Der Name dieser
Stoffgruppe rithrt daher, dass die Wirkstoffe
bereits seit mehreren Jahrhunderten zur
medizinischen Behandlung von Herzinsuf-
fizienz beim Menschen eingesetzt werden.
Insbesondere die Fingerhtite (vor allem Digz-
talis purpureaund lanata, Plantaginaceae) spie-
len in diesem Zusammenhang eine wichtige
Rolle (LuckNER & WicHTL 2000). Herzglyko-
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side sind bislang aus zwolf Pflanzenfamilien
bekannt (LUCKNER & WICHTL 2000; AGRAWAL
etal. 2012). Da diese Pflanzenfamilien nicht
niher verwandt sind, ist davon auszugehen,
dass die Substanzen im Laufe der Evolution
mehrfach parallel entstanden sind, was be-
reits auf ihren Wert als Verteidigungsmittel
hindeutet. Das bedeutendste Vorkommen
von Herzglykosiden findet sich sicher bei
den Hundsgiftgewidchsen (Apocynaceae),
die viele herzglykosidhaltige Gattungen wie
beispiclsweise Asclepias (Seidenpflanzen),
Gomphocarpus (kein deutscher Name) oder
Calotropis (Kielkronen) umfassen (AGRAWAL
et al. 2012). Auch innerhalb der Wegerich-
gewichse (Plantaginaceac), der Hahnenful3-
gewichse (Ranunculaceae), der Kreuzblitler
(Brassicaceae) und der Spargelgewichse (As-
paragaceae) finden sich herzglykosidhaltige
Pflanzen (LuckNER & WicHTL 2000), um nur
einige Beispiele zu nennen.

Herzglykoside hemmen spezifisch das bei
tierischen Organismen weit verbreitete
Enzym Natrium-Kalium-ATPase (Na*/
K*-ATPase; ScHATZMANN 1953). Es handelt
sich hierbei um einen in der Zellmembran
lokalisierten Kationen-Transporter, der
unter Verbrauch von ATP (Adenosintri-
phosphat) drei Na“-Tonen aus der Zelle
beférdert und im Gegenzug zwei K*-Ionen
in die Zelle hineintransportiert. Die Na*/
K*-ATPase ist in zahlreiche physiologische
Prozesse eingebunden (LINGREL et al. 1990;
JORGENSEN et al. 2003) und fiir die normale
Funktion des tierischen Organismus‘ un-
erldsslich. Bemerkenswerterweise verfiigt
die Na*/K*-ATPase Uber cine spezifische
Bindestelle fiir Herzglykoside (LAURSEN et al.
2013). Der Grund hierfiir mag darin liegen,
dass Herzglykoside in kleiner Menge auch
natiirlicherweise im tierischen Organismus
vorkommen und als Hormone die Na*/
K*-ATPase regulieren. Obwohl dies fir
den Menschen bereits nachgewiesen wurde
(ScHONER 2002), ist ein natitliches Vorkom-
men von Herzglykosiden als Hormon bei
Insekten noch ungewiss.
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2.1. Anpassungen von Insekten an
Herzglykoside

Die gut charakterisierte Wirkungsweise
von Herzglykosiden erlaubt vergleichende
Analysen der bei herbivoren Insekten im
Laufe der Evolution erworbenen Resis-
tenzmechanismen. In mindestens sechs
Insektenordnungen ist Resistenz entstan-
den, die auf Aminosidureaustauschen in der
Herzglykosidbindestelle der Na* /K*-ATPase
basiert (ZHEN et al. 2012; DOBLER et al. 2012,

Bindung der Herzglykoside an die Na*/
K*-ATPase geschwicht wird. Ein derartiger
Resistenzmechanismus wird als Wirkortresis-
tenz (,target site insensitivity™) bezeichnet.
Obwohl Wirkortresistenz als Anpassung an
Insektizide (bspw. DDT, Neonicotinoide,
Carbamate, Pyrethroide) sehr hidufig zu
beobachten ist, stellen Na'/K"-ATPasen
mit erth6hter Resistenz gegen Herzglykoside
bislang wahrscheinlich das einzige eindeutig
charakterisierte Beispiel fiir Wirkortresistenz
als Anpassung an nattrlich vorkommende

2015, 2019). Einzelne Aminosauren wurden Pflanzentoxine bei Insekten dar. In diesem

hierbei durch andere ersetzt, wodurch die Zusammenhang ist jedoch zu betonen, dass

Abb. 1: Evolution der herzglykosidresistenten Na*/IK*-ATPase bei den Danaini (Nymphalidae, Dana-
inae). Die Grafik (oben) stellt die in-vitro-Herzglykosidresistenz der drei bei den Danaini gefundenen
Formen der Na"/K*-ATPase dar (PETSCHENKA et al. 2013b). Fur die in-vitro-Untersuchungen wurde
modellhaft das wasserl6sliche Herzglykosid Ouabain verwendet. Fiir jede der Kurven wurden samtli-
che fiir die verschiedenen Schmetterlingsarten einzeln erhobenen Daten gemif ihres Resistenzgrads
(schwach, mittel, hoch) kategorisiert und gemittelt (n = 25 fir die schwach resistente Form [blau],
n = 25 fiir die intermedidre Form [gelb] und n = 8 fiir die am hochsten resistente Form [rot]), die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dar. Das unten gezeigte Kladogramm wurde nach
Brower et al. (2010) verdndert und beinhaltet alle im Rahmen unserer Studie (PETSCHENKA et al. 2013b)
untersuchten Danaini-Arten sowie Drosophila melanogaster als nicht zu den Schmetterlingen gehdrende
AuBengruppe. Die Farbe der Aste des Kladogramms macht die bei der jeweiligen Schmetterlingsart
vorhandene Form der Na™/K"-ATPase kenntlich. Die durch Sequenzierungen schlussgefolgerte
Abfolge von Aminosiureaustauschen, die zur schrittweisen Evolution der Herzglykosidresistenz bei
den Danaini fiihrte, ist an den entsprechenden Knoten im Kladogramm gekennzeichnet. Die Siule in
der Mitte der Abbildung listet die Aminosduren an den Positionen 111 and 122 fiir jede Art auf. Die
Schmetterlingsabbildungen illustrieren reprisentative Arten. Mittlerweile weill man, dass noch weitere
Aminosdureaustausche im Zusammenhang mit der Herzglykosidresistenz eine Rolle spiclen (siche
KARAGEORGI et al. 2019), die der Einfachheit halber hier jedoch weggelassen wurden.

Fig. 1: Evolution of cardiac glycoside resistant Na*/K*-ATPase in the Danaini (Nymphalidae, Da-
nainae). Top: Cardiac glycoside in vitro resistance of the three forms of Na®/K™-ATPase found in
the Danaini (PETSCHENKA et al. 2013b). For the in vitro studies, the water-soluble cardiac glycoside
ouabain was used as a model compound. For each of the three curves, all data collected individually
for the various butterfly species were categorized according to their degree of resistance (weak,
medium, high) and averaged (n = 25 for the weakly resistant form [blue], n = 25 for the intermediate
form [yellow], and n = 8 for the most highly resistant form [red]), error bars represent standard
deviation. Bottom: The cladogram shown was modified according to BRowEr et al. (2010) and
includes all Danaini species examined in our study (PETSCHENKA et al. 2013b) as well as Drosgphila
melanogaster as a non-lepidopteran outgroup. The color of the branches of the cladogram indicates
the form of Na®/K"-ATPase present in the respective butterfly species. The sequence of amino
acid exchanges, which led to the stepwise evolution of cardiac glycoside resistance in the Danaini,
is marked at the corresponding nodes in the cladogram and was inferred by sequencing of Na*/
K*-ATPase genes. The column in the middle of the figure lists the amino acid residues at positions
111 and 122 for each species. The butterfly images illustrate representative species. It is now known
that additional amino acid exchanges play a role in connection with cardiac glycoside resistance (see
KARAGEORGI et al. 2019), which have been omitted here for the sake of simplicity.
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dieser Mechanismus nur fiir Pflanzengifte zu
erwarten ist, die einen spezifischen Wirkort
aufweisen, zum Beispiel verschiedene Alka-
loide, die auf Natriumkanile, Neurotrans-
mitterrezeptoren oder Mikrotubuli wirken.
Zudem sind unsere Kenntnisse zu Resistenz
bei Insekten gegen natiirliche Pflanzengifte
leider noch sehr begrenzt, was das Gesamt-
bild verzerren mag.

Die durch Wirkortresistenz der Na*/K*-
ATPase bei Vertretern aus mindestens sechs
Insektenordnungen (Caclifera: Pyrgomorphi-
dae, Heteroptera: Lygaeinae, Hymenoptera:
Tenthredinidae, Coleoptera: Chrysomelidae,
Diptera: Agromyzidae, Lepidoptera: Nym-
phalidae) beobachtete Herzglykosidresistenz
stellt ein bemerkenswertes Beispiel fiir kon-
vergente Evolution dar, wobei sich die Uber-
einstimmungen sogar bis auf das Niveau der
Aminosduren fortsetzen. Einer der wichtigsten
Aminosiureaustausche, der Resistenz gegen
Herzglykoside verleiht, ist der Ersatz eines
Asparagins gegen ein Histidin an Position 122
der Na*/K*-ATPase. Diese Aminosauresub-
stitution ist mindestens siebenmal unabhingig
in verschiedenen Insektengruppen entstanden
(DoBLER et al. 2019; KARAGEORGI et al. 2019).
Esistjedoch zu betonen, dass Wirkortresistenz
der Na*/K*-ATPase nicht den einzigen Weg
darstellt, den Insekten nutzen, um Herzgly-
koside zu toletieren (PETSCHENKA et al. 2009,
2012). Obgleich die zugrunde liegenden
alternativen Mechanismen der Resistenz
noch weitgehend unverstanden sind, spielen
moglicherweise Barrieremechanismen eine
Rolle, die verhindern, dass Herzglykoside an
ihren Witkort, die Na*/K*-ATPase gelangen
—im Falle des Nervensystems dhnlich unserer
Blut-Hirn-Schranke (PETSCHENKA et al. 2013a).
Auch als Mechanismen, die die Aufnahme von
Herzglykosiden tiber das Darmepithel in die
Leibeshohle verhindern, werden solche Barri-
eren diskutiert (DOBLER et al. 2015).
Bemerkenswerterweise konnen viele der oben
aufgefiihrten Insekten Herzglykoside in der
Nahrung nicht nur tolerieren, sondern spei-
chern sie dartiber hinaus in ihren Korpergewe-

ben, um sich selbst gegen Rauber zu schiitzen.
Diese Ausnutzung der pflanzlichen Abwehr
zum eigenen Nutzen ist bei herbivoren Insek-
ten weit verbreitet und wird als Sequestration
bezeichnet (PETSCHENKA & AGRAWAL 20106).
Neben Herzglykosiden werden von Insekten
unter anderem verschiedene Alkaloide, Iridoid-
glykoside sowie Senf6lglykoside sequestriert
(Orrrz & MULLER 2009).

2.2. Die Evolution einer herzglykosid-
resistenten Na*/K*-ATPase bei den
Danaini

Uber die Evolution der herzglykosidresis-
tenten Na*/K*-ATPase bei Insekten ist
bislang nur sehr wenig bekannt, wobei das
vollstindigste Bild bei Schmetterlingen aus
der Gruppe der Danaini vorliegt (Lepidoptera:
Nymphalidae). Danaini sind vornehmlich tro-
pisch verbreitete Edelfalter, deren Raupen vor
allem an Hundsgiftgewichsen (Apocynaceae)
leben. Der bekannteste Vertreter der Danaini
ist der amerikanische Monarchfalter (Danans
plexippus), der neben seinen Langstrecken-
wanderungen auch fiir die Sequestration von
Herzglykosiden bertthmt ist (AGRAWAL 2017).
Bereits in den 1960er-Jahren wurde gezeigt,
dass Monarchfalter durch die Speicherung von
Herzglykosiden gegen Vogel geschiitzt sind
(BrOWER et al. 1967). Mithilfe physiologischer
und genetischer Untersuchungen konnte spi-
ter gezeigt werden, dass Monarchfalter tber
eine Na*/K*-ATPase verfiigen, die resistent
gegentiber Herzglykosiden ist (VAUGHAN &
JuNGrEIs 1977; HOLZINGER et al. 1992). Aus
vergleichenden Untersuchungen innerhalb
der Danaini weil3 man, dass die Evolution der
resistenten Na*/K*-ATPase, wie sie beim
Monarchfalter vorkommt, schrittweise erfolgt
ist (Abb. 1; PETSCHENKA et al. 2013Db).

Bei Mechanitis polymnia, einem Schmetterling
aus der den Danaini nahestehenden Tribus
Ithomiini, der an nicht herzglykosidhaltigen
Nachtschattengewichsen (Solanaceae) lebt,
befinden sich an den Aminosdurepositionen
111 und 122 die Aminoséduren Leucin und
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Asparagin, ein Muster, das genauso bei
den urspringlicheren Danaini-Gattungen
Lycorea, 1dea, Euploea, Amanris, Ideopsis und
Parantica zu finden ist (PETSCHENKA et al.
2013b). Dennoch zeigt die in-vitro-Unter-
suchung der aus Schmetterlingsgehirnen
der genannten Gattungen isolierten Na*/
K"-ATPase, dass bei den urspriinglichen
Danaini bereits eine etwa doppelt so hohe
Resistenz gegen Herzglykoside vorliegt
(basierend auf dem IC,-Wert, d.h. der
Konzentration an Herzglykosiden, bei dem
die Aktivitit der Na*/K*-ATPase zu 50 %
inhibiert ist) wie bei M. polymnia. Der zugrun-
deliegende molekulare Mechanismus hierfiir
ist jedoch noch unverstanden.

Beti allen untersuchten Arten aus den Gat-
tungen Tirumala und Danaus, auBetr Danans
plexcippus, zeigte sich eine weitere, mehr als
dreifache Zunahme der Herzglykosidresis-
tenz der Na* /K -ATPase. Auf molekularer
Ebene ist diese erh6hte Resistenz durch
einen einzelnen Aminosdureaustausch an
Position 111 (Leucin gegen Valin) bedingt.
Nur bei D. plexippus und seinem nichsten
Verwandten Danaus erippus liegen zwei
Aminosiureaustausche vor, Leucin gegen
Valin an Position 111 und Asparagin gegen
Histidin an Position 122, die die Resistenz
det D. plexcippus-Na* /K*-ATPase im in-vitro-
Versuch ca. 70-fach erhéhen (verglichen mit
der urspringlichen Na*/K*-ATPase der Da-
naini; PETSCHENKA et al. 2013). Mittlerweile
weill man, dass auch der nahverwandte D.
eresinns das gleiche Muster an Aminosiure-
austauschen besitzt (AARDEMA & ANDOLFAT-
TO 2016) und damit hoéchstwahrscheinlich
ebenfalls tber die resistenteste Form der
Na*/K*-ATPase verfigt.

2.3. Steht die Evolution einer herzgly-
kosidresistenten Na*/K*-ATPase in
Verbindung mit der Sequestration von
Herzglykosiden zur Verteidigung?

Wie schon erwihnt leben nahezu alle Arten
der Danaini als Raupe an Hundsgiftgewich-
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sen, und obwohl lingst nicht alle Vertreter
dieser Pflanzenfamilie Herzglykoside bilden
(AGRAWAL et al. 2012), werden zahlreiche
herzglykosidhaltige Arten von Danaini-
Raupen als Wirtspflanzen genutzt (ACKERY
& VANE-WRIGHT 1984). Interessanterweise
befinden sich darunter auch Arten aus der
Gattung Euploea (ACKERY & VANE-WRIGHT
1984), die Uber jene Form der Na*/K*-
ATPase verfligen, welche die geringste
bei den Danaini gefundene Resistenz ge-
gentber Herzglykosiden aufweist. Diese
Beobachtung legt daher nahe, dass eine
resistente Na"/K*-ATPase, wie sie beim
Monarchfalter vorliegt, gar nicht erforderlich
ist, um Herzglykoside in der Nahrung zu
tolerieren. Gleichzeitig ist die Sequestration
von Herzglykosiden nur von Vertretern aus
der Gattung Danans bekannt (D. plexippus,
D. gilippus, D. chrysippus; BROWER et al. 1967,
BrOWER et al. 1975; RitL.AND 1994), was die
Frage aufwirft, ob die Evolution einer resis-
tenten Na*/K*-ATPase moglicherweise mit
der Sequestration von Herzglykosiden und
nicht, wie man es fur Resistenzmechanismen
bei Insekten allgemein annimmt, mit der
ErschlieBung einer neuen Nahrungsnische
in Verbindung steht.

Um diese Hypothese experimentell zu testen,
wurden Futterungsversuche mit Raupen
von Euploea core, D. gilippus und D. plexippus
durchgefithrt (PETSCHENKA & AGRAWAL
2015), wobei jede dieser Raupen tber eine
andere Form der Na*/K*-ATPase verfigt.
E. core weist die Form mit der geringsten,
D. gilippus die intermedidre und D. plexippus
die Form mit der groBten Resistenz gegen
Herzglykoside auf. Raupen aller drei Arten
wurden auf insgesamt acht Seidenpflan-
zenarten (Asclepias spp.) gehalten, die sich
stark hinsichtlich ihres Herzglykosidgehalts
unterscheiden. Wenn die Ausprigung der
Resistenz der Nat /K*-ATPase einen Einfluss
auf die Toleranz von Herzglykosiden in der
Nahrung hitte, wire zu erwarten, dass die drei
ausgewihlten Raupenarten unterschiedlich
gut wachsen und dass dieser Effekt umso
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stitker wire, je mehr Herzglykoside sich in
der Nahrungspflanze befinden. Es konnte
jedoch weder ein negativer Zusammenhang
zwischen dem Herzglykosidgehalt der Pflan-
zen und dem Wachstum der Raupen noch
ein Unterschied beim Wachstum der Raupen
insgesamt festgestellt werden.

Dartiber hinaus wurde im gleichen Expe-
riment die Himolymphe der Raupen un-
tersucht, um festzustellen, ob und welche
Mengen an Herzglykosiden sequestriert
wurden. Dabei konnte gezeigt werden,
dass Raupen von E. core tiberhaupt keine
Herzglykoside aufnehmen. Raupen von D.
gilippus hingegen wiesen deutliche Herz-
glykosidkonzentrationen auf und Raupen
des Monarchfalters im Durchschnitt etwa
doppelt so viel. Somit spiegelte das Ausmal3
der Resistenz der Na*/K*-ATPase genau die
Menge an sequestrierten Herzglykosiden
wider, was nahelegt, dass die Resistenz der
Na'/K*-ATPase im Laufe der Evolution
in Zusammenhang mit der Sequestration
von Herzglykosiden entstanden ist. Dass
die Sequestration von Herzglykosiden
eine resistente Na*/K"-ATPase erfordert,
konnte weiterhin durch Injektionsversuche
gezeigt werden. Raupen von E. core kénnen
in die Leibeshohle injizierte Herzglykoside
nicht tolerieren, wohingegen Raupen des
Monarchfalters keine Beeintrichtigungen
zeigen. Wie oben erwihnt, geht man tradi-
tionell davon aus, dass Resistenzmechanis-
men bei herbivoren Insekten als Anpassung
entstanden sind, um giftige Pflanzen fressen
zu kénnen. Die hier vorgestellten Ergebnisse
etlauben daher eine neue Sichtweise, namlich
die, dass derartige Anpassungen auch durch

Selektionsdriicke entstehen konnen, die von
der dritten trophischen Ebene, also Riaubern
und Parasitoiden, ausgehen.

2.4. Herzglykoside und Alkaloide als
Abwehrstoffe vermitteln die spezifi-
sche Nutzung giftiger Pflanzen bei
Ritterwanzen (Lygaeinae)

Neben den Danaini wurden die Sequestra-
tion von Herzglykosiden und die zugrunde-
liegenden Mechanismen der Resistenz auch
an Ritterwanzen (Lygaeinae) vergleichend
untersucht (BRAMER et al. 2015). Diese Un-
terfamilie der Bodenwanzen (Lygacidae) ist
weltweit verbreitet und ebenfalls mal3geblich
mit Pflanzen aus der Familie Apocynaceae
assoziiert. Ritterwanzen sind vornehmlich
Saatsauger, die trotz der Bindung vieler Ar-
ten an Hundsgiftgewichse auch die Samen
zahlreicher Pflanzen aus unterschiedlichen
Familien besaugen. Genau wie beim Mo-
narchfalter ist schon seit langem bekannt,
dass auch die zentral- und nordamerika-
nisch verbreitete Ritterwanze Omncopeltus
Jasciatus Herzglykoside aus den Samen von
Seidenpflanzen sequestriert und eine resis-
tente Na*/K*"-ATPase besitzt (Durrey &
ScuDpDER 1972; MOORE & SCUDDER 1980).
Dariiber hinaus bestitigte die Analyse
von getrocknetem Museumsmaterial das
Vorkommen von Herzglykosiden bei zahl-
reichen Arten (SCUDDER & Durrry 1972).
Im Rahmen einer vergleichenden Untersu-
chung wurde ein molekularer Stammbaum
der Lygacinae rekonstruiert und die Na*/
K*"-ATPase von sieben Ritterwanzenarten
und einer AuBlengruppe (die Birkenwanze,

Fig. 2: Milkweed bugs (Lygacinae) sequester toxic plant substances. Top: Horvathiolus superbus on

common foxglove (Digitalis purpurea). H. superbus represents one of the smallest species of milkweed

bugs and is primarily associated with D. purpurea although populations associated with white swallow-

wort (Vincetoxcicum hirundinaria) and pale wallflower (Erysinmum crepidifolinm) exist as well. H. superbus

sequesters cardiac glycosides from Digitalis purpurea and Erysinum crepidifolium. It is unknown, however,

if this species also acquites plant toxins from white swallow-wort. Bottom: Spilostethus saxatilis on

seed pods of autumn crocus (Colchicum autumnale), from which the bugs sequester the toxic alkaloid

colchicine. In addition to autumn crocus, S. saxatilis can be found on many other plant species.



Pflanzengifte als koevolutiondre Vermittler zwischen Insekten und Pflanzen

Abb. 2: Ritterwanzen (Lygacinae) sequestrieren giftige Pflanzenstoffe. Oben: Horvathiolus superbus an
Rotem Fingerhut (Digitalis purpurea). H. superbus gehdrt zu den kleinsten einheimischen Ritterwanzen-
Arten und lebt vornehmlich an D. purpurea, ist aber auch an Weiller Schwalbenwurz (I/7ncetoxicum
hirundinaria) und Ginsesterbe (Erysimum crepidifolium) zu finden. Aus Fingerhut und Ginsesterbe
werden Herzglykoside sequestriert. Ob auch aus Weiler Schwalbenwurz Pflanzengifte aufgenommen
werden, ist unbekannt. Unten: Spilostethus saxatilis an den Friichten der Herbstzeitlose (Colehicum
antumnale), aus der die Wanzen das giftige Alkaloid Colchicin sequestrieren. Neben der Herbstzeitlose
ist . saxatilis auch an vielen weiteren weiteren Pflanzen zu finden.
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Kleidocerys resedae) in vitro untersucht (BRAMER
et al. 2015). Im Gegensatz zu K. resedae wie-
sen simtliche Ritterwanzenarten eine stark
herzglykosidresistente Na*/K*-ATPase
auf, was nahelegt, dass es sich bei diesem
Merkmal um eine Synapomorphie der Rit-
terwanzen handelt.

Durch Futterungsversuche mit radioaktiv
markierten Herzglykosiden, die sich leicht
nachweisen und quantifizieren lassen, wur-
den im Zuge derselben Untersuchung neun
Ritterwanzenarten zudem auf ihre Fahig-
keit untersucht, Herzglykoside zu seques-
trieren. Zu Vergleichszwecken untersuchte
Vertreter nahe verwandter Familien oder
Unterfamilien (Pyrrhocoris apterns: Pyrrho-
coridae; Metatropis rufescens: Berytidae; K.
resedae: Lygaeidae: Ischnorhynchinae) waren
simtlich nicht oder nur in geringem Mal3
in der Lage, Herzglykoside zu speichern.
Im Vergleich dazu sequestrierten sieben
der neun getesteten Arten die Toxine mit
hoher Effizienz. Interessanterweise waren
die beiden einheimischen Ritterwanzenar-
ten Arocatus longiceps und Arocatus melano-
cephalus nicht in der Lage, Herzglykoside
zu speichern. Beide Arten leben an den
Frichten von beispielsweise Platanen
(Platanus, Platanaceae) und Ulmen (Ulmus,
Ulmaceae) (Gao et al. 2013), die nicht tber
Herzglykoside verfiigen. Da nah verwandte
Arten, wie die australische Arocatus rusticus
(ScuppER & DurrEY 1972) und die an herz-
glykosidhaltigem Oleander lebende Caenoco-
ris nerii, Herzglykoside sequestrieren (VON
Huw et al. 1971), ist davon auszugehen,
dass A. longiceps und A. melanocephalus diese
Fihigkeit mit dem Wechsel auf herzglyko-
sidfreie Nahrungspflanzen im Laufe der
Evolution verloren haben. Insgesamt sind
die Resistenz der Na*/K*-ATPase als auch
die Fihigkeit zur Sequestration als syn-
apomorphe Merkmale der Ritterwanzen zu
interpretieren, die wahrscheinlich mit der
urspriinglichen Assoziation der Lygaeinae
mit herzglykosidhaltigen Hundsgiftgewich-
sen in Verbindung stehen.

Bemerkenswerterweise sind mehrere, auch
mittel- und stdeuropdisch verbreitete Rit-
terwanzenarten mit Pflanzen assoziiert,
die nicht mit den Hundsgiftgewichsen
verwandt sind, aber ebenfalls Herzglykoside
bilden (PETSCHENKA et al. 2020). So gibt es
Populationen von Lygaens equestris, fir die
das herzglykosidhaltige Frihlings-Adonis-
roschen (Adonis vernalis, Ranunculaceae)
eine wichtige Nahrungspflanze darstellt. Die
seltene, ebenfalls einheimische Ritterwanze
Horvathiolus superbus hingegen lebt vornehm-
lich an Rotem Fingerhut (Digitalis purpurea,
Plantaginaceae; Abb. 2), der, wie bereits er-
wihnt, fir seine Herzglykoside bertihmt ist
(PETSCHENKA et al. 2020). Es ist aber zumin-
dest auch eine Population dieser Wanzenart
bekannt, die an der Ginsesterbe lebt, einem
herzglykosidhaltigen Schoterich (Erysimmum
crepidifolinm, Brassicaceae; PETSCHENKA et al.
2020). Beide genannten Ritterwanzenarten
leben auch an der Schwalbenwutz (1/7ncetox-
tcum hirundinaria), einem Hundsgiftgewichs,
das jedoch nicht tiber Herzglykoside verftigt.
Im Mittelmeerraum ist die Ritterwanze
Spilostethus pandurns unter anderem an der
Meerzwiebel (Urginea maritima) zu finden,
einem Spargelgewichs (Asparagaceac), das
Bufadienolide bildet.

Erstaunlicherweise konnte gezeigt werden,
dass die einheimische Ritterwanzenart Spi-
lostethus saxatilis strikt an die Herbstzeitlose
(Colehicum antumnale, Colchicaceae) gebun-
den ist. Herbstzeitlose verfiigen tber das
hochgiftige Alkaloid Colchicin, das sich in
Bezug auf seine chemische Struktur und
seine Wirkweise von den Herzglykosiden
stark unterscheidet. Spilostethus saxatilis ist
ein Nahrungsgeneralist, der an Pflanzen aus
mindestens 17 Pflanzenfamilien zu finden
ist (PETSCHENKA et al. 2020). Im Spitsom-
mer konnen die Tiere jedoch zahlreich an
den Bliten der Herbstzeitlose beobachtet
werden, genauso sind sie im Frihling an
den Friichten dieses Zeitlosengewichses
zu finden (Abb. 2). Sogar die Hier werden
in die aufgeplatzten Frichte der Herbst-
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zeitlose gelegt, in denen sich dann auch die
Nymphen aufhalten.

Die Assoziationen von L. equestris, H.
superbus und S. pandurus mit herzglyko-
sidhaltigen Hahnenful3-, Wegerich- oder
Spargelgewichsen und Kreuzblitlern sind
als evolutiondre Neuerungen anzusechen,
da man bei dieser Wanzengruppe, wie oben
erwihnt, von einer urspriinglichen Bindung
an Hundsgiftgewichse ausgehen kann. Das
einheitliche Vorkommen von Herzglykosi-
den in jeder der Pflanzenarten ist sicher kein
Zufall und legt nahe, dass die Besiedelung
dieser Pflanzen durch bereits bei den Wan-
zen vorhandene Anpassungen (sogenannte
Pridadaptation) an Herzglykoside erleichtert
wurde. Um zu untersuchen, ob die Wanzen
auch aus diesen ,,evolutionir neuen® Quel-
len Herzglykoside zur Verteidigung seques-
trieren konnen, wurden die Tiere von den
genannten Pflanzen gesammelt und auf das
Vorhandensein gespeicherter Herzglykoside
untersucht. Fir alle vier der oben beschrie-
benen Pflanzen-Insekt-Paare konnte gezeigt
werden, dass von den Wanzen substanzielle
Mengen an Herzglykosiden sequestriert
wurden. Es konnte tiberraschenderweise
zudem gezeigt werden, dass S. saxatilis
groB3e Mengen des Alkaloids Colchicin aus
Herbstzeitlosen speichert (PETSCHENKA et
al. 2020). Zusitzlich zu frisch im Gelinde
gesammelten Tieren konnte Colchicin auch
in getrockneten Museumstieren nachgewie-
sen werden, die teilweise tber 110 Jahre alt
waren. Insgesamt wurden 30 Museumstiere
aus 10 europdischen Lindern und von
einem Fundort in Nordafrika untersucht,
die simtlich Colchicin beinhalteten. Dies
beweist, dass die Ritterwanze . saxatilis trotz
ihrer Lebensweise als Nahrungsgeneralist
strikt an die Herbstzeitlose gebunden ist
(PETSCHENKA et al. 2020).

Im Kontext der Koevolution von Insekten
und Pflanzen geht man traditionell davon
aus, dass sich Insekten auf bestimmte Pflan-
zen spezialisieren, um sie als Nahrungsquelle
zu nutzen. Da insbesondere L. eguestris, S.
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pandurusund S saxatilis sehr viele verschiede-
ne Pflanzenarten als Nahrungsquelle nutzen
konnen, ist es wenig plausibel, dass sie sich
strikt an bestimmte Pflanzen binden, um
Nihrstoffe zu beziehen. Vielmehr liegt es
nahe, dass diese Wanzenarten mit bestimm-
ten Pflanzen assoziiert sind, um Giftstoffe
zur eigenen Verteidigung zu gewinnen. Um
experimentell zu tiberpriifen, ob die Samen
des Frihlings-Adonisréschens, des Roten
Fingerhuts oder der Herbstzeitlose eine
besonders geeignete oder gar bendtigte Nah-
rungsgrundlage fur L. eguestris, H. superbus
oder S. saxatilis darstellen, wurden den ge-
nannten Wanzenarten im Labor jeweils vier
verschiedene Didten angeboten. Als Kon-
trolldidt dienten reine Sonnenblumensamen,
auf denen sich viele Ritterwanzenarten im
Labor gut halten lassen. Weiterhin wurden
Samenmischungen aus tber zehn Pflanzen-
arten gereicht, um die Vielfalt der im Feld
aufgesuchten Nahrungspflanzen zu imitie-
ren. Parallel wurden den Mischungen Samen
der jeweiligen Giftpflanzen beigemischt (A.
vernalis far L. equestris, D. purpurea fir H.
superbus und C. antummnale fix S. saxatilis) und
zuletzt eine Didt aus reinen Samen von A.
vernalis (L. equestris), D. purpurea (H. superbus)
und C. autumnale (S. saxatilis) angeboten. Bei
L. equestris und S. saxatilis zeigte sich, dass
die Nymphen beider Arten auf der rein aus
Samen von A. vernalis bzw. C. autumnale be-
stehenden Diidt deutlich schlechter wuchsen
als auf den Samenmischungen oder auf Son-
nenblumensamen. Nymphen von H. superbus
entwickelten sich auf allen Didten gleich gut.
Insgesamt ldsst sich jedoch sagen, dass das
Vorhandensein von A. vernalis, D. purpurea
oder C. autumnale Samen in keinem der drei
Fille eine Verbesserung des Wachstums im
Vergleich zu Samenmischungen oder reinen
Sonnenblumensamen herbeifiihrte, was
gegen die Annahme spricht, dass die Samen
eine wichtige Rolle fur die Erndhrung dieser
Wanzen spielen (PETSCHENKA et al. 2020).

Neben den beschriebenen Fiitterungsexpe-
rimenten wurde zudem untersucht, ob die
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von den Wanzen gespeicherten Giftstoffe
tatsdchlich einen Schutz gegentiber Rdubern
vetleihen. Zu diesem Zweck wurden Nym-
phen von L. eguestris, H. superbus und S. sa-
xatilis auf Samen der jeweiligen Giftpflanze
(A. vernalis, D. purpurea oder C. autumnale) ge-
halten, um eine Sequestration der Toxine zu
erméglichen. Gleichzeitig wurden Nymphen
aller Arten mit Sonnenblumensamen gefiit-
tert, um ungiftige Kontrolltiere bereitzustel-
len. Junge Nymphen wurden dann Larven
der rduberischen Florfliege Chrysoperia carnea
angeboten und die Haufigkeit ermittelt, mit
der die Wanzennymphen die erste Attacke
durch die Florfliegenlarve tberlebten. Es
zeigte sich deutlich, dass Nymphen von
H. superbus und S. saxatilis, nachdem sie
an Fingerhut- bzw. Herbstzeitlosensamen
gefressen hatten, Florfliegenattacken deut-
lich hdufiger tiberlebten als die Nymphen,
die nur Sonnenblumensamen gefressen
hatten. Mit gro3er Wahrscheinlichkeit wird
dieser Schutz durch die aus Fingerhut- oder
Herbstzeitlosensamen aufgenommenen
Pflanzengifte vermittelt. Im Gegensatz zu
H. superbus und S. saxatilis waren Nymphen
von L. equestris interessanterweise nicht vor
Florfliegenlarven geschiitzt, obwohl sie
Herzglykoside aus den Samen des Frih-
lings-Adonisroschens speicherten. In einer
anschlieBenden Studie konnte gezeigt wer-
den, dass dieser Unterschied nicht von den
Wanzen selbst ausgeht, da auch Nymphen
von L. equestris gegen Florfliegenlarven ge-
schiitzt waren, wenn sie an Fingerhutsamen
gefressen hatten. Umgekehrt waren Larven
von H. superbus nicht geschiitzt, wenn sie an
A. vernalis-Samen gefressen hatten (POKHA-
REL et al. 2020).

Im Vergleich zu den Experimenten mit Flor-
fliegenlarven ergab sich bei Versuchen mit
Kohlmeisen (Parus major) ein einheitliches
Bild. Uber alle getesteten Systeme hinweg
(H. superbus auf D. purpurea, L. equestris auf
A. vernalis und S. saxatilis auf C. autummnale)
konnte gezeigt werden, dass sich die Chance,
eine Kohlmeisenattacke zu tiberleben, deut-

lich erhohte, wenn die Wanzen zuvor Ge-
legenheit hatten, Giftstoffe aus den Samen
ihrer Nahrungspflanzen zu sequestrieren.
Gleichzeitig zeigte sich jedoch, dass auch
Wanzen, die nur auf Sonnenblumenkernen
aufgezogen worden waren, besser vor den
Kohlmeisen geschiitzt waren als die auB3er-
dem getesteten Grillen (PETSCHENKA et al.
2020). Das bedeutet, dass sich det Schutz der
Wanzen vor den Végeln durch die Seques-
tration von Toxinen klar erhoht, die Wanzen
aber per se bereits Abwehrmechanismen
(h6chstwahrscheinlich die bei Wanzen weit
verbreiteten Stinkdrisen) besitzen, die eine
gewisse abschreckende Wirkung zeigen. Im
Rahmen der hier beschriebenen Experimen-
te wurden denselben Kohlmeisen Wanzen
in drei Wiederholungen angeboten. Hierbei
zeigte sich deutlich, dass die Lernkurve der
Végel in allen drei getesteten Systemen deut-
lich steiler anstieg, wenn die Wanzen Toxine
sequestriert hatten, als wenn sie ausschlie3-
lich auf Sonnenblumenkernen aufgezogen
worden waren (PETSCHENKA et al. 2020).

3. Schlussfolgerung

Die oben beschriebenen Beobachtungen
lassen vermuten, dass Ritterwanzen vor allem
mit bestimmten Pflanzen assoziiert sind, um
sie als Quelle fiir sequestrierbare Giftstoffe
zu nutzen, die thnen zum Schutz gegen na-
tirliche Gegenspieler dienen. Sequestration
von Pflanzengiften stellt somit einen evolu-
tiondren Mechanismus dar, iber den Rauber
und Parasitoide fiir spezialisierte Pflanzen-
Insekt-Interaktionen selektieren konnen. Die
Bindung an bestimmte Pflanzenarten wird
folglich nicht oder nicht ausschlie3lich durch
die ErschlieBung neuer Nahrungsressourcen
bedingt, was traditionell so angenommen
wurde. Unterstlitzung fiir diese Hypothese
lasst sich schon aus der Naturgeschichte vieler
Ritterwanzenarten ableiten, die sich polyphag
von den Samen vieler Pflanzenarten ernihren
und es somit wenig plausibel erscheint, dass
fir diese Arten eine Notwendigkeit (bezie-
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hungsweise ein Selektionsdruck) besteht, sich
an bestimmte Giftpflanzen zur Erweiterung
ihres Nahrungsspektrums anzupassen. Im
Rahmen der Koevolutionstheorie kann als
Schlussfolgerung somit festgehalten werden,
dass die dritte trophische Ebene (also Rduber
und Parasitoide) auf verschiedene Weise
Hinfluss auf die Evolution von Pflanzen-
Insekt-Interaktionen nehmen kann. Zum
einen erfordert die Fahigkeit zur Sequestra-
tion spezifische Anpassungen an bestimmte
Pflanzenstoffe, die nur zum Fressen giftiger
Pflanzen nicht benétigt wiirden (wie im Falle
der Danaini). Zum anderen kann die Notwen-
digkeit der Akquise von Abwehrstoffen, um
sich vor Gegenspielern zu schitzen, spezia-
lisierte Assoziationen bestimmter Insekten
mit giftigen Pflanzen bedingen.
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