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1 EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

"Arten sind Gruppen von sich untereinander tatséchlich oder potentiell fortpflanzender
Populationen, die reproduktiv von anderen solchen Gruppen isoliert sind”, definierte Ernst
Mayr (1942, S.120). Obgleich es inzwischen eine ganze Reihe weiterer miteinander
konkurrierender Artkonzepte gibt, die versuchen Arten zum Beispiel als genotypische Cluster
(Mallet 1995), phylogenetische (de Queiroz & Donoghue 1988, Cracraft 1989, Shaw 1998)
oder evolutionare Einheiten (Wiley 1978) zu charakterisieren, bleibt Mayrs biologisches
Artkonzept jenes, welches bei der Frage, wie Arten entstehen, am niitzlichsten ist. Denn bei
der Artbildung interessieren (zumindest bei sich sexuell fortpflanzenden Eukaryoten) jene
Prozesse und Mechanismen, aufgrund derer Gruppen von Populationen reproduktiv
voneinander isoliert werden und daraufhin eigenstandig evolvieren kénnen. Es gilt, diese
Isolationsbarrieren zu erkennen und zu quantifizieren, um Artbildung verstehen zu kénnen
(Coyne & Orr 2004).

In den letzten Jahren hat das Studium von Artbildungsprozessen nach jahrzehntelanger
Stagnation eine Renaissance erfahren. Verschiedenste Aspekte wurden untersucht und
resultierten in zahlreichen Artikeln und Blchern (siehe z.B. Otte & Endler 1989, Howard &
Berlocher 1998, Barton 2001, Coyne & Orr 2004). Obgleich auf diese Weise eine Reihe von
Prozessen und Phanomenen besser dokumentiert und verstanden werden konnte
(Coyne & Orr 2004), bleiben die Antworten auf manche Fragen bislang ungeklart,
beziehungsweise werden kontrovers diskutiert. Dies gilt im besonderen Mal3e fur die relative
Bedeutung der Prozesse, die der Differenzierung von Populationen zugrunde liegen. Wie
wichtig ist genetische Drift im Vergleich zu natlrlicher Selektion (Gavrilets & Hastings 1996,
Schluter 2001)? Ist die reproduktive Isolation nur ein Nebenprodukt verschiedener
Selektionsregime oder gibt es direkte Selektion gegen Genfluss (Schluter 2001)? Und wenn
letzteres der Fall ist: Kann dies wahrend des gesamten Artbildungsprozesses der
entscheidende Mechanismus sein (Dieckmann & Doebeli 1999) oder nur in der
abschlieRenden Phase (Noor 1999)?

Damit eng verbunden ist die besonders kontrovers geflihrte Diskussion Uber den
geographischen Modus der Artbildung. Unbestritten ist die Bedeutung der allopatrischen
Artbildung, bei der sich geographisch getrennte Populationen aufgrund genetischer Drift
und/oder verschiedener Selektionsregime differenzieren und daraus als ein Nebenprodukt
reproduktive Isolation entsteht (Mayr 1963). Doch Uber die Wahrscheinlichkeit sympatrischer
Artbildung gibt es sehr unterschiedliche Meinungen (siehe z.B. Berlocher & Feder 2002,
Coyne & Orr 2004). Bei der sympatrischen Artbildung gibt es namlich keine geographische
Trennung der Populationen, sondern es kommt zur "Entstehung von Isolationsmechanismen
(d.h. die Evolution einer Genflussbarriere) zwischen Mitgliedern einer sich kreuzenden
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Population” (Futuyma & Mayer 1980, S. 255). Entsprechend mussen die Populationen bei
der sympatrischen Artbildung also divergieren, obwohl wegen der fehlenden geographischen
Trennung maglicher Genfluss die Differenzierung erschwert. Die meisten Modelle zur
sympatrischen Artbildung beinhalten daher disruptive Selektion, das heil3t Selektion gegen
intermedidare Ph&anotypen, sodass die Populationen trotz anfanglichen Genflusses
divergieren koénnen (z.B. Kawecki 1996, 1997, Dieckmann & Doebeli 1999, Kondrashov &
Kondrashov 1999, Fry 2003). In der abschlieenden Phase kann dann Selektion gegen
Hybride zur Starkung prazygotischer Isolation flihren, sodass es direkte Selektion fir
reproduktive Isolation gabe (Via 2001, Dres & Mallet 2002). Es sind diese der Artbildung

zugrunde liegenden Prozesse, deren Plausibilitat und relative Bedeutung umstritten sind.

Obgleich manche dieser Aspekte mittels vergleichender phylogenetischer Methoden
untersucht werden kdnnen (Berlocher 1998, Barraclough & Vogler 2000), sind vor allem
mehr Fallstudien nétig, um ein besseres Verstandnis der Prozesse und Mechanismen
wahrend der Artbildung zu erlangen (Jiggins & Mallet 2000, Schluter 2001, Via 2001). Mit
Hilfe solcher Fallstudien kann auch untersucht werden, welche Isolationsbarrieren fur die
Diversifizierung von Populationen wichtig sind und unter welchen Umsténden und in welcher
Reihenfolge sich diese entwickeln. Daflir eignen sich besonders Systeme, bei denen der
Artbildungsprozess noch im Gange ist (Harrison 1991, Templeton 1994).

Solche Systeme lassen sich besonders gut bei phytophagen Insekten finden, die
schatzungsweise 25 bis 40 Prozent aller bekannten Arten ausmachen (Zwolfer 1975,
Berlocher & Feder 2002). Phytophage Insekten weisen oft ein sehr enges Verhéltnis zu ihren
Wirtspflanzen auf, die bei vielen Arten sowohl Lebensraum fiir die Larven als auch
Paarungsort der Adulten darstellen (Zwdlfer 1974a). Aufgrund dieser engen Beziehung kann
die Spezialisierung einer Insektenart auf verschiedene Wirtsarten dazu fihren, dass die
Populationen der einen Wirtspflanze von denen der anderen Wirtspflanze mehr oder weniger
reproduktiv isoliert sind. Man spricht dann von sogenannten Wirtsrassen, wenn
"Populationen einer Art als unmittelbare Folge der Anpassung an einen spezifischen Wirt von
anderen, konspezifischen Populationen patrtiell reproduktiv isoliert sind" (Diehl & Bush 1984,
S. 472). Diese Wirtsrassen stellen im kontinuierlich verlaufenden Artbildungsprozess eine
Zwischenstufe dar, und eignen sich daher sehr gut, um die zugrunde liegenden
Mechanismen und Prozesse zu untersuchen.

Die Existenz solcher Wirtsrassen konnte inzwischen fur eine Reihe von
Insektengruppen nachgewiesen werden, von BlattlAusen (Acythosiphon pisum, Via 1999)
Uber Kéfer (Epilachna niponica, Katakura & Hosogai 1994), Grashuipfer (Nilaparvata lugens,
Sezer & Butlin 1998) bis zu Kleinschmetterlingen (Zeiraphera diniana, Emelianov et al.
2001). Eine Gruppe, die besonders gut untersuchte Wirtsrassensysteme aufweist, sind die

Frucht- oder Bohrfliegen (Diptera: Tephritidae). Bekanntestes Beispiel, vor allem aufgrund
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der Pionierarbeit von Bush (1969, 1975), ist wohl die in Nordamerika verbreitete Rhagoletis
pomonella, bei der der Wirtswechsel vom Weil3dorn zu Apfelbdumen historisch belegt ist und
sich seitdem eigene Wirtsrassen gebildet haben (Berlocher & McPheron 1996, Bush & Smith
1998, Feder et al. 1998). Andere Tephritiden-Arten, bei denen die Existenz von Wirtsrassen
belegt werden konnte, sind Eurosta solidaginis (Brown et al. 1996, Itami et al. 1998,
Craig et al. 2001) und Tephritis bardanae (Diegisser et al. 2004).

Eine weitere Art, bei der Wirtsrassen nachgewiesen wurden, ist Tephritis conura (LOEW
1844). Diese Fliege befallt mindesten neun Arten von Kratzdisteln (Cirsium) (Dirlbekova &
Dirlbek 1970, Zwdlfer 1988, Romstock-Volkl 1997) und weist damit das grofdte bekannte
Wirtsspektrum innerhalb der Gattung Tephritis auf (Komma 1990). Seitz und Komma (1984)
stellten bei allozymelektrophoretischen Untersuchungen fest, dass sich Fliegen, die von
Cirsium heterophyllum geschliipft waren, von denen, die von Cirsium oleraceum geschlipft
waren, in ihren Allelfrequenzen signifikant unterschieden. Besonders an dem Locus
Hexokinase wiesen die Fliegen eine stark wirtsspezifische Differenzierung auf, was als
Hinweis auf eingeschrankten Genfluss zwischen den Fliegen der beiden Cirsium-Arten
interpretiert werden konnte. Spatere Untersuchungen zeigten, dass sich die Fliegen auch in
weiteren  Merkmalen  unterscheiden: Komma  (1990) beobachtete  deutliche
Aufenthaltspraferenzen der Fliegen fir ihren Wirt, wenn sie im Frihjahr aus ihren
Winterquartieren zurtickkehrten, und konnte mittels Farbkartenversuchen nachweisen, dass
diese Praferenzen (zumindest teilweise) visueller Natur sind. Des Weiteren wiesen die
Fliegen, die aus C. heterophyllum geschlipft waren, signifikant kleinere Fligel auf als die
Fliegen, die aus C. oleraceum geschlipft waren (Komma 1990), wahrend der Ovipositor
langer war (Komma 1990, Romstéck-Volkl & Zwolfer 1991). [Im Folgenden werden Fliegen,
die aus C. heterophyllum bzw. C. oleraceum geschlipft sind, einfach als Heterophyllum-
Fliegen bzw. Oleraceum-Fliegen bezeichnet.]

Eine wichtige Rolle bei dem Differenzierungsprozess kdnnte dabei die unterschiedliche
Phéanologie der beiden Wirtspflanzenarten spielen. Im Hauptuntersuchungsgebiet der
bisherigen Studien, dem bayerischen Fichtelgebirge, kommen C. heterophyllum und
C. oleraceum hauptsachlich parapatrisch vor, doch gibt es auch ein kleines Gebiet, wo beide
gemeinsam auftreten. Allerdings bliiht C. heterophyllum ungeféhr drei bis vier Wochen friher
als C. oleraceum. Da die Larvalentwicklung der Fliegen innerhalb der Bliitenkdpfe stattfindet
und mit der Blitenkopfentwicklung der Wirtspflanze synchronisiert sein muss, um ein
Uberleben der Larven zu ermdglichen (Romstock-Volkl & Zwoélfer 1991), muss die Eiablage
dementsprechend bei Heterophyllum-Fliegen deutlich friher stattfinden als bei Oleraceum-
Fliegen. Tatsachlich konnte Komma (1990) beobachten, dass Heterophyllum-Fliegen drei bis
vier Wochen vor den Oleraceum-Fliegen auf ihren Wirtspflanzen auftauchen (aus bislang

unbekannten Winterquartieren) und sich dort paaren und Eier ablegen. Bis die Oleraceum-
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Fliegen auf den C. oleraceum-Rosetten erscheinen, sind die Heterophyllum-Fliegen mit der
Eiablage auf C. heterophyllum bereits fertig und gré3tenteils gestorben. Entsprechend wird
der Genfluss zwischen den Wirtsrassen durch die zeitliche Trennung stark eingeschranki.
Zusammengefasst lasst sich also feststellen, dass es bei T.conura offenbar
Anpassungen an verschiedene Wirtspflanzen gibt (nachgewiesene Wirtspraferenzen,
morphologische Differenzierung) und der Genfluss zwischen Heterophyllum- und
Oleraceum-Fliegen eingeschréankt ist (Hinweise durch Allozymdaten und Freiland-
beobachtungen). Dementsprechend erfillen die Fliegen die Kriterien der Definition von Diehl

und Bush (1984) und kdnnen daher als Wirtsrassen bezeichnet werden.

In der vorliegenden Arbeit soll durch die Untersuchung bislang unbericksichtigter
Aspekte versucht werden, das durch die vorangegangenen Studien erhaltene Bild der
Wirtsrassen zu erweitern und dadurch ein tieferes Verstandnis der Artbildungsprozesse bei
T. conura zu ermoglichen. Es wird ein moglichst umfassender Uberblick tiber das MaR der
heutigen Differenzierung zwischen Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen angestrebt, um
daraus ableiten zu konnen, wie das System evolvierte und welche Mechanismen und
Prozesse dabei eine Rolle spielten.

Dazu soll untersucht werden, welche lIsolationsbarrieren den Genfluss zwischen den
Wirtsrassen Uberhaupt unterbinden. Dass Habitatpraferenzen existieren und dabei eine
wichtige Rolle spielen, konnte Komma (1990) bereits nachweisen. Eine Bestatigung mit
naiven Fliegen (d.h. Fliegen, die vor der Versuchsdurchfiihrung keinerlei Kontakt mit ihren
Wirtspflanzen als Adulte hatten) kénnte aber zeigen, dass es sich dabei um ein genetisch
determiniertes Verhaltensmuster handelt und die Pr&ferenzen nicht, wie bei anderen
Tephritiden nachgewiesen, auf Pragungsereignisse zurlickzufiihren sind (Prokopy et al.
1982, 1986). Auch soll analysiert werden, ob es sich bei der allochronen Isolation der
Wirtsrassen nur um ein Nebenprodukt der Habitatpréferenz oder eine eigene prazygotische
Isolationsbarriere handelt. Des Weiteren sollen Paarungsversuche Aufschluss dartber
geben, ob es zusétzliche Partnerpréaferenzen gibt. Schlielich wird mittels Eiablage-
experimenten und der Analyse von Hybridgelegen auch untersucht, ob und inwieweit
postzygotische Isolation zwischen Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen existiert.

Wie stark die durch die Isolationsbarrieren bedingte reproduktive Isolation ist, soll aus
dem MalR der genetischen Differenzierung geschlossen werden. Zwei verschiedene
Markersysteme, mitochondriale DNA und Allozyme, werden dafiir eingesetzt. Wéhrend
erstere neutral evolviert (Kimura 1991) und eine vorhandene Differenzierung entsprechend
auf genetische Drift zurlickgefuhrt werden kann, kénnte bei den Allozymen auch das Wirken
naturlicher Selektion aus dem Differenzierungsmuster abzuleiten sein (Slatkin 1987). Des
Weiteren wird auch die morphologische Differenzierung zwischen den Wirtsrassen naher

untersucht. Vorherige Untersuchungen dazu waren, ebenso wie die Allozymuntersuchungen,
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zum grofdten Teil auf ein kleines geographisches Gebiet, das bayerische Fichtelgebirge,
beschréankt. Dort kommen die beiden Wirtspflanzen C. heterophyllum und C. oleraceum in
einem Kkleinen Gebiet gemeinsam vor, sind aber im Wesentlichen parapatrisch verbreitet.
Uber einen groRen Teil inres Verbreitungsgebietes kommen die beiden Wirtspflanzen jedoch
allopatrisch vor, in anderen Regionen wiederum sind sie Uber weite Gebiete sympatrisch
verbreitet (Abb. 3.1). Diese verschiedenen Verbreitungsmuster der Wirtspflanzen bieten eine
viel versprechende Mdglichkeit, die Prozesse, die der Wirtsrassendifferenzierung zugrunde
liegen, naher zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit werden daher Heterophyllum- und
Oleraceum-Fliegen aus allopatrischen, sympatrischen und parapatrischen Gebieten
miteinander verglichen. Dadurch lassen sich mdglicherweise Rickschliisse auf die
Mechanismen ziehen, welche die Differenzierung bewirkt haben.

Im Wesentlichen sind drei Muster moglich, die unterschiedliche Aussagen Uber den
Artbildungsprozess bedingen. Eine Mdoglichkeit wére, dass sich die Wirtsrassen in
Kontaktzonen der Wirtspflanzen (Sympatrie/Parapatrie) aufgrund starkeren Genflusses
weniger unterscheiden als in Allopatrie. Dies konnte durch Eiablagen in die "falsche"
Wirtspflanze und/oder durch Hybridpaarungen geschehen. Das Mall geringerer
Differenzierung in Sympatrie/Parapatrie im Vergleich zur allopatrischen Region kénnte dann
Hinweise dariber liefern, wie stark der Genfluss zwischen den Wirtsrassen in solchen
Gebieten ist und ob in sympatrischen Gebieten die Wirtsrassen Uberhaupt stabil sind
beziehungsweise bestehen. In jedem Fall wiirde ein solches Muster darauf hinweisen, dass
die reproduktive Isolation zwischen Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen eine passive
Konsequenz verschiedener Selektionsregime und/oder genetischer Drift ist.

Alternativ konnte das genaue Gegenteil zu beobachten sein, das heil3t eine starkere
Differenzierung der Wirtsrassen in den Kontaktzonen als in Allopatrie. Dieses Muster lie3e
sich durch Selektion gegen Hybridisierung und/oder Eiablagen in die falsche
Wirtspflanzenart erklaren. Wenn nédmlich die falsche Wirtswahl oder Hybridpaarungen die
Fitness der Nachkommen negativ beeinflussen, konnte Selektion in Kontaktzonen jene
Merkmale foérdern, die solche Ereignisse verhindern (z.B. Wirts- oder Partnerpréaferenzen).
Folglich ware ein solches Muster ein Hinweis darauf, dass direkte Selektion fir reproduktive
Isolation eine Rolle beim Artbildungsprozess spielt.

Die dritte Moglichkeit schlieRlich wére, dass die Wirtsrassendifferenzierung, unabhangig
vom Verbreitungsmuster der Wirtspflanzen, Uberall gleich stark ist. Dies konnte ein Beleg
dafir sein, dass der Genfluss zwischen den Wirtsrassen so stark eingeschrankt ist, dass
Introgressionsereignisse (Hybridisierung/Eiablage in falschen Wirt) in den Kontaktzonen,
wenn Uberhaupt, so selten sind, dass dadurch keine messbaren Unterschiede im
Differenzierungsgrad festgestellt werden konnen. Alternativ konnte in den Kontaktzonen

sowohl erhohter Genfluss (Szenario 1) als auch Selektion gegen Hybridisierung/falsche
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Eiablage (Szenario 2) stattfinden. Wenn sich beide Prozesse die Waage hielten, wiirde das

MaR der Wirtsrassendifferenzierung jenem in Allopatrie entsprechen.

Durch die Ermittlung der der Differenzierung zugrunde liegenden Prozesse und der
identifizierten Isolationsbarrieren sollen auch Aussagen dartber getroffen werden, in
welchem geographischen Kontext diese Entwicklung stattgefunden haben kénnte, das heif3t,
ob sich die Wirtsrassen in Sympatrie oder Allopatrie herausgebildet haben. Prinzipiell ist
Ersteres bei der phytophagen T. conura leichter vorstellbar als bei anderen Tiergruppen.
Normalerweise ergibt sich namlich bei sympatrischen Artbildungsmodellen das Problem,
dass die mittels disruptiver Selektion entstandene Differenzierung durch Rekombination
wieder zunichte gemacht wird. Angenommen die Artbildung fénde mittels einer
Habitatisolation statt, so wiirde bei andauerndem Genfluss die Assoziation zwischen Allelen,
welche die Fitness im entsprechenden Habitat beeinflussen, und jenen Allelen, welche die
Habitaterkennung und/oder —préferenz bestimmen, durch Rekombination zerstort werden,
sodass daraus Genotypen geringerer Fitness resultierten (Felsenstein 1981). Dieser
Gegensatz zwischen Selektion und Rekombination besteht aber bei phytophagen Insekten,
die sich wie T. conura auf ihren Wirtspflanzen paaren, nicht, da aus der Habitatwahl als
pleiotropisches Nebenprodukt assortative Paarungen resultieren. Nach Bush (1969, 1975) ist
daher fur die sympatrische Artbildung von solchen Insekten nur nétig, dass in einem ersten
Schritt Mutationen einen Wechsel der Wirtspréaferenzen bedingen und daraufhin
Adaptationen an die neue Wirtspflanze evolvieren, die ein optimales Uberleben ermdglichen.

In der vorliegenden Arbeit soll aus den gewonnenen Erkenntnissen Uber die Art und
Starke der Isolationsbarrieren, sowie den zugrunde liegenden Differenzierungsprozessen auf
die Wahrscheinlichkeit sympatrischer Artbildung bei T. conura geschlossen werden. Auch die
phylogeographischen und populationshistorischen Analysen der mitochondrialen DNA
kénnten Hinweise auf den geographischen Kontext der Artbildung ergeben (Berlocher 1998,
Berlocher & Feder 2002). Aus dem Differenzierungsmuster der DNA kann maoglicherweise
aulRerdem abgeleitet werden, in welche Richtung der Wirtswechsel stattgefunden hat und

wie alt das System ist.

Die Kombination von genetischen und morphometrischen Analysen mit direkten
Untersuchungen von potentiellen Isolationsbarrieren einerseits, und die Einbeziehung
verschiedener Verbreitungsmuster der Wirtspflanzen andererseits, stellen einen viel
versprechenden Ansatz dar, um wichtige Aspekte der Wirtsrassendifferenzierung bei
T. conura zu klaren. Unter Einbeziehung der Ergebnisse fritherer Studien soll die vorliegende

Arbeit damit zu einem tieferen Verstandnis der Artbildungsprozesse bei T. conura beitragen.



2 DAS WIRT-PARASIT-SYSTEM

2 DAS WIRT-PARASIT-SYSTEM

2.1 BIONOMIE VON TEPHRITIS CONURA

Die Bohrfliege Tephritis conura Loew (Diptera: Tephritidae) ist univoltin. Im Frihjahr treffen
sich die Fliegen auf ihren Wirtspflanzen zur Paarung, kurz darauf legen die Weibchen ihre
Eier in die Blutenknospen der Wirtspflanze ab. Die Blitenknospen mussen dabei ein
bestimmtes Entwicklungsstadium aufweisen, was von den Weibchen mittels Einfiihren des
Ovipositors Uberprift wird. Eine Eiablage erfolgt anschlieBend nur, wenn der Hohlraum
zwischen Blitenanlagen und den dariiber zusammengebogenen Brakteen ausreichend grof3
ist (Romstock 1982). Diese Abhangigkeit der Eiablage von einem spezifischen
Entwicklungsstadium der Wirtspflanze grenzt die Eiablageperiode zeitlich stark ein
(Eschenbacher 1982). Aus den Eiern schllipfen nach einigen Tagen die Larven, die sich von
den Rohrenblitenanlagen und vom Blitenboden erndhren. Nach Durchlaufen dreier
Larvenstadien kommt es zur Verpuppung; ungeféahr drei Wochen spater schlipfen die
adulten Fliegen. Bei C. heterophyllum findet dies im Laufe des Julis statt, wahrend sich bei
C. oleraceum die Schliipfperiode im Wesentlichen auf den August konzentriert. Uber den
Aufenthaltsort der Imagines, insbesondere im Winter, ist nichts bekannt. Im folgenden
Frahjahr finden sich die Fliegen wieder auf ihren Wirtspflanzen ein, wo sie kurz nach

Paarung und Eiablage absterben.

Abbildung 2.1. Tephritis conura a) Paarung b) Larven in C.oleraceum c) Puppen in
C. heterophyllum.
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2.2 DIE WIRTSPFLANZEN

Tephritis conura befallt ausschlieBlich Arten der Gattung Cirsium Mill. (Asteraceae:
Cardueae) und ist innerhalb der Gattung wiederum auf die Sektion Cirsium beschrankt.
Nachweise liegen fir neun Arten vor: Cirsium heterophyllum, C. oleraceum, C. acaule,
C. palustre, C. spinosissimum, C. erisithales, C. filipendulum (Romstdck-Valkl 1997), sowie
C. canum und C. pannonicum (Dirlbekova & Dirlbek 1970). Diese weisen allerdings nicht alle
eigene Wirtsrassen auf. Die auf Kalkmagerrasen vorkommende C. acaule erreicht wohl
keine ausreichend hohen Dichten, um unabhéngige Fliegenpopulationen zu erhalten, und
wird statt dessen gelegentlich von Oleraceum-Fliegen als Wirt genutzt (Romstock-Volkl
1997). Die Fliegen, welche die auf alpine Regionen begrenzte C. spinosissimum sowie
C. erisithales befallen, lassen sich allozymelektrophoretisch ebenfalls nicht eigenen
Wirtsrassen zuordnen, sondern clustern innerhalb der Heterophyllum-Wirtsrasse (Koéhler
2005). Eine mogliche zuséatzliche Wirtsrasse existiert in Schottland, wo C. heterophyllum und
C. palustre von T. conura-Fliegen befallen werden, die sich morphologisch von der
kontinentalen Heterophyllum-Wirtsrasse unterscheiden (Romstock & Arnold 1987, Tritsch
2005). Von den anderen drei Wirtspflanzen (C. filipendulum, C. canum und C. pannonicum)
wurden bislang keine Fliegen untersucht, sodass eine Zuordnung der entsprechenden

Fliegen zu den bestehenden oder zu eigenen Wirtsrassen nicht méglich ist.

2.2.1 Cirsium heterophyllum

Cirsium heterophyllum (L.) Hill (synonym: Cirsium helenioides (L.) Hill) ist eine euro-
sibirische Pflanze, deren Verbreitungsschwerpunkt im borealen Bereich liegt. Sie bevorzugt
nahrstoffreiche Nasswiesen, feuchte Graben und Bachufer, sowie nasse Hochstaudenflure
(Hegi 1979). Das Hauptareal von C. heterophyllum zieht sich von Skandinavien Uber das
Baltikum bis nach Sibirien hinein (Abb. 3.1). Davon abgesehen weist sie aber auch noch eine
Anzahl disjunkter Refugialgebiete in Mitteleuropa auf, wo sie in der montanen bis subalpinen
Hohenstufe zu finden ist. Dazu gehoren unter anderem die Alpen, die Pyrenaen, die
Karpaten, und in Deutschland die 6stlichen Mittelgebirge (Fichtel- und Erzgebirge, sowie
Bayerischer Wald). Dabei tritt C. heterophyllum in letzteren Regionen nicht unter 400m NN
auf und wird erst ab 600m NN haufig. Unabhangig von den genauen Hohenvorkommen, die
sich in den einzelnen Gebirgsregionen durchaus deutlich unterscheiden kdnnen, gibt es
dabei aber (mit Ausnahme der Pyrenden) stets einen schmalen Uberlappungsbereich mit
C. oleraceum.
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Abbildung 2.2. Cirsium heterophyllum a) Trupp b) unbefallener (vorne) und parasitierter
(hinten) Blutenkopf.

C. heterophyllum ist eine ausdauernde, 50 bis 150 cm hohe Pflanze mit walzen-
férmigem Wurzelstock, die sich Uber Auslaufer vegetativ vermehren kann (Hegi 1979). Die
Laubbléatter sind oberseits griin und kahl, wahrend die Unterseite silbrig-weil und behaart ist.
Die Wuchsform der Laubblatter kann innerhalb eines Individuums zwischen fiederspaltig und
ganzrandig wechseln; daher auch der deutsche Name "Verschiedenblattrige Kratzdistel". Der
aufrechte Stangel besitzt meist mehrere Aste mit jeweils einem terminalen, purpurroten
Blutenkopf (Abb. 2.2). Die phéanologische Entwicklung der Blutenkopfe verlauft bei
C. heterophyllum innerhalb eines Standortes relativ synchron (Romstdck-Volkl 1997), sodass
Blutenknospen, die fir die Eiablage von T. conura geeignet sind, nur tber einen Zeitraum
von zwei bis drei Wochen zur Verfligung stehen (standortabhéangig zwischen Mitte Mai und
Mitte Juni).

2.2.2 Cirsium oleraceum

Cirsium oleraceum (L.) Scop., die Kohldistel, bevorzugt nasse, néhrstoffreiche, kalkhaltige,
humose und tonige Bdden, und ist daher typischerweise auf feuchten Wiesen, in
Hochstaudenfluren, Sumpfen, Ufern, Graben und Waldschlagen zu finden (Eschenbacher
1982). Es handelt sich bei ihr, wie bei C. heterophyllum, um eine eurosibirische Art, doch im
Gegensatz zu Letzterer ist sie in Mitteleuropa haufig und kontinuierlich verbreitet (Abb. 3.1).
Ihre West- und Nordgrenze erreicht sie in Nordfrankreich und Stidskandinavien, sidwarts
dringt sie bis Ost- und Mittelfrankreich, Oberitalien und bis zum ndérdlichen Balkan vor. Im
Osten reicht ihr Areal bis in die Ebenen Sibiriens (Hegi 1979). Sie ist entsprechend vor allem

in planaren und kollinen Hohenstufen zu finden, kann aber in den Gebirgen auch montan
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und teilweise subalpin vorkommen. Dabei tritt sie stets in geringeren Hohen als
C. heterophyllum auf, doch existiert, wie bereits erwdhnt, in der Regel zumindest eine
schmale Uberlappungszone.

C. oleraceum ist perennierend und treibt alljahrlich aus einem Rhizom neu aus (Hegi
1979). Standortabhangig kénnen die trupp- bis herdenweise auftretenden Pflanzen bis zu
2 m hoch werden. Der aufrechte Stangel verzweigt sich im oberen Teil, sodass er meist 5 bis
20 Blutenkodpfe aufweist. Die weil3lich-gelben Blitenkdpfe sitzen zu mehreren geh&uft an den
Enden der Aste und sind bis zur Bliitezeit von bleich gelbgriinen Hullblattern umgeben
(Abb. 2.3). Die Phanologie der Blutenkdpfe ist im Vergleich zu C. heterophyllum um ungeféhr

drei bis vier Wochen nach hinten verschoben, weshalb eine Belegung durch T. conura erst
ab Mitte/Ende Juni stattfinden kann.

. ~—

Abbildung 2.3. Cirsium oleraceum a) Trupp b) Blutenkopf (unbefallen) c) Blutenkopf (befallen).
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3 MATERIAL & METHODE

3.1 SAMMELSCHEMA FUR GENETISCHE/MORPHOMETRISCHE ANALYSEN

In die genetischen und morphometrischen Untersuchungen wurden T. conura-Fliegen von 64
verschiedenen Standorten einbezogen. Bei der Standortwahl wurde insbesondere darauf
geachtet, Regionen einzubeziehen, in denen die Wirtspflanzen allopatrisch, parapatrisch
beziehungsweise sympatrisch verbreitet sind (Abb. 3.1). Dabei wurde als Standort ein
raumlich und Kleinklimatisch abgegrenzter Ort bezeichnet, an dem C. heterophyllum
und/oder C. oleraceum vorkamen. Die Fliegen, die von einer Wirtspflanzenart eines

Standortes stammten, wurden als Population definiert. Da an drei Standorten beide

Wirtspflanzen syntop vorkamen, resultiert dies in einer Gesamtzahl von 67 Populationen
(Tabelle 3.1).

Abbildung 3.1. Verbreitung der Wirtspflanzen und Standorte aller genetisch und/oder
morphometrisch untersuchten Populationen. Details zu den Standorten finden sich in Tabelle 3.1.
weifd = allopatrische C. oleraceum Verbreitung; schwarz = allopatrische C. heterophyllum Verbreitung;
diagonal gestreift = sympatrische Gebiete; horizontal gestreift = parapatrische Gebiete.

11
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Tabelle 3.1. Ubersicht aller genetisch und/oder morphometrisch untersuchten Populationen.
Die erste Spalte bezieht sich auf Abbildung 3.1. Weitere Details zu den Standorten finden sich im
Anhang 1. Die letzten drei Spalten geben Auskunft tiber die Art der durchgefiihrten Untersuchungen.
A+F = Allozymelektrophorese & Fligelvermessung; DNA = Sequenzierung mitochondrialer DNA,;
M = morphometrische Vermessungen von Fligel und Ovipositor; hetero = C. heterophyllum; olera =
C. oleraceum.

No. | Population Wirt Standort Region A+F | DNA M
1 HSc2 hetero Bridge of Orchy | Schottland X
2 HSc6 hetero Little Dunkeld Schottland X
3 HST11 hetero Boden Transekt Schweden X
4 HST10 hetero Fredrika Transekt Schweden X X X
5 HST9 hetero Peresjo Transekt Schweden X X X
6 HST8 hetero Herrskog Transekt Schweden X X
7 HST7 hetero Njurunda Transekt Schweden X X
8 HST6 hetero Sorfosa Transekt Schweden X X
9 HST5 hetero Lingbo Transekt Schweden X X
10 HST4 hetero Tierp Transekt Schweden X X
11 HST3 hetero Rydbo Transekt Schweden X X X
12 HS2 hetero Harphult Sudschweden X X X
13 HS4 hetero Gaddarod Sudschweden X X
14 HS6 hetero Aspinge Sudschweden X X X
15 HS8 hetero Hoor Sidschweden X X
16 HS13 hetero Tommaholma Sidschweden X X X
17 0Ss2 olera Osbyholm Sidschweden X X
18 0sS3 olera Rovarkulans Sudschweden X X X
19 0S6 olera Bjarnum Sudschweden X X
20 0os7 olera Skaldervigen Sudschweden X X
21 0S8 olera Rosendal Sudschweden X X
22 0s9 olera Rastanga Sidschweden X
23 0S10 olera Bronnestad Sidschweden X X
24 HF2 hetero Mantyharju Finnland X
25 HF4 hetero Helsinki Finnland X
26 HF6 hetero Putkilahti Finnland X
27 OoD2 olera Latjenburg Transekt Deutschland X X
28 OoD4 olera Luhdorf Transekt Deutschland X X
29 OD5 olera Unsen Transekt Deutschland X X
30 OD6 olera Bad Karlshafen | Transekt Deutschland X
31 oD7 olera Spangenberg Transekt Deutschland X X
32 oD8 olera Vogelsberg Transekt Deutschland X X

12
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Fortsetzung Tabelle 3.1

No. | Population Wirt Standort Region A+F | DNA
33 OoD9 olera Eltville Transekt Deutschland X X
34 OD10 olera Altleiningen Transekt Deutschland X X
35 OD12 olera Hohenhurst Transekt Deutschland X X
36 OD14 olera Uhlingen Transekt Deutschland X X
37 OD15 olera Nossen Transekt Deutschland X
38 HE2 hetero Frauenstein Erzgebirge X
39 HE3 hetero Zdblitz Erzgebirge X
40 HE4 hetero Erlabrunn Erzgebirge X
41 HES5 hetero Klingenthal Erzgebirge X
42 H1 hetero Huetten Fichtelgebirge

43 H4 hetero Fleckl Fichtelgebirge X X
44 H5 hetero Bischofsgriin Fichtelgebirge

45 H9 hetero Schneeberg Fichtelgebirge X X
46 H13 hetero Mehlmeisel Fichtelgebirge X X
a7 HO1 hetero FGS Radweg Fichtelgebirge X X
48 HO2 hetero Sickenreuth Fichtelgebirge X X
49 HO3 hetero Pfeiferhaus Fichtelgebirge X X
50 OH1 olera FGS Radweg Fichtelgebirge X X
51 OH2 olera Sickenreuth Fichtelgebirge X X
52 OH3 olera Pfeiferhaus Fichtelgebirge X X
53 02 olera Eimersmihle Fichtelgebirge X X
54 o7 olera Heinersreuth Fichtelgebirge X X
55 09 olera Lessau Fichtelgebirge

56 010 olera Seulbitz Fichtelgebirge

57 011 olera Utzdorf Fichtelgebirge X X
58 HA1 hetero Astlehn Alpen X
59 HA2 hetero Wirl Alpen X
60 OAl olera St. Johann Alpen X
61 OA2 olera Paznauntal Alpen X
62 OA3 olera Aggsbach-Dorf | Alpen X
63 OK1 olera Zagreb Kroatien X
64 OR1 olera Tetjushi Russland X
65 OR3 olera Kotelnich Russland X
66 HR2 hetero Elets Russland X
67 HR3 hetero Raifa Russland X

13
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Die Proben wurden in den Monaten Juli und August der Jahre 2002 bis 2004
gesammelt. Dazu wurden an den Standorten ungefahr 50 bis 150 Blltenkdpfe abgeschnitten
(die Anzahl richtete sich nach der Standortgrof3e), die aufgrund ihres Erscheinungsbildes
parasitiert erschienen. AnschlieBend wurden die Blitenkdpfe in abgedunkelten
Plastikflaschen gelagert, die eine lichtdurchlassige Offnung im Deckel aufwiesen.
Schlipfende Fliegen wurden vom einfallenden Licht aus der Plastikflasche gelockt und
mittels umgedrehter Glasflaschen abgefangen. Bis zu den morphometrischen und

genetischen Untersuchungen wurden sie dann bei -80°C eingefroren.

3.2 ALLOZYMELEKTROPHORESE

3.2.1 Durchfihrung

Die Allozymanalysen wurden mittels Zellulose-Acetat-Elektrophorese durchgefiihrt. Notige
Vorbereitungen sind bei Hebert und Beaton (1989) beschrieben. Es wurden (wenn maglich)
24 Individuen pro Standort untersucht, je zwolf Mannchen und zwdlf Weibchen. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die Fliegen mdglichst an verschiedenen Tagen geschlipft waren. Dies
sollte den Anteil an Vollgeschwistern verringern, da Fliegen eines Geleges in der Regel
innerhalb von ein bis zwei Tagen schlipfen (Romstock 1982, eigene Beobachtungen).
Insgesamt wurden 950 Fliegen von 40 Populationen allozymelektrophoretisch untersucht.

In ausfuhrlichen Screening-Tests erwiesen sich 13 verschiedene Loci als auswertbar
(Tabelle 3.2). Die beiden verwendeten Puffersysteme Tris-Citrat pH8,2 und Tris-Glycin pH8,5
entstammen Richardson et al. (1986), beziehungsweise Hebert und Beaton (1989). Alle
Enzyme wurden fur 30 Minuten bei 250 Volt elektrophoretisch getrennt. Die Rezepte fur das
Farbechemikaliengemisch entstammen entweder direkt Hebert und Beaton (1989) oder

wurden leicht modifiziert (Diegisser 2001).

3.2.2 Datenauswertung

Diversitatsparameter und genetische Identitaten (Nei 1972) wurden mit G-Stat (Siegismund
1993) berechnet. Das Programm GDA (Lewis & Zaykin 2001) wurde benutzt, um
Abweichungen vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und Linkage Disequilibrium mittels
Exakt-Tests zu diagnostizieren. Genetische Distanzen (Nei 1972) und UPGMA
Phanogramme (Fitch & Margoliash 1967) wurden mit dem Softwarepaket Phylip (Felsenstein
1993) errechnet. Auf Isolation-by-distance (Wright 1943) wurde mit dem Programm Genepop
(Raymond & Rousset 2000) getestet, welches mittels eines Mantel-Tests (Mantel 1967) auf
Signifikanz pruft.

14
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Fur die hierarchische F-Statistik wurde das Programm Arlequin 2.0 (Schneider et al.
2000) verwendet, welches nach der Methode von Weir und Cockerham (1984) die Varianz
zwischen Populationen (Fst) auf verschiedene Hierarchiestufen aufteilen kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde als weitere Hierchieebene die Wirtspflanzenzugehdrigkeit (W)
eingefihrt, sodass der Fsr aufgeteilt wird in einen Fyr (der Anteil der Varianz, der auf die
Wirtspflanzenzugehdérigkeit zurtickgefihrt werden kann) und in einen Fsy (der Anteil der
Varianz, der innerhalb einer Wirtspflanzengruppe zwischen den Populationen existiert). Die
entsprechenden F-Werte wurden mit einem nichtparametrischen Permutationsansatz nach
Excoffier et al. (1992) auf Signifikanz Uberprift (implementiert in Arlequin 2.0).

Mit dem Programm Structure 2.1 (Pritchard et al. 2000) wurde quantifiziert, wie gut sich
Individuen aufgrund ihres Allozymgenotyps einer Wirtsrasse zuordnen lassen. Das
Programm berechnet aus Multilocusdaten mittels einer modellbasierten Clustermethode die
Wahrscheinlichkeit, mit der sich Genotypen einer Gruppe zuordnen lassen. Die Anzahl der
Gruppen entsprach den Wirtsrassen (K = 2); sowohl die Burnin-Lange als auch die Anzahl
der Durchlaufe wurde auf 10.000 gesetzt.

Tabelle 3.2. Untersuchte Allozyme. EC = Internationale Enzymnummer; TG 8.5 = Tris-
Glycin pH 8,5; TC 8.2 = Tris-Citrat pH 8,2.

EC Enzym Abkiirzung Puffer
4213 Aconitathydratase Acon TG 85
2.7.3.3 Argininkinase Apk TG 8.5
421.2 Fumarathydratase Fum TG 8.5
1.2.1.12  Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase G3pdh TC 8.2
26.11 Glutamat-Oxalacetattransferase Got TG 8.5
1.1.1.30 RB-Hydroxybutyratdehydrogenase Hbdh TG 8.5
2.7.11 Hexokinase Hex TC 8.2
1.1.1.42 Isocitratdehydrogenase Idh TC 8.2
1.1.1.44  6-Phosphogluconatdehydrogenase Pgd TC 8.2
3.4.11.11 Peptidase A (Gly-Leu) PepA TG 8.5
3.4.13.9 Peptidase D (Phe-Pro) PepD TG 85
5.4.2.2 Phosphoglucomutase Pgm TG 85
3.2.1.28  Trehalase Tre TC 8.2
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3.3 SEQUENZIERUNG DER MITOCHONDRIALEN DNA

3.3.1 Durchfuhrung

Insgesamt wurden 241 Individuen von 61 Populationen an zwei verschiedenen mtDNA Loci
untersucht. Die DNA wurde aus dem Homogenat der vorangegangenen Allozymanalysen
gewonnen. Extraktions- und PCR-Bedingungen entsprechen denen bei Diegisser et al.
(2004). Die Primer S2792 (5' ATA-CCT-CGA-CGT-TAT-TCA-GA 3') und A3661 (5' CCA-
CAA-ATT-TCT-GAA-CAT-TGA-CCA 3') (Brown et al. 1996) wurden verwendet, um ein
Fragment zu amplifizieren, das Teile der Cytochrom Oxidase Untereinheit I, tRNA ¢, und
Teile der Cytochrom Oxidase Untereinheit Il kodiert (der Locus wird im folgenden COl/II
genannt). Der zweite Locus (16S/ND1) kodiert fir Teile der 16S rRNA, tRNA_¢,, sowie Teile
der NADH1 Dehydrogenase und wurde mit den Primern LR-N-12945 (5' CGA-CCT-CGA-
TGT-TGA-ATT-AA 3) und N1-J-12261 (5 TCG-TAA-GAA-ATT-ATT-TGA-GC 3') (Hedin
1997) erhalten. Details zu Aufreinigung, Sanger-PCR und Sequenzierung finden sich bei
Diegisser (2001).

3.3.2 Datenauswertung

Mit dem Programm Arlequin 2.0 (Schneider et al. 2000) wurden Diversitatsindices, wie die
Anzahl der Haplotypen pro Population und die Nukleotiddiversitat (1), berechnet. Um zu
Uberprufen, ob die beobachtete mtDNA Variation auf neutrale Evolution oder Selektion
zurickzufuhren ist, wurden verschiedene Neutralitdtstests durchgefihrt. Der McDonald-
Kreitman-Test (McDonald & Kreitman 1991) wurde benutzt, um die Nullhypothese, die eine
neutrale Evolution der vorhandenen Variation postuliert, auf signifikante Abweichungen zu
Uberprifen. Dies geschieht Giber einen Vergleich des Anteils synonymer und nichtsynonymer
Mutationen innerhalb und zwischen Arten. Im Gegensatz zu anderen Neutralitatstests (siehe
unten) ist dieser Ansatz weitgehend unabhangig von der Genealogie der Populationen
(Nielsen 2001). Fur den zwischenartlichen Vergleich wurden Sequenzen von Tephritis
bardanae benutzt (GenBank Accession Numbers: AY956401, AY343502); der Test wurde
mit dem Programm DnaSP v4.0 (Rozas et al. 2003) durchgefihrt.

Des Weiteren wurden Tajimas D-Test (Tajima 1989) und Fus Fs-Test (Fu 1997) mit
Arlequin 2.0 (Schneider et al. 2000) berechnet. Im Gegensatz zu dem McDonald-Kreitman-
Test beinhaltet die Nullhypothese dieser Tests jedoch nicht nur die Annahme, dass die
Variation selektionsneutral evolviert ist, sondern auch, dass sich die Populationen in einem
demographischen Gleichgewicht befinden. Dies bedeutet, dass die Ablehnung der

Nullhypothese auch von demographischen Parametern verursacht werden kann. So kénnen
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beispielsweise mit dem D-Test genetische Flaschenhélse ("population bottlenecks") entdeckt
werden (Simonsen et al. 1995), wahrend der Fs-Test sehr sensibel fir
Populationsexpansionen ist (Fu 1997). Wenn daher der McDonald-Kreitman-Test eine
neutrale Evolution nicht ablehnen kann, werden in der vorliegenden Arbeit signifikante
Abweichungen bei den D- und F¢-Tests in einem demographischen Kontext diskutiert, das
heil3t als Abweichungen vom Populationsgleichgewicht. Die D- und Fs-Tests wurden fir die
Wirtsrassen getrennt durchgefiihrt, wobei innerhalb der Wirtsrassen zusatzlich noch einmal
verschiedene geographische Regionen getestet wurden: Die Heterophyllum-Populationen
wurden den Regionen Schottland, Skandinavien, Russland, Alpen, und Fichtel-/Erzgebirge
zugeordnet, die Oleraceum-Populationen den Regionen Schweden, Deutschland, Alpen,
Kroatien und Russland.

Eine weitere Methode, um Aussagen Uber die demographische Populationsgeschichte
treffen zu kdnnen, stellt die sogenannte "Mismatch Distribution” dar. Darunter versteht man
die Verteilung der beobachteten paarweisen Nukleotidunterschiede innerhalb einer
Population. In stabilen, verhaltnismafig alten Populationen wird eine multimodale Verteilung
erwartet, wahrend Populationen, die eine relativ rezente demographische Expansion erlebt
haben, eine unimodale Verteilung aufweisen sollten (Harpending et al. 1998). Mit Arlequin
2.0 (Schneider et al. 2000) wurden beide Wirtsrassen und zusétzlich jede Region getrennt
(siehe oben) auf Abweichungen von einem schrittweisen Expansionsmodell Uberpruft.

Um zwischen dem Einfluss historischer Prozesse und jenem gegenwartigen Genflusses
auf die Populationsstruktur bei T. conura unterscheiden zu kénnen, wurde eine "Nested
Clade Analysis" (NCA) durchgefiihrt. Diese kladistische Methode versucht mittels der
Genealogie von Haplotypen und deren geographischer Verbreitung Aussagen Uber die
zugrunde liegenden Differenzierungsprozesse zu treffen (Templeton et al. 1995, Templeton
1998). Das dazu benétigte "Minimum Spanning Network" der Haplotypen, das die minimal
noétigen Mutationen zwischen allen Haplotypen visualisiert, wurde mit dem Programm TCS
1.13 (Clement et al. 2000) erstellt. Wenn es mehrere gleichwertige Moglichkeiten gab,
Haplotypen miteinander zu verbinden, wurde fur die NCA jene Alternative ausgewahlt, die
aufgrund verschiedener Kriterien am wahrscheinlichsten schien. Nach Voraussagen aus der
Koaleszenztheorie (Pfenninger & Posada 2002) sind dies: (1) das Frequenzkriterium (die
Verbindung zu einem haufigeren Haplotypen wird bevorzugt), (2) das topologische Kriterium
(die Verbindung zu einem inneren Haplotypen wird gegeniiber einem &aul3eren bevorzugt)
und (3) das geographische Kriterium (Verbindungen zu Haplotypen der gleichen Population/
Region werden gegenliber Haplotypen entfernter Populationen bevorzugt).

Bei den entsprechend erstellten Haplotypnetzwerken wurden dann die Kladen gemaf
Templeton (1998) zugeordnet. Mit diesen Kladen wurden dann in dem Programm Chiperm
v1.2 (Posada 2000) kategorische Tests durchgefiihrt. Damit sollte Gberprift werden, ob die

Haplotypen/Kladen inhomogen zwischen den Wirtsrassen verteilt sind. Des Weiteren wurden
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die sogenannten "Clade Distances" mit GeoDis 2.2 (Posada et al. 2000) berechnet. Details
zu diesen, sowie Anleitungen zu ihrer Interpretation, finden sich unter anderem bei
Templeton et al. (1995) und Templeton (1998). Statistisch signifikante "Clade Distances"

wurden mit einem Bestimmungsschlissel (Templeton 2004) interpretiert.

3.4 MORPHOMETRISCHE MESSUNGEN

Die morphometrischen Untersuchungen beruhen auf zwei unterschiedlichen Datensatzen.
Zum einen wurde bei allen allozymelektrophoretisch untersuchten Individuen die Fliigellange
vermessen. Voruntersuchungen hatten gezeigt, dass die Fliigellange bei T. conura stark mit
der Thoraxlange korreliert (R;77 = 0,84; P < 0,0001) und daher als Mal fiir die Kdrpergrol3e
betrachtet werden kann. Um die Fligel zu vermessen, wurden sie mittels
Uhrmacherpinzetten abprapariert, mit einem Tesafilmstreifen auf Diaglasrahmen geklebt und
digital fotografiert (Details in Diegisser 2001). Vermessen wurde immer nur der rechte Fllgel,
wobei die Fliigellange als die Distanz zwischen den Punkten A und B in Abbildung 3.2a
definiert wurde. Der urspringlich erhaltene Pixelwert wurde mittels Eichungen in Millimeter
umgerechnet.

In einem weiteren Datensatz wurden ausschlieBlich Weibchen analysiert. Die
entsprechenden Populationen wurden unter Beriicksichtigung aller Verbreitungsmuster der
Wirtspflanzen (allo-, para- und sympatrisch) ausgewahlt. Zuséatzlich zu den Fligeln wurde an
diesen Populationen noch der Ovipositor analysiert. Dazu wurde ventral die Lange des
Oviskapts, des sklerotisierten Teils des Legebohrers, vermessen (Abb.3.2b). Die statistische
Auswertung aller morphometrischen Daten geschah mit Statistica v6.1 (StatSoft Inc. 2004).

.4

Abbildung 3.2. Morphometrische Vermessungspunkte a) Flligel b) Ovipositor.
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3.5 VERSUCHE

3.5.1 Tiermaterial

Fur die Versuche wurden T. conura-Fliegen verschiedener Herkunft verwendet. Entweder
wurden sie im Frihjahr direkt im Freiland von ihren Wirtspflanzen abgefangen oder es
handelte sich um im Labor geschlipfte Tiere. Letztere wurden, wenn mdglich, aus
verschiedenen Griinden bevorzugt. Zum einen handelte es sich dabei um "naive" Fliegen,
die vor den Versuchen noch keinen Kontakt mit ihrer Wirtspflanze gehabt hatten. Fiur die
Ermittlung von Wirtspréferenzen konnte damit der Einfluss einer eventuellen
(nichtgenetischen) Pragung, wie sie in anderen Tephritiden nachgewiesen wurde (Prokopy et
al. 1982, 1986), ausgeschlossen werden. Zum anderen wurden flr einige Versuche Fliegen
beider Wirtsrassen gleichzeitig bendétigt (z.B. bei den Paarungsversuchen). Da im Freiland
aber eine zeitliche Trennung im Auftreten der Wirtsrassen besteht (entsprechend der
unterschiedlichen Phéanologie ihrer Wirtspflanzen), ist es praktisch nicht moglich, beide
Wirtsrassen zur gleichen Zeit im Feld abzufangen.

Die Halterung der Fliegen im Labor erwies sich allerdings als schwierig. T. conura wird
erst nach dem Uberwintern sexuell aktiv und zeigt vorher auch kein Interesse an der
Wirtspflanze. Daher missen die Fliegen, um entsprechende Versuche durchfiihren zu
kénnen, erfolgreich Gber den Winter gebracht werden, was bislang nicht gelungen war
(Romstdck-Volkl 1997). In der vorliegenden Arbeit konnten zumindest Teilerfolge erzielt
werden. Insbesondere im Hinblick auf zukinftige Studien werden daher im Anhang die
Halterungs- und Versuchsbedingungen detailliert beschrieben und diskutiert. Eine Reihe von
urspriinglich geplanten Versuchen konnte aber nicht durchgefiihrt werden. Dies betraf
insbesondere den Vergleich von Partner- und Wirtspraferenzen von Fliegen aus
sympatrischen, parapatrischen und allopatrischen Gebieten. Die fir die durchgefiihrten

Versuche verwendeten Fliegen stammten alle aus dem Fichtelgebirge.

3.5.2 Pflanzenmaterial

Fur viele Versuche wurden die Wirtspflanzen C. heterophyllum und C. oleraceum benétigt.
Diese stammten entweder aus dem Freiland oder waren in Gewachshdusern und
Anzuchtsraumen aufgezogen worden. Letzteres sollte zusammen mit der Laborhalterung der
Fliegen die Versuchsdurchfiihrung von jahreszeitlichen Bedingungen unabhangig machen.
Dies gelang in der vorliegenden Arbeit nur teilweise. Obgleich daher manche urspriinglich
geplanten Versuche nicht durchgefihrt werden konnten, gilt es aber - wie bei der
Fliegenhalterung - die gewonnenen Erkenntnisse und erzielten Fortschritte fir kinftige

Arbeiten zu dokumentieren (siehe Anhang 3).
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3.5.3 Wirtspraferenzen

Fur die Versuche zur Wirtspraferenz wurden Kéafige mit den MalRen 70 x 50 x 40 cm genutzt.
An den Langsseiten befanden sich Plexiglasscheiben, der Rest des Kafigs war mit Gaze

bespannt.

3.5.3.1 Versuch mit Blattern

Je vier Blatter von C. oleraceum und C. heterophyllum wurden in kleine mit Wasser gefiillte
Glaschen gestellt und je 10 Fliegen im Kéfig angeboten. Alle finf Minuten wurde notiert, wo
sich die Fliegen aufhielten (Versuchsdauer pro Ansatz: 50 min). Nach jeder Beobachtung
wurden alle Fliegen von den Blattern vertrieben. Die erste Messung erfolgte 5 min nachdem
die Fliegen in den Kéfig eingesetzt wurden. Nach jeder Messreihe wurden die Blatter nach
einem Zufallsschema neu verteilt.

Dieser Versuch wurde im Mai/Juni 2003 mit aus dem Freiland abgefangenen Fliegen
durchgefuihrt, sowie im Februar 2004 mit Fliegen, die seit dem Schlipfen im vorherigen

Sommer im Labor gehalten worden waren.

3.5.3.2 Versuch mit Rosetten

Innerhalb des Versuchskafigs befanden sich jeweils eine C. heterophyllum- und eine
C. oleraceum-Rosette. Diese waren vorher "ausgedinnt" worden, sodass der Aufenthaltsort
aller auf der Rosette befindlichen Fliegen erkennbar war. Die Fliegen hatten einen Tag Zeit,
sich an den Kafig zu gewthnen, dann wurden sowohl vormittags als auch nachmittags je 10
Beobachtungen in 10-minitigem Abstand gemacht. Nach jeder Beobachtung wurden alle
Fliegen von den Rosetten vertrieben. Die Kéafige standen unter Pflanzenleuchten, sodass
beide Rosetten gleichermaf3en beleuchtet waren. Zwischendurch wurden die Kéfige gedreht,
um einen eventuellen Einfluss von ungleichen Lichtverhaltnissen zu kompensieren.

Der Versuch fand im Januar 2005 mit naiven Fliegen statt. Dabei wurden getrennte
Messreihen fir beide Geschlechter, sowie verpaarte und unverpaarte Fliegen mit jeweils 30

Fliegen durchgefihrt.

3.5.4 Paarungspraferenzen

Generell wurden die Fliegen bei diesen Versuchen immer markiert, um die Wirtsrassen
auseinander halten zu kénnen. Dazu wurden die Fliegen zunéchst mit Kohlendioxid bet&ubt.
AnschlieBend wurde am Mesonotum ein Farbpunkt aufgetragen, indem eine Sonde in
farbiges Tipp-Ex getaucht und auf der Fliege abgetupft wurde. Nachdem die Betdubung
nachgelassen hatte, lieRen sich so markierte Fliegen in keiner Weise in ihrem Verhalten von

unmarkierten Fliegen unterscheiden.
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Die Quantifizierung von Paarungspréferenzen fand in den gleichen Versuchskéfigen
statt, die auch fur die Wirtspflanzenversuche benutzt wurden (siehe oben). Vorversuche
hatten darauf hingewiesen, dass Wirtspflanzen einen wichtigen Faktor darstellen kénnten,
was die Paarungsaktivitat betrifft. In dem Versuchsdesign wurden daher verschiedene

Wirtspflanzenkombinationen berticksichtigt (Tabelle 3.3)

Tabelle 3.3. Versuchsdesign Paarungspréaferenzen.

Kafig Rosetten

2 C. heterophyllum
2 C. oleraceum
1 C. heterophyllum und 1 C. oleraceum

keine

a b~ W N P

je 1 (kleine) C. palustre, C. acaule, C. tuberosum, C. erisithales

In allen finf Kafigen befanden sich je 20 Fliegen beider Wirtsrassen und beiderlei
Geschlechts. Diese waren zwei Wochen nach dem Schlipfen (Juli/August 2004) in
Klimakammern gebracht und dort bis kurz vor der Versuchsdurchfiihrung (Mitte November)
unter Winterbedingungen gehalten worden. Der Versuch wurde bei Zimmertemperatur (ca.
21°C) und unter Langtagsbedingungen durchgefiihrt. Die Kafige waren so aufgestellt, dass
kein visueller Kontakt zwischen ihnen mdglich war. Mehrfach taglich wurde auf Paarungen
kontrolliert. Aufgrund der langen durchschnittlichen Paarungsdauer bei T. conura (siehe
Ergebnisse) sollten dadurch die meisten Paarungen beobachtet worden sein.

Der Versuchsansatz erwies sich als ungeeignet, um Paarungspraferenzen zu
guantifizieren (siehe Ergebnisse), weswegen ein weiterer Paarungsversuch durchgefiihrt
wurde. In einen Versuchskafig (Kafig 6, 44 x 48 x 50 cm, keine Wirtspflanzen) kamen je 50
Fliegen beider Wirtsrassen und beiderlei Geschlechts. Bei diesen beiden Ansatzen wurden

sich paarende Fliegen entnommen und durch entsprechend markierte Fliegen ersetzt.

3.5.5 Paarungsdauer

Zur Messung der Paarungsdauer ausgewahlte Kafige wurden im fuinfminttigem Abstand auf
Paarungen kontrolliert. Sich paarende Fliegen wurden direkt enthommen und in kleine
Glasflaschchen Uberfuhrt. Diese wurden mit einer Videokamera bis zum Paarungsende
gefilmt, wobei die Uhrzeit mit aufgezeichnet wurde. Entsprechend sind die gemessenen

Paarungszeiten maximal mit einem Fehler von finf Minuten behaftet.
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3.5.6 Eiablageversuche

Es konnten keine Eiablageversuche mit den verpaarten Weibchen der obigen Versuche
durchgefuhrt werden, weil zu diesem Zeitpunkt keine Wirtspflanzen mit belegbaren
Blutenknospen in den Anzuchtsraumen zur Verfiigung standen. Zumindest teilweise gelang
dies jedoch im Fruhjahr 2003 mit Fliegen und Pflanzen aus dem Freiland. Sowohl
Heterophyllum- als auch Oleraceum-Weibchen, die sich im Freiland bereits verpaart hatten,
wurden auf belegbare C. oleraceum-Pflanzen gesetzt. Dazu wurde ein einzelnes Weibchen
in einem Gazesackchen Uber einen belegbaren Blutenkopf gebunden und dort fiir mehrere
Tage belassen (mehrfach taglich wurden die Fliegen mit Wasser versorgt). Die
entsprechenden Blitenkdpfe wurden taglich auf Ablageversuche untersucht, die als
Einstiche in den Hiillblattern erkennbar sind. Deuteten diese auf eine erfolgte Eiablage hin,
wurde das Weibchen fir morphometrische und genetische Analysen eingefroren.

Die Blutenkdpfe wurden ungeféhr drei Wochen spater abgeschnitten und in kleine, mit
Gaze verschlossene Plastikbehalter Uberfihrt. Schlipften aus einem Blitenkopf Fliegen,
wurde noch zwei bis drei Tage gewartet (um ein quantitatives Schliipfen zu gewahrleisten),
bevor diese ebenfalls eingefroren wurden. Sowohl bei den Mdittern als auch bei der F1-
Generation wurden Fligel und (bei Weibchen) der Ovipositor vermessen, sowie
allozymelektrophoretische Untersuchungen durchgefihrt (siehe entsprechende Abschnitte).
Alle im Versuch angebotenen Bliitenkdpfe wurden schlief3lich noch seziert, um festzustellen,

ob sie eventuell nicht geschlipfte T. conura (Eier, Larven, Puppen) enthielten.

3.6 HYBRIDSTANDORT

Im Erzgebirge konnte ein Standort gefunden werden, an dem nicht nur C. oleraceum und
C. heterophyllum, sondern auch Hybride der beiden Wirtspflanzen auftreten. Dieser Standort
befindet sich auf einer Wiese in Hanglage (436m GUNN) und wird im Folgenden als
Hybridstandort oder HXO bezeichnet.

3.6.1 Die Hybride

Die Hybride weisen einen intermedidaren Phanotyp auf (Abb. 3.3). Wéahrend der rdétlich
gefarbte Sténgel und die kaum vorhandenen Hiillblatter dem C. heterophyllum-Phanotypen
entsprechen, sind die Bliten meistens weililich-gelb wie bei C. oleraceum (es kommen aber
auch rétliche Bluten vor). Die Blatter liegen farblich und von der Form zwischen denen der
Parentalarten (die typische silbrigweil3e Unterseite von C. heterophyllum ist aber noch zu
erkennen). Insgesamt konnten auf der Wiese mindestens neun Trupps als Hybride
klassifiziert werden, deren Entfernung zueinander eine klonale, vegetative Ausbreitung

unwahrscheinlich macht. Durchgefiihrte Mikrosatelliten-Analysen (nach der Methode
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beschrieben in Lampei 2005) zeigten, dass es sich in der Tat um verschiedene Individuen
handelt.

Abbildung 3.3. C. oleraceum x C. heterophyllum-Hybride a) Trupp b) Blutenkdpfe.

3.6.2 Probenentnahme & Analysen

Der Standort wurde im Sommer 2004 zweimal beprobt. Ende Juni wurden anscheinend
befallene Blutenktpfe von C. heterophyllum, C. oleraceum und den Hybriden gesammelt,
ohne zwischen einzelnen Pflanzen zu unterscheiden. Die C. oleraceum-Pflanzen waren in
ihrer Phanologie deutlich hinter C. heterophyllum und den Hybriden zurtick, die Blitenkdpfe
wiesen zumeist noch keine Puppen oder fortgeschrittene Larvenstadien auf.

Mitte Juli wurde ein zweites Sampling durchgefiihrt. Diesmal wurden von den Hybriden
die Blutenkopfe jeder Pflanze separat gesammelt. Im Labor wurden anscheinend befallene
Blutenkopfe einzeln in mit Gaze bedeckten Plastikdéschen aufbewahrt. Nach dem Schlipfen
von Fliegen wurde noch mindestens zwei Tage gewartet, bis die Fliegen des
entsprechenden Blitenkopfes eingefroren wurden, um ein moglichst vollstandiges Schliipfen
zu gewahrleisten.

Alle geschlupften Fliegen von den Hybridpflanzen wurden sowohl morphometrisch als
auch allozymelektrophoretisch ausgewertet. Allerdings beschrankte sich die Untersuchung
auf die Loci Hex, PepD, Idh, Pgd, Got und Hbdh. Bei einem Teil der Individuen wurde

aullerdem noch mitochondriale DNA (16S/ND1) sequenziert. Des Weiteren wurden Fliegen
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der Parentalpopulationen (d.h. von C. heterophyllum bzw. C. oleraceum geschlipfte Fliegen)
genetisch (Allozyme und mtDNA) untersucht.

SchlieBlich wurden noch die Blutenkdpfe der Hybridpflanzen mit einer Schieblehre
vermessen, um auf einen Zusammenhang zwischen BlutenkopfgréRe und Anzahl

geschlipfter Fliegen testen zu kénnen.

3.6.3 Auswertung

Mittels der Allelfrequenzen der Parentalpopulationen konnte fir jeden Genotypen berechnet
werden, mit welcher Wahrscheinlichkeit er aus einer reinrassigen Paarung (heterophyllum
bzw. oleraceum) oder einer Hybridpaarung entstanden war. Dafir wurden nur die beiden
Loci verwendet, welche die mit Abstand deutlichsten Allelfrequenzunterschiede zwischen
den Wirtsrassen aufweisen: Hex und PepD. Aus den Frequenzen der beiden h&aufigsten
Allele jedes Locus' (siehe Ergebnisse) konnten die absoluten Wahrscheinlichkeiten fir neun
verschiedene F1-Genotypen berechnet werden.

Dies soll an einem Beispiel verdeutlicht werden: Angenommen eine F1-Fliege hat den
Genotyp Hex100100/PepD100100. Waren ihre Eltern Heterophyllum-Fliegen, héatten sie in
ungeféahr 75% aller Félle diesen Genotypen gezeugt (dies berechnet sich aus den
entsprechenden Allelfrequenzen der Parentalpopulation: 0,912 x 0,952; siehe Anhang 16).
Waren ihre Eltern Oleraceum-Fliegen, ware ein solcher Genotyp nur in 0,01% aller Falle
entstanden (0,342 x 0,03?). Bei einer Hybridpaarung schlie3lich betriige die Chance 0,8%
diesen Genotypen zu produzieren ([0,91 x 034] x [0,95 x 0,03]). Diese Wahrscheinlichkeiten
wurden als absolute Wabhrscheinlichkeiten bezeichnet. Aus diesen wurden dann relative
Wabhrscheinlichkeiten berechnet. Unter der Voraussetzung, dass alle Paarungstypen (H x H,
O x O, H x O) gleich haufig sind, lasst sich fir das gewahlte Beispiel folgendes schliel3en: Zu
98,95% waren die Eltern Heterophyllum-Fliegen, zu 0,01% Oleraceum-Fliegen und zu ca.
1% ist der beobachtete Genotyp Ergebnis einer Hybridpaarung. Wann immer ein Genotyp
mit mindestens 95% relativer Wabhrscheinlichkeit einer Wirtsrasse beziehungsweise
Hybridpaarung entstammte, wurde er entsprechend zugeordnet.

Von allen Blitenkdpfen, bei denen die Genotypen auf ein Hybridgelege schliel3en
lieRen, wurden immer noch zusatzlich einzelne Individuen sequenziert. Aufgrund
wirtsrassenspezifischer Haplotypen im Erzgebirge und der maternalen Vererbung der
mMtDNA konnte auf diese Weise bestimmt werden, ob das Gelege von einem Heterophyllum-
oder Oleraceum-Weibchen stammte. Auch bei Blitenkdpfen, deren Allozym-Genotypen
darauf hinwiesen, dass Mehrfachbelegungen verschiedener Wirtsrassen stattgefunden

hatten, wurden einzelne Tiere am 16S/ND1 Locus sequenziert.
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41 ALLOZYME

Um die Vergleichbarkeit mit anderen (zuklnftigen) Studien zu erméglichen, wurden die Allele
nach ihrer relativen Laufstrecke benannt (Tabelle 4.1). Dabei wurde dem haufigsten Allel der
Wert 100 zugeteilt. Am Locus Hbdh wanderte das haufigste Allel unter den gewahlten
Laufbedingungen nicht, sondern verblieb exakt auf dem Auftragspunkt. Daher wurde das
zweithaufigste Allel als Referenz genommen. Dieses lief allerdings nicht in Richtung Anode,
sondern in Richtung Kathode, und erhielt daher den Wert -100.

Tabelle 4.1. Relative Laufstrecken aller gefundenen Allele.

Relative Laufstrecke von Allel

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Acon 70 100 110 125 150
Apk 80 100 115
Fum 35 70 100 185 290
G3pdh 75 100
Got 45 65 75 100 125 135 145
Hbdh -290 -200 -100 0 40 100
Hex 95 100 104 107
Idh 85 92 96 100 108 115
PepA 65 70 80 85 90 95 100 108 115
PepD 75 80 88 92 100 108 112 123
Pgd 85 100 110 120
Pgm 10 60 100 140 155
Tre 91 95 97 98 100 103

4.1.1 Linkage Disequilibrium

Es besteht prinzipiell die Mdoglichkeit, dass die untersuchten Loci nicht unabhangig
voneinander vererbt, sondern gekoppelt weitergegeben werden. Da in einem solchen Fall die
einzelnen Loci nicht mehr als unabhangig betrachtet werden kdnnen (Weir 1990) und dies
bei der weiteren Auswertung bericksichtigt werden misste, wurde mittels FISHER-Exakt-
Tests (3200 Durchlaufe) auf ein solches Kopplungsungleichgewicht (Linkage Disequilibrium)
gepruft. Dazu wurden alle Loci innerhalb einer Population paarweise miteinander verglichen.

Aufgrund der entsprechend hohen Testanzahl (40 Populationen x 78 Locuskombinationen)
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kommt es zu einer betrachtlichen Alpha-Fehler-Kumulierung, die rein statistisch eine gewisse
Zahl an signifikanten Abweichungen erwarten lasst. Daher wurde eine sequenzielle
Bonferroni-Korrektur durchgeftihrt. Danach wiesen noch finf Populationen fir jeweils eine
Locuskombination signifikante Abweichungen auf (HST3 und HST5 bei PepA/Acon; HST7
bei PepA/PepD; OD2 bei Acon/Apk; OS7 bei Got/Pgm). Da dies einerseits nur ein kleiner
Bruchteil aller Kombinationen war und auferdem verschiedene Kombinationen betroffen
waren, wurde fir die weiteren Analysen davon ausgegangen, dass Linkage Disequilibria bei

den untersuchten Populationen keinen entscheidenden Faktor darstellten.

Tabelle 4.2. Test auf Hardy-Weinberg-Verteilung. Aufgefuhrt sind nur Populationen und Loci mit
signifikanten Abweichungen (p < 0,05). Pop. = Populationen; Fis = Inzuchtskoeffizient nach Weir &
Cockerham (1984). Hervorgehobene Zahlen = signifikante Abweichung nach sequenzieller Bonferroni-
Korrektur.

Pop. Acon Got Hbdh Idh Pgm PepA PepD Tre
P Fis P Fis P Fis P Fis P Fis P Fis P Fis P Fis
HSTS 0,030 +0,51 0,020, +0,24
HST7 0,016 -0,43
HS6 0,047 +0,42
HS8 0,005 +0,26
0S3 0,033 +0,49
0OS6 0,014: -0,48
0oD2 0,019:+0,29 0,030 +0,12/0,017

OD4 |0,003:+0,66
OD5 0,020 +1,00
OD8 |0,020:+0,32 0,043 -0,30
OD9 0,015 +0,45
0D10|0,023:+0,37

0OD12|0,019;+0,22

oD14 0,001 +0,32
HO1 0,034 -0,46 0,005 +0,24

HO2 0,027 -0,19

HO3 0,016 -0,53

H4 0,028 +0,20

H13 0,001 +0,55

OH2 0,026 +0,63
02 0,027 +0,40 0,017 +0,44
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4.1.2 Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) wurde mittels Exakt-Tests (3200 Durchlaufe;

FISHER-Methode) Uberprift, da diese bei kleinen Stichproben und mehreren Allelen anderen
Methoden vorzuziehen sind (Weir 1990). Uber alle Loci gab es keine einzige Population, die
eine signifikante Abweichung vom HWG aufwies. Dies &nderte sich, wenn man die Loci
separat betrachtete (Tabelle 4.2). Eine Reihe von Populationen zeigte dann an
verschiedenen Loci signifikante Abweichungen der Genotypverteilung vom Erwartungswert.
Signifikante P-Werte wurden dabei sowohl durch Heterozygoteniberschiisse (entspricht
negativen Fis-Werten), als auch durch Heterozygotendefizite (positive Fis-Werte) verursacht.
Wegen der groRen Anzahl durchgefuhrter Tests (40 Populationen x 13 Loci) wurden
wiederum sequenzielle Bonferroni-Korrekturen durchgefiihrt. Danach wiesen nur noch zwei
Populationen am Locus PepA ein signifikantes Heterozygotendefizit auf. Fir die weitere
Auswertung wurde daher davon ausgegangen, dass im Wesentlichen innerhalb der

definierten Populationen Panmixie vorlag.

4.1.3 Genetische Diversitat

Tabelle 4.3 gibt einen Uberblick (iber verschiedene Diversitatsparameter aller untersuchten
Populationen. Beim Vergleich zwischen Heterophyllum- und Oleraceum-Populationen
zeigten sich dabei deutliche Unterschiede. Sowohl die erwartete als auch die beobachtete
Heterozygotie war bei Heterophyllum-Fliegen niedriger als bei Oleraceum-Populationen
(heterophyllum: Hg =0,193 / Hp = 0,175; oleraceum: Hg =0,216 / Ho =0,213), und dieser
Unterschied war hochsignifikant (Mann-Whitney-U-Test fur Hg: Zzg = 3,55, P < 0,001; fir Ho:
Z3g = 3,68, P <0,001). Analysierte man die Loci separat, so liel3 sich dieses Muster bei vier
Loci wieder finden: Der Heterozygotiegrad der Loci Got, Hex, PepA und Pgd war bei den
Heterophyllum-Fliegen jeweils signifikant geringer als bei den Oleraceum-Fliegen (alle
P < 0,027).

Die unterschiedliche genetische Diversitat der Wirtsrassen schlug sich auch in den
anderen Diversitatsparametern nieder. Die durchschnittliche Allelanzahl pro Locus war
geringer in Heterophyllum-Populationen (AAuet= 2,19; AAokra= 2,39; U-Test: Zzg = 2,28,
P =0,023), und auch die Anzahl der polymorphen Loci je Population unterschied sich
signifikant (P[95]net= 6,74; P[95]oera = 8,19; U-Test: Z33 = 3,07, P = 0,002).

Im Gegensatz dazu gab es innerhalb der Wirtsrassen zwischen den verschiedenen
geographischen Regionen (heterophyllum: Schweden Transekt, Sudschweden, Fichtel-
gebirge; oleraceum: Siudschweden, Deutschland Transekt, Fichtelgebirge) keine
signifikanten Unterschiede im Heterozygotie- und Polymorphiegrad sowie in der Allelanzahl.
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Tabelle 4.3. Diversitatsparameter fur allozymelektrophoretisch untersuchte Populationen.
hetero = C. heterophyllum; olera = C.oleraceum; allo = Allopatrie; sym = Sympatrie;
para = Parapatrie; N = Anzahl Fliegen; AA = Allelanzahl; P [95%] = Anzahl polymorpher Loci auf
dem 95% Niveau; He = erwartete Heterozygotie; Ho = beobachtete Heterozygotie.

Population Wirtspflanze  Patrie N An:/tl_t:)ecrﬁs P [95%)] He Ho

HST10 hetero allo 24 2,31 9 0,169 0,171
HST9 hetero allo 24 2,39 7 0,140 0,154
HST8 hetero allo 24 2,46 8 0,220 0,208
HST7 hetero allo 24 2,00 6 0,140 0,170
HST6 hetero allo 24 2,31 7 0,158 0,157
HST5 hetero allo 24 2,15 7 0,172 0,178
HST4 hetero allo 24 2,31 6 0,490 0,147
HST3 hetero allo 24 2,39 8 0,202 0,180
HS2 hetero sym 24 2,08 7 0,189 0,192
HS4 hetero sym 24 1,85 6 0,142 0,154
HS6 hetero sym 24 2,54 10 0,217 0,208
HS8 hetero sym 24 1,92 6 0,191 0,184
HS13 hetero sym 24 2,00 6 0,169 0,183
0S2 olera sym 24 2,46 7 0,196 0,181
0Ss3 olera sym 24 2,46 9 0,226 0,221
0S6 olera sym 24 2,46 9 0,209 0,237
0os7 olera sym 23 2,15 9 0,271 0,281
0S8 olera sym 24 2,00 8 0,174 0,183
0S10 olera sym 24 2,39 8 0,208 0,231
0oD2 olera allo 24 2,54 8 0,226 0,218
OoD4 olera allo 21 2,31 6 0,193 0,165
OD5 olera allo 24 2,46 7 0,167 0,157
OoD7 olera allo 24 2,23 8 0,223 0,212
OoD8 olera allo 24 2,39 10 0,275 0,279
OoD9 olera allo 24 2,46 9 0,222 0,205
OD10 olera allo 24 2,85 8 0,235 0,215
OD12 olera allo 24 2,23 6 0,203 0,192
OD14 olera allo 24 2,31 6 0,207 0,183
H4 hetero para 24 2,31 6 0,194 0,193
H9 hetero para 24 2,39 7 0,179 0,176
H13 hetero para 24 2,23 7 0,184 0,159
HO1 hetero para 24 1,85 4 0,146 0,146
HO2 hetero para 24 2,15 6 0,178 0,178
HO3 hetero para 24 2,08 5 0,183 0,183
OH1 olera para 18 2,08 9 0,202 0,222
OH2 olera para 24 2,23 10 0,195 0,185
OH3 olera para 24 2,23 9 0,195 0,186
02 olera para 24 2,23 8 0,218 0,192
o7 olera para 24 2,77 10 0,256 0,271
011 olera para 24 2,92 8 0,236 0,249
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4.1.4 Allelfrequenzen

Eine Ubersicht uber die Allelfrequenzen aller Populationen und Loci findet sich im Anhang.
Zwischen den Wirtsrassen gab es eine Reihe hochsignifikanter Allelfrequenzunterschiede,
die in Tabelle 4.4 zusammengefasst sind. Dabei fallen zwei Loci auf, bei denen sich die
Allelfrequenzen mehrerer Allele besonders stark zwischen Heterophyllum- und Oleraceum-
Populationen unterschieden. Bei der Hexokinase wurden im Wesentlichen zwei Allele
gefunden: Hex100 war das mit Abstand dominierende Allel bei Heterophyllum-Fliegen mit
einer durchschnittlichen Frequenz von 93%, wahrend bei Oleraceum-Fliegen das Allel
Hex107 vorherrschte (Allelfrequenz 0,80). Eine ahnlich grofRe Differenzierung zwischen den
Wirtsrassen fand sich am Locus Peptidase D. Wahrend PepD100 fast ausschlief3lich bei
Heterophyllum-Fliegen zu finden war, dominierte PepD92 bei Oleraceum-Populationen (trat
im Gegensatz dazu aber kaum bei Heterophyllum-Tieren auf).

Im Vergleich zu den Allelfrequenzunterschieden an den Loci Hexokinase und Peptidase

D waren jene an den anderen Loci deutlich geringer und betrafen meist seltenere Allele.

Tabelle 4.4. Signifikante Allelfrequenzunterschiede zwischen
Heterophyllum- und Oleraceum-Populationen. (Mann-Whitney-U-
Tests; FG =38) Signifikanzniveaus (nach Bonferroni-Korrektur):
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Frequenz
Allel oleraceum heterophyllum 4
Acon125 0,06 0,01 3,66*
Hex100 0,19 0,93 -5,40%**
Hex107 0,80 0,07 5,40%*
Pgd100 0,90 0,97 -3,74*
Pgd110 0,07 0,01 4,79%+*
PepA85 0,24 0,13 3,47*
PepD80 0,07 0,01 4,58%**
PepD92 0,88 0,06 5,40%**
PepD100 0,03 0,84 -5,40%**

29



4 ERGEBNISSE

Zusiétzlich zu dem Einfluss der Wirtspflanze wurde auch auf eine mégliche
geographische Differenzierung getestet. Nach Bonferroni-Korrektur ergaben sich zwischen
den verschiedenen Regionen einer Wirtsrasse nur am Locus Hbdh signifikante Differenzen.
Sowohl bei Heterophyllum- als auch bei Oleraceum-Fliegen unterschieden sich die
schwedischen von den bayerischen Populationen. Das Hauptallel HbdhOO kam in den
schwedischen Populationen deutlich haufiger vor als in bayerischen (heterophyllum: 0,76 vs.
0,48; Z,;=-3,35, P < 0,001; oleraceum: 0,76 vs. 0,59; Z;, = -2.67, P = 0.007).
Dementsprechend war das zweithaufigste Allel Hbdh-100 in Schweden seltener als im
Fichtelgebirge (heterophyllum: 0,22 vs. 0,52; Z;; = -3,35, P < 0,001; oleraceum: 0,22 vs.
0,40; Z,p = 2,81, P =0,004). Dagegen gab es weder signifikante Unterschiede zwischen
bayerischen und Transekt-Populationen bei C. oleraceum, noch zwischen allopatrischen und
sympatrischen Heterophyllum-Populationen aus Schweden.

Um zu testen, ob sich die beobachteten Allelfrequenzunterschiede zwischen
schwedischen und bayerischen Populationen in beiden Wirtsrassen durch einen
Breitengradgradienten erklaren lassen, wurden von den Transektpopulationen die
entsprechenden Frequenzen gegen den Breitengrad aufgetragen (Abb. 4.1). Die Korrelation
war allerdings fur keines der beiden Allele signifikant (P > 0,21). Dies anderte sich auch

nicht, wenn man die Transekte einzeln betrachtete (alle P > 0,10).

1,00
A
[}

0,90
_ 0,80 A = =
o
A
= A .
o A [ ]
~N
= A
(<5}
S 0,60 ]
=
b
= ]
@
= 050

A
0,40 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65
Breitengrad

Abbildung 4.1. Korrelation zwischen Breitengrad und Frequenz des Allels Hbdh-100.
Quadrate und Dreiecke entsprechen Heterophyllum- bzw. Oleraceum-Populationen.
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4.1.5 Populationsstruktur

Mittels der F-Statistik sollte untersucht werden, inwieweit die Populationen genetisch
strukturiert sind. Dabei ist der Fgsr ein Mald dafitir, welcher Anteil der beobachteten
genetischen Variation auf eine Substrukturierung der Populationen zurtickzufiihren ist. Eine
Analyse aller Loci zeigte, dass eine solche Strukturierung der Populationen existiert (Tabelle
4.5). Der Fsr Uber alle Loci unterschied sich hochsignifikant von null, und dies galt auch fir
fast alle Loci, wenn sie separat analysiert wurden (lediglich die beinahe monomorphe G3pdh
und der Locus Tre wiesen nur schwach signifikante Fsr-Werte auf).

Dabei unterschieden sich die einzelnen Loci deutlich in dem Ausmalfd der Strukturierung.
Die meisten Loci hatten einen Fst < 0,07, das heil3t, weniger als 7% der gefundenen
Variation konnte auf Populationsdifferenzierung zurtickgefiihrt werden; die restlichen 93%
waren folglich Variation innerhalb der Populationen. Zwei Loci allerdings fielen aus diesem
Rahmen heraus: Hexokinase und Peptidase D hatten beide extrem hohe Fsr-Werte von Uber
0,70.

Tabelle 4.5. Hierarchische F-Statistik. Vy/Vst[%] = prozentualer Anteil der durch
die Wirtspflanzenzugehdrigkeit erklarten Varianz an der Gesamtvarianz zwischen
Populationen (nur angegeben, wenn Fyr signifikant). Signifikanzniveaus: *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001.

Locus Fsr Fsw Fwr Vwr/Vst[ %]
Acon 0,040%** 0,037%** 0,004

Apk 0,027%** 0,028%+* -0,001

Fum 0,032%** 0,034+ -0,001

G3pdh 0,021* 0,021 0,000

Got 0,040%** 0,032%+* 0,009** 21,93
Hbdh 0,071%** 0,075%** -0,004

Hex 0,707%** 0,037%+* 0,696%** 98,42
Idh 0,011* 0,010%* 0,001

PepA 0,049% 0,027** 0,026%* 46,06
PepD 0,735%** 0,051%+* 0,721%+* 98,06
Pgd 0,075*** 0,041%** 0,036*** 47,50
Pgm 0,039%** 0,039%+* 0,001

Tre 0,008* 0,011** -0,001

0 0,343+ 0,040 0,315+ 91,97
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Insgesamt ergab sich so Uber alle Loci ein Fsr-Wert von 0,34, was auf das
Vorhandensein einer sehr ausgepragten Populationsstruktur schliel3en lasst. Es stellte sich
nun die Frage, worauf diese Populationsdifferenzierung zurtickzufiihren ist. Das Einflgen
einer weiteren Hierarchieebene (Fwr) in die F-Statistik sollte dariiber Aufschluss geben, zu
welchem Anteil die Wirtspflanzenzugehdérigkeit die beobachtete Struktur erklaren kann (siehe
auch Material & Methode). Das Ergebnis ist in Tabelle 4.5 zusammengefasst: Funf der
untersuchten Loci zeigten einen signifikanten Fyr-Wert, das heil3t, bei diesen Loci ist ein
gewisser Anteil des Fsr durch die Wirtspflanzenzugehérigkeit bedingt. Insbesondere bei den
besonders stark strukturierten Loci Hex und PepD war dieser Anteil ausgesprochen hoch
(jeweils iber 98%). Uber alle Loci gemittelt bedeutet dies, dass beinahe 92% der zwischen
Populationen gefundenen Differenzierung ausschlieBlich darauf zurlickzufiihren ist, dass die
Populationen unterschiedlichen Wirtspflanzen entstammten.

Entsprechend war die Populationsstruktur zwischen Populationen der gleichen
Wirtspflanze (Fsw) im Vergleich dazu ausgesprochen gering. Noch den hdchsten Wert wies
der Locus Hbdh auf. An diesem Locus gab es bei den Allelfrequenzen signifikante
Unterschiede zwischen schwedischen und bayerischen Populationen, und zwar sowohl bei
Heterophyllum- als auch bei Oleraceum-Fliegen. Der Fst an diesem Locus war entsprechend
nicht durch die Wirtspflanzenzugehorigkeit, sondern durch eine geographische
Strukturierung gepragt.

Nachdem das Einfligen der Hierarchieebene F,r gezeigt hatte, dass die Wirtsrassen bei
einer Reihe von Allozymloci deutlich differenziert waren, sollte Uberprift werden, ob das
Ausmald dieser wirtsbedingten Differenzierung abhéngig von dem Verbreitungsmuster der
Wirtspflanzen ist. Die dabei zugrunde liegende Frage war, ob sich die Wirtsrassen in
Kontaktzonen (Sympatrie/Parapatrie) weniger stark als in Allopatrie unterscheiden, die
Differenzierung dort im Gegenteil vielleicht sogar starker ist, oder die Wirtsrassen
unabhéngig von der Region Uberall gleich stark strukturiert sind. Dazu wurde die
hierarchische F-Statistik noch einmal fir die entsprechenden Regionen getrennt
durchgefuhrt (Tabelle 4.6). Zunachst féllt auf, dass sowohl in allo-, als auch in sym- und
parapatrischen Regionen der Fsr sehr ahnlich war (0,33 bis 0,34). Allerdings unterschied
sich der Anteil der durch die Wirtspflanze bedingten Varianz. Wahrend er in Allopatrie und
Sympatrie ungeféahr 92% betrug, ergab sich im parapatrischen Fichtelgebirge ein Wert von
Uber 98%. Ein Blick auf die einzelnen Loci zeigt, dass die meisten von ihnen zu diesem
Ergebnis beitrugen. Sowohl bei den dominierenden Loci Hex und PepD (im geringen Mal3e),
als auch bei Pgd und Got (dort deutlich) waren die parapatrischen Populationen starker
differenziert als jene in Allopatrie und Sympatrie. Die einzige Ausnahme war der Locus
PepA, der im Fichtelgebirge keinerlei signifikanten Fyr-Wert aufwies. Dieser Locus war vor

allem zwischen allopatrischen Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen deutlich strukturiert.

32



4 ERGEBNISSE

Tabelle 4.6. Hierarchische F-Statistik fur allo-, sym- und parapatrische Regionen.
hetero = heterophyllum; olera = oleraceum; allo = allopatrische Region; sym = sym-
patrische Region; para = parapatrische Region. Ansonsten siehe Tabelle 4.5.

heterogio vs. oleray,,  heterogym, vs. oleragym  heteropaa Vs. olerapa
alle Loci
Fst 0,341*** 0,331*** 0,345***
Fwr 0,315*** 0,306*** 0,340%**
Vwt/Vst 92,35 % 92,42 % 98,44 %
Hex
Fst 0,641*** 0,711*** 0,792%**
Fwr 0,623*** 0,703*** 0,791***
Vwt/Vst 97,27 % 98,74 % 99,88 %
PepD
Fsr 0,776*** 0,678*** 0,723***
Fwr 0,761*** 0,660*** 0,722%**
Vwt/Vst 98,07 % 97,38 % 99,90 %
Pgd
Fsr 0,026** 0,128*** 0,048**
Fwr 0,014+ 0,054* 0,057**
Vwr/Vst 53,79 % 41,90 % 100,00 %
PepA
Fst 0,080*** 0,060*** 0,005
Fwr 0,058*** 0,028* 0,001
Vwt/Vst 71,85 % 46,51 % -
Got
Fst 0,025*** 0,065*** 0,049***
Fwr 0,003 0,012 0,032***
Vwr/Vst - - 65,27 %

4.1.6 Genetische Distanzen & ldentitédten

Die genetischen Distanzen (D) (Nei 1972) zwischen den Populationen lagen zwischen 0,02
und 0,22, mit einer mittleren Distanz von D =0,10 (Ubersicht aller Populationen siehe
Anhang 5). Dabei hing die Grol3e der Distanzen stark damit zusammen, ob die Populationen
der gleichen oder der anderen Wirtspflanze abstammten. Die durchschnittliche genetische
Distanz einer Population zu Populationen der gleichen Wirtsrasse betrug lediglich D = 0,037,
zu Populationen der anderen Wirtspflanze jedoch D =0,163 (Mann-Whitney-U-Test:
Z3=7,70, P<0,001). Dies spiegelt die deutliche Strukturierung der Populationen

entsprechend der Wirtspflanzenzugehorigkeit, wie sie auch in der hierarchischen F-Statistik
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beobachtet werden konnte (siehe oben). Abgesehen davon gab es allerdings auch
Unterschiede bei den Wirtsrassen: Innerhalb der Heterophyllum-Populationen gab es im
Durchschnitt signifikant groRere genetische Distanzen als innerhalb der Oleraceum-
Populationen (D = 0,039 vs. D = 0,035; Z33 = 2,99, P = 0,003).
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Abbildung 4.2. UPGMA-Phanogramm. Heterophyllum-Populationen sind schwarz unterlegt.

34



4 ERGEBNISSE

Konstruierte man aus den Nei-Distanzen ein Phanogramm nach der UPGMA-Methode
(Fitch & Margoliash 1967), lieRen sich die obigen Ergebnisse visualisieren (Abb. 4.2).
Auffallig war zunachst die Auftrennung der Populationen ausschlief3lich nach Wirtspflanze.
Das Phanogramm teilt sich sehr frih in zwei Aste auf, die jeweils Oleraceum-
beziehungsweise Heterophyllum-Populationen enthalten. Im Verhaltnis dazu ist die
Strukturierung innerhalb der Wirtsrassen deutlich schwécher ausgepragt. Lediglich die
Populationen aus dem Fichtelgebirge clustern mehr oder weniger zusammen und lassen ein
geographisches Muster erkennen. Bei den Heterophyllum-Fliegen stellten diese
Populationen eine exklusive Untergruppe dar, bei den Oleraceum-Fliegen wurden zumindest
noch finf der sechs Populationen zusammengruppiert. Ansonsten gab es aber keinen
erkennbaren Einfluss der Region auf die Strukturierung des Baums.

Wie schon mit der hierarchischen F-Statistik sollte mit den genetischen Distanzen auch
Uberprift werden, ob und inwieweit die allo-, sym- oder parapatrische Verbreitung der
Wirtspflanzen einen Effekt auf den Differenzierungsgrad der Wirtsrassen hat. Anstelle der
genetischen Distanzen (D) wurden dazu jedoch die genetischen Identitaten (I) benutzt, die
mit den Distanzen in direktem Zusammenhang stehen (D = -In I). Dies war notwendig, da bei
den Loci Hex und PepD manche Identitdten zwischen Populationen beinahe oder tatséachlich
null waren, was entsprechend hohe (bis unendlich groRe) genetische Distanzen zur Folge
gehabt hétte.

Abbildung 4.3a gibt eine Ubersicht (ber die genetischen Identititen zwischen
Heterophyllum- und Oleraceum-Populationen verschiedener Regionen. Zum Beispiel wiesen
die bayerischen Heterophyllum-Populationen &ahnliche mittlere genetische Identitdten zu
parapatrischen wie zu allopatrischen Oleraceum-Populationen auf (I = 0,847 bzw. T = 0,845).
Ein U-Test ergab dabei, dass die mittleren Identitdten zwischen sympatrischen/
parapatrischen Populationen einer Wirtspflanze und den entsprechenden Populationen der
anderen Wirtspflanze (I = 0,851) nicht signifikant anders waren als die Identitaten zwischen
sympatrisch/parapatrischen Populationen und den allopatrischen Populationen der anderen
Wirtspflanze (I = 0,854; Zs = 0,73, P = 0,47). Mit anderen Worten heilt das, dass die
Wirtsrassen unabh@ngig von der Verbreitung der Wirtspflanzen dberall gleich stark
differenziert waren. Entsprechende Tests wurden auch noch fir jene Loci einzeln
durchgefuhrt, die in der F-Statistik signifikante Fyr-Werte gezeigt hatten. Dabei gab es weder
bei Pgd, PepA, Got, noch bei PepD (siehe auch Abb. 4.3c) signifikante Unterschiede (alle
P <0,09). Bei Hex allerdings, neben PepD der Locus mit der starksten wirtsspezifischen
Differenzierung, waren die Unterschiede zwischen den Wirtsrassen in der Kontaktzone
groRer (= kleinere Identitaten) als jene zu den allopatrischen Populationen (I=0,242 vs.
1=0,307; Z3 = -2,65, P = 0,008). Wie in Abbildung 4.3b ersichtlich, war dieses Muster
sowohl in der parapatrischen Region im Fichtelgebirge als auch in der sympatrischen Region

in Stidschweden zu beobachten.
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Abbildung 4.3. Vergleich der mittleren genetischen Identitdten zwischen den Wirtsrassen fir
verschiedene geographische Regionen a) tUber alle Loci b) nur Hexokinase c) nur Peptidase D.
Dabei sind die Wirtspflanzen in Bayern parapatrisch, in Sudschweden sympatrisch und in den

Transekten allopatrisch verbreitet. Schwarz = Heterophyllum-Populationen; wei? = Oleraceum-
Populationen.
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4.1.7 lsolation-by-Distance

Unter der Voraussetzung einer geographisch eingeschréankten Verbreitung und eines Drift-
Migrations-Gleichgewichts nimmt die genetische Differenzierung zwischen Populationen mit
der geographischen Distanz zu (Slatkin 1993). Auf dieses als "Isolation by Distance" (Wright
1943) bezeichnete Muster wurden die beiden Transekte getestet. Weder das schwedische
Heterophyllum-Transekt (28 Kontraste, P = 0,88), noch das Oleraceum-Transekt in
Deutschland (36 Kontraste, P = 0,21) zeigten einen signifikanten Zusammenhang zwischen
genetischen und geographischen Distanzen. Dies &nderte sich auch nicht, wenn ohne die
beiden Loci Hexokinase und Peptidase D getestet wurde (Schweden: P = 0,79; Deutschland:
P = 0,31), beziehungsweise ohne die funf Loci, die signifikante Fyr-Werte aufwiesen
(Schweden: P = 0,77; Deutschland: P = 0,36).

4.1.8 Zuordnung der Individuen zu den Wirtsrassen

Mit dem Programm Structure (Pritchard et al. 2000) wurden die Wahrscheinlichkeiten
berechnet, mit denen ein Individuum aufgrund seines Allozymgenotyps der Heterophyllum-
beziehungsweise Oleraceum-Wirtsrasse zugeordnet werden kann. Eine graphische
Ubersicht fur alle Individuen findet sich im Anhang.

Von den insgesamt 1063 analysierten Fliegen (505 Heterophyllum / 558 Oleraceum)
konnten Uber 99 Prozent aufgrund ihres Genotyps der richtigen Wirtsrasse zugeordnet
werden. Bei lediglich acht Fliegen (zwei Heterophyllum / sechs Oleraceum) hatte der
Rickschluss von dem Allozymgenotyp auf die Wirtspflanze, von der die Fliegen stammte, zu

einem falschen Ergebnis gefihrt.

4.2 MITOCHONDRIALE DNA

4.2.1 Sequenzdiversitat

Bei den insgesamt 241 untersuchten Individuen (128 Heterophyllum-, 113 Oleraceum-
Fliegen) wurden am CO /Il Locus 18 verschiedene Haplotypen gefunden, am 16S/ND1
Locus 14 verschiedene Haplotypen. Die entsprechenden Sequenzen sind bei GenBank unter
den Nummern AY754027-AY754043 und AY772559 beziehungsweise AY772545-AY772558
zugéanglich. Die Unterschiede zwischen den Sequenzen kénnen aber auch den Anhangen 7
und 8 entnommen werden. Fir die Analysen wurden die beiden Loci miteinander kombiniert,
da das mitochondriale Genom normalerweise keine Rekombination aufweist (Harrison 1991)
und daher als ein einziger Locus betrachtet werden kann. Es resultierten daraus 32

Gesamthaplotypen (Zusammensetzung siehe Anhang 9), die zwischen 1078 und 1084
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Basenpaaren lang sind. Der AT-Gehalt der Sequenzen betrug 78,5% und entspricht damit
genau den Basenverhaltnissen, wie sie in anderen Tephritiden- und Dipteren-Taxa gefunden
wurden (Clary & Wolstenholme 1985, Han & McPheron 1997). Die meisten Mutationen
waren Transitionen (23), wahrend Transversionen, Insertionen und Deletionen lediglich an je
drei Stellen auftraten.

Fir die Erstellung des Minimum Spanning Networks (siehe unten) wurden Insertionen
und Deletionen, unabhangig von der Anzahl der involvierten Basen, nur als ein
Mutationsschritt gewertet. Dies war zum einen der Fall bei den Haplotypen H32 und H24, die
eine AT-Insertion beziehungsweise eine Triplettdeletion (ATC) innerhalb der tRNA.g,
Sequenz des 16S/ND1 Locus aufwiesen, zum anderen bei Haplotyp H31, der eine
Triplettinsertion (CAT) gefolgt von einer Triplettdeletion (TAA) zwolf Basenpaare weiter
zeigte. Diese grofRe rdumliche Nahe von Insertion und Deletion innerhalb des CO |l
codierenden Gens deutet auf einen kausalen Zusammenhang hin. Wahrscheinlich
entstanden entweder beide Mutationen zusammen oder die eine Mutation als unmittelbare
Folge der anderen, sodass fir die Konstruktion der Minimum Spanning Networks nur ein
Mutationsschritt angenommen wurde.

4.2.2 Diversitat & Verteilung der Haplotypen zwischen den Wirtsrassen

Aus den 32 gefundenen Haplotypen wurde ein Minimum Spanning Network konstruiert, das
die Beziehungen der einzelnen Haplotypen zueinander darstellt. Der in TCS implementierte
Algorithmus (Templeton et al. 1992) erstellte dabei ein Netzwerk, welches die Anzahl der die
Haplotypen verbindenden Schritte mit mindestens 95%-iger Wahrscheinlichkeit auf das
Minimum reduziert (Maximum Parsimony). Es stellte sich allerdings heraus, dass es aul3er
dem so erhaltenen Netzwerk noch ein weiteres gab, das genauso wenig Mutationsschritte
annimmt und dem von TCS angegebenen Minimum Spanning Network fir weitere Analysen
vorzuziehen war (siehe unten). TCS verband die Haplotypen H3 und H5 miteinander, doch
ist die Verbindung von H4 zu H5, was die Zahl der benétigten Mutationen Dbetrifft,
gleichwertig (Abb. 4.4).

Bei der Betrachtung des Minimum Spanning Networks féllt sofort Haplotyp H1 auf, der
sowohl der mit Abstand am haufigsten gefundene Haplotyp ist, als auch im Zentrum des
gesamten Netzwerkes steht. Alle anderen Haplotypen radiieren von diesem Haupt-
haplotypen H1 mehr oder weniger direkt. Wahrend H1 sowohl bei Oleraceum- als auch bei
Heterophyllum-Fliegen haufig gefunden wurde, waren andere Haplotypen, die in gro3erer
Zahl auftraten, fast ausschlieBlich auf Heterophyllum-Populationen beschréankt (Abb. 4.4,
Tabelle 4.7). Oleraceum-Fliegen wiesen dagegen mit Ausnahme von H1 nur Haplotypen auf,
die sehr selten waren. Zudem waren diese seltenen Haplotypen maximal zwei Mutationen

von H1 entfernt, wahrend die Heterophyllum-Haplotypen deutlich differenzierter waren. Der
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visuelle Eindruck einer geringeren Haplotypendiversitat bei Oleraceum-Fliegen bestétigte
sich beim Vergleich der molekularen Diversitatsindices (ein Uberblick fiir alle Populationen
befindet sich im Anhang 10). Oleraceum-Populationen hatten im Mittel eine geringere Anzahl
Haplotypen (1,67 vs. 2,27; Zso = 2,67, P = 0,007), geringere paarweise Differenzen (0,40 vs.
1,48; Zsg = 4,28, P < 0,0001), sowie eine geringere Nukleotiddiversitat (0,037% vs. 0,137%;
Zso = 4.27, P < 0,0001).

H12

T
@

Abbildung 4.4. Minimum Spanning Network aller Haplotypen. Die GroRRe der Kreise ist
proportional zu der Anzahl der Individuen, die diesen Haplotypen aufwiesen. Die Kkleinen,
unbeschrifteten Kreise reprasentieren notwendige, intermedidre Haplotypen, die nicht gefunden
wurden. Jede Linie zwischen zwei Kreisen entspricht einem Mutationsschritt. Heterophyllum-
Haplotypen sind schwarz gefarbt, Oleraceum-Haplotypen sind weild dargestellt. Haplotypen, die in
beiden Wirtsrassen auftraten, sind anteilig gefarbt. Gepunktete Linien sind gleichwertige Ver-
bindungen, die fir die NCA verworfen wurden (siehe Text).
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4 ERGEBNISSE

Das Minimum Spanning Network visualisiert jedoch nicht nur die unterschiedliche
Haplotypendiversitat der Wirtsrassen, sondern lasst auch Rickschlisse auf die Verteilung
der Haplotypen zu. Aus Abbildung 4.4 wird ersichtlich, dass die Haplotypen offenbar nicht
gleichm&Rig innerhalb und zwischen den Wirtsrassen verteilt sind (siehe auch Tabelle 4.7).
Die meisten Haplotypen wurden nur in einer der beiden Wirtsrassen gefunden (sowohl
Heterophyllum- als auch Oleraceum-Fliegen hatten vierzehn exklusive Haplotypen), lediglich
vier Haplotypen (H1, H7, H19 und H30) werden geteilt. Mittels einer "Nested Categorical
Data Analysis" wurde die statistische Signifikanz dieser Ungleichverteilung getestet. Dazu
wurden die Haplotypen entsprechend Templeton (2004) Kladen zugeteilt, was teilweise eine
Auflésung mehrdeutiger Haplotypverbindungen nétig machte. So wurde die Verbindung
zwischen H3 und H5 aufgelost, da die Verbindung zwischen H4 und H5 aufgrund des
Frequenz- und des topologischen Kriteriums (siehe Material & Methode) vorzuziehen war.

4 )
2-1 —@

Abbildung 4.5. Kladogramm aller Haplotypen. Die 1-X-Kladen sind mit einer gestrichelten, die 2-X-
Kladen mit einer durchgehenden Linie umrandet. Die Kladenbezeichnung findet sich innerhalb der
Klade. Ansonsten siehe Abb. 4.4.
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Des Weiteren wurde die Verbindung zwischen H9 und H17 aufgrund des Geographie-
Kriteriums verworfen. Gegen die Verbindung von H19 und H21 schliel3lich sprachen alle drei
angewandten Kriterien. Eine einzige Mehrdeutigkeit konnte so nicht aufgelést werden
(H1—»H19—H7 oder H1—-H30—H7), doch resultierten beide Alternativen in der gleichen
Kladenzuteilung.

Nach der Zuordnung der Kladen war, wie schon auf dem Haplotypniveau, eine
ungleichmaRige Verteilung der Wirtsrassen auf verschiedenen Kladenleveln zu beobachten
(Abb. 4.5). Zehn der dreizehn 1-X-Kladen, sowie zwei der funf 2-X-Kladen enthielten nur
Fliegen einer Wirtsrasse. Bei den restlichen Kladen wurde mittels Monte Carlo Simulationen
(Roff & Bentzen 1989) getestet, ob es statistisch signifikante Assoziationen zwischen
Wirtsrasse und Haplotyp (bzw. Klade) gab. Bei vier Kladen (1-5, 1-13, 2-2, 2-4) gab es keine
signifikante Ungleichverteilung zwischen Haplotypen/Kladen und Wirtsrasse. Allerdings hatte
in drei dieser Falle die Nullhypothese aufgrund der niedrigen Haplotypenanzahl ohnehin
nicht abgelehnt werden kodnnen. Die restlichen Kladen dagegen, die alle den
Haupthaplotypen H1 beinhalteten (Klade 1-1, 2-1, sowie das Gesamtkladogramm), zeigten
hochsignifkante Assoziationen zwischen Wirtsrassen und Haplotypen/Kladen (alle
P < 0,001).

Tabelle 4.8. Ergebnisse der Nested Clade Analysis fur alle Populationen. Die Schritte und
die Schlussfolgerungen beziehen sich auf den Schliissel von Templeton (2004). Es sind nur jene
Kladen angegeben, die signifikante Distanzwerte aufwiesen.

Klade Schritte Schlussfolgerung

1-1 2-3-5-6- too few clades range expansion/ restricted gene flow

1-7 2-3-4-no restricted gene flow with Isolation-by-distance
2-1 2-3-5-6- too few clades range expansion/ restricted gene flow
Gesamt 2-3-5-6- too few clades range expansion/ restricted gene flow

Zusatzlich zu den kategorischen Tests wurde mittels einer "Nested Clade Distance
Analysis" (Templeton et al. 1995, Templeton 1998) geprUft, ob es signifikante geographische
Muster bei der Haplotypenverteilung gibt. Dabei werden verschiedene Distanzparameter
("Clade Distances"”) zwischen und innerhalb der oben erstellten Kladen berechnet und
signifikante Distanzwerte mit Hilfe eines Schlissels (Templeton 2004) interpretiert, um so
Aussagen Uber die zugrunde liegenden Prozesse treffen zu kénnen.

Tabelle 4.8 fasst die Ergebnisse dieser Analyse zusammen (Details befinden sich in

Anhang 11). Nur eine kleine Anzahl an Kladen wies Uberhaupt signifikante Distanzparameter
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auf. Bei diesen wiederum konnte bei den meisten keine eindeutige Schlussfolgerung
gezogen werden, was die Ursache der beobachteten geographischen Verteilung der
Haplotypen/Kladen betraf. Aufgrund mangelnder Auflosung und zu wenig Variation konnte in
diesen Fallen nicht zwischen "Expansion” und "eingeschrankter Genfluss" als mogliche
zugrunde liegende Prozesse unterschieden werden. Bei der Klade 1-7 fiuihrte der Schliissel
zu dem Ergebnis "eingeschrankter Genfluss mit Isolation-by-Distance”. Diese Klade enthalt
die beiden Haplotypen H5 und H6, die nur bei Heterophyllum-Fliegen gefunden wurden.
Dabei kommt H5 sowohl im Fichtel- als auch im Erzgebirge vor, wahrend H6 auf das
Fichtelgebirge beschrankt ist.

Die gemeinsame Analyse von Heterophyllum- und Oleraceum-Populationen, wie sie
oben durchgefihrt wurde, kdnnte allerdings auch verhindert haben, dass weitere vorhandene
Muster entdeckt wurden. Wenn die Wirtsrassen bereits seit einiger Zeit mehr oder weniger
unabhangig voneinander evolviert waren (was die Haplotypenverteilung nahe legt), so
kénnten manche Aspekte ihrer moglicherweise verschiedenen Populationsgeschichten
aufgrund des immer noch geteilten Haupthaplotyps H1 nicht zu entdecken sein, wenn man
sie zusammen analysiert. Daher wurden noch einmal NCAs flr jede Wirtsrasse getrennt
durchgefihrt.

4.2.3 Haplotypenverteilung innerhalb der Wirtsrassen

Sowohl fur die Heterophyllum- als auch fir die Oleraceum-Populationen wurden eigene
Minimum Spanning Networks erstellt (Abb. 4.6 und 4.7). Die aufzulésenden
Haplotypverbindungen entsprachen im Wesentlichen den bereits erwdhnten. Bei dem
Heterophyllum-Netzwerk gab es noch eine Verbindung zwischen H10 und einem
hypothetischen, intermedidren Haplotypen, die verworfen wurde (Frequenzkriterium); bei
dem Oleraceum-Netzwerk wurde die Verbindung H30—H7 gegeniiber H19—H7 bevorzugt
(geographisches Kriterium).

Beim Vergleich der beiden Kladogramme wird noch einmal besonders deutlich, wie
unterschiedlich stark strukturiert die Heterophyllum- beziehungsweise Oleraceum-
Populationen sind. Zwar ist bei beiden Wirtsrassen H1 der sowohl zentrale als auch
haufigste Haplotyp, doch gibt es bei den Heterophyllum-Fliegen noch eine Reihe weiterer
haufiger Haplotypen, wahrend bei dem Oleraceum-Netzwerk die Dominanz von H1 deutlich
zum Ausdruck kommt. Diese fehlende Strukturierung der Oleraceum-Fliegen verhindert dann
auch eindeutige Rickschlisse auf populationshistorische Prozesse mittels der NCA. Die
Haplotypen-/Kladenverteilung der beiden Kladen, die signifikante Distanzwerte aufwiesen
(siehe Tabelle 4.9), konnte laut Bestimmungsschliissel sowohl durch eingeschrénkten
Genfluss als auch durch Expansion erklart werden. Auch bei den Heterophyllum-

Populationen lieBen sich die Verteilungsmuster mittels NCA teilweise nicht eindeutig
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erklaren, doch gab es zumindest zwei Kladen, bei denen dies mdglich war. Klade 1-6
entspricht dabei genau der Klade 1-7 des Kladogramms, das mit allen Populationen erstellt
worden war, sodass dort folglich wieder "eingeschrankter Genfluss mit Isolation-by-Distance"
geschlussfolgert wurde (Erlauterung siehe oben). Des Weiteren wies die Klade 1-1
signifikante Distanzwerte auf, was auf allopatrische Fragmentierung zurtickgefiihrt wurde.
Dies spiegelt die spezielle Haplotypenverteilung im Fichtel-/Erzgebirge wider. In dieser
Region ist Haplotyp H2 der haufigste Haplotyp (und er wurde in keiner anderen Region

gefunden), wahrend der ansonsten dominante H1 nur ein einziges Mal auftrat. Die Isolation

des Fichtel-/Erzgebirges wird auBerdem durch das Auftreten weiterer exklusiver Haplotypen
(H3 bis H6) deutlich (Tabelle 4.7).

Abbildung 4.6. Kladogramm aller Heterophyllum-Fliegen. Symbole und Beschriftungen wie in Abb.
4.4 bzw. 4.5.
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Abbildung 4.7. Kladogramm aller Oleraceum-Fliegen. Symbole und Beschriftungen wie in Abb. 4.4
bzw. 4.5.

In den Kladogrammen sind (unter Zuhilfenahme der Tabelle 4.7) auerdem noch
weitere geographische Strukturierungen zu erkennen. Die Kladen 2-2 und 1-3 der
Heterophyllum-Fliegen sind auf den skandinavisch-russischen Raum beschrénkt, wo sie
einen betrachtlichen Anteil aller gefundenen Haplotypen ausmachen. Die Kladen 2-4 und
2-5, die vom Zentrum des Netzwerkes verhaltnismaRig weit entfernt sind und keine
intermedidaren Haplotypen aufweisen, stammen aus der ostlichsten Population in Russland.

Bei dem Oleraceum-Kladogramm dagegen ist aufgrund der geringen Haufigkeit fast
aller Haplotypen kaum eine geographische Struktur erkennbar. Allerdings haben sowohl die
Populationen aus Sudschweden als auch jene aus den Alpen jeweils zwei eigene Kladen
(-4 und 1-6 bzw. 1-2 und 1-3). Die Alpenpopulationen fallen auch durch ihre
verhaltnismaRig groRe Diversitat auf: Bei den zwolf analysierten Fliegen wurden acht
verschiedene Haplotypen gefunden. Der sonst so deutlich dominierende Haplotyp H1 trat nur

bei drei Tieren auf.

45



4 ERGEBNISSE

Tabelle 4.9. Ergebnisse der Nested Clade Analysis fir (a) Heterophyllum-, (b) Oleraceum-
Populationen. Die Schritte und die Schlussfolgerungen beziehen sich auf den Schliissel von
Templeton (2004). Es sind nur jene Kladen angegeben, die signifikante Distanzwerte aufwiesen
(Details siehe Anhange 12 und 13).

Klade Schritte Schlussfolgerung

(a) heterophyllum

1-1 2.3-5-15-16-n0 Allopatric fragmentation

1-6 2-3-4-no restricted gene flow with Isolation-by-distance
2-1 2-3-5-6- too few clades range expansion/ restricted gene flow
Gesamt 2-3-5-6- too few clades range expansion/ restricted gene flow

(b) oleraceum
1-1 2-3-5-6- too few clades range expansion/ restricted gene flow

Gesamt 2-3-5-6- too few clades range expansion/ restricted gene flow

4.2.4 Neutralitatstests & Mismatch Distribution

Der durchgefuhrte Neutralitdtstest nach McDonald und Kreitman (1991) konnte die
Nullhypothese einer neutralen Evolution der vorliegenden Sequenzdaten nicht ablehnen
(P = 0,56 mit Fishers Exakt-Test; P = 0,69 mit G-Test nach Yates-Korrektur). Entsprechend
wurden signifikante Abweichungen bei den D- und Fs-Tests im Rahmen demographischer
Ereignisse interpretiert (siehe auch Material & Methoden). Bei den Heterophyllum-
Populationen gab es keinerlei signifikante Abweichungen von einem Populations-
gleichgewicht, wenn die geographischen Regionen einzeln analysiert wurden. Das
Zusammenfassen aller Heterophyllum-Populationen resultierte allerdings in einem marginal
signifikanten Fs-Wert* (Fs = -6,41, P = 0,024; D = -0,78, P = 0,25). Wesentlich eindeutiger
war das Bild bei den Oleraceum-Populationen. Ein Populationsgleichgewicht wurde von dem
Fs-Test fur drei Regionen abgelehnt (Deutschland: Fs = -3,89, P < 0,001; D = -1,58,
P =0,019; Schweden: Fs =-3,38, P =0,002; D = n.s.; Alpen: Fs =-3,41, P = 0,005; D = n.s.).
Uber alle Oleraceum-Populationen war die Abweichung sogar noch deutlich starker
(Fs =-20,84, P < 0,001) und auch der D-Test ergab in diesem Fall ein hochsignifikantes
Populationsungleichgewicht (D = -2,21, P < 0,001). Der hohe negative Fs -Wert deutet auf
einen deutlichen Uberschuss rezenter Mutationen hin (Fu 1997), was im Sinne einer

demographischen Expansion der Oleraceum-Fliegen interpretiert werden kann.

! Bei den Fs-Tests ist zu beriicksichtigen, dass P-Werte erst als signifikant betrachtet werden sollten,
wenn sie kleiner als 0,02 sind (Fu 1997; Schneider et al. 2000).
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Auch die "Mismatch Distributions” unterstitzen ein solches Szenario. Weder
Oleraceum- noch Heterophyllum-Populationen zeigten signifikante Abweichungen von dem
angewandten Expansionsmodell (P = 0,79 bzw. P = 0,93), und dies galt auch, wenn die
geographischen Regionen einzeln analysiert wurden (alle P >0,12). Allerdings
unterscheiden sich die Mismatch Distributions der beiden Wirtsrassen deutlich (Abb. 4.8 und
4.9). Die Heterophyllum-Fliegen weisen eine unimodale Verteilung auf, die links
abgeschnitten ist, wahrend bei den Oleraceum-Populationen, aufgrund ihrer sehr niedrigen
molekularen Diversitat, die paarweisen Unterschiede eine L-Form aufweisen. Diese
Verteilungsform deutet, ebenso wie die Fs-Tests, auf eine sehr rezente geographische

Radiation der Oleraceum-Wirtsrasse hin.
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Abbildung 4.8. Mismatch Distribution der Heterophyllum-Populationen.
Quadrate = beobachtete Frequenzen; Dreiecke = Frequenzen des "Sudden
Expansion Models".
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Abbildung 4.9. Mismatch Distribution der Oleraceum-Populationen.
Quadrate = beobachtete Frequenzen; Dreiecke = Frequenzen des "Sudden
Expansion Models".
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4.3 MORPHOMETRIE

4.3.1 Einfluss des Sammeljahres

Die morphometrischen Analysen wurden mit Fliegen durchgefuhrt, die teilweise in unter-
schiedlichen Jahren gesammelt worden waren (2002 bzw. 2003). Da morphometrische
Merkmale bei Insekten von &uf3eren Faktoren (z.B. Temperatur) stark beeinflusst werden
kénnen (Blanckenhorn 1997), bestand die Mdglichkeit, dass ein Zusammenfassen der
Morphometriedaten verschiedener Jahre nicht zulassig gewesen ware. Es wurde daher
zunéchst Uberprift, ob es jahresbedingte GrofRenunterschiede gab. Dazu wurden von drei
Standorten (OD9, 02, HO3) sowohl 2002 als auch 2003 Fliegen vermessen (Tabelle 4.10).
An keinem der Standorte gab es zwischen den beiden Jahren signifikante Unterschiede in
der Flugellange (alle P > 0,38). Daher wurde fir die weiteren Analysen davon ausgegangen,

dass es keinen signifikanten Einfluss des Jahres auf die morphometrischen Daten gab.

Tabelle 4.10. Vergleich der Fliigellangen dreier Standorte fiir die Jahre 2002 und 2003.

Jahr 2002 Jahr 2003
Standort X (+sd) N X (xsd) N
0oD9 3,64 mm (0,23) 10 3,65 mm (+0,18) 31
02 3,72mm (£0,17) 10 3,67 mm (+ 0,09) 32
HO3 3,76 mm (+ 0,20) 12 3,76 mm (+0,18) 25

4.3.2 Einfluss des Geschlechts

Die FlugelgroRe wurde zunéchst bei allen Fliegen vermessen, die auch allozym-
elektrophoretisch untersucht wurden (Datensatz A; Populationsibersicht der entsprechenden
Fligellangen siehe Anhang 14). Dadurch sollte fir die weiteren Analysen geklart werden, ob
es signifikante GroRenunterschiede zwischen den Geschlechtern gibt, wie sie in anderen
Tephritis-Arten gefunden worden waren (Diegisser et al. 2004). Tatsachlich  waren  die
Fligel der T. conura-Méannchen im Durchschnitt Gber 5% kirzer als jene der Weibchen
(Mannchen: 3,55 + 0,14 mm; Weibchen: 3,74 + 0,22 mm). Dieser Unterschied war sowohl
auf Gesamtebene als auch innerhalb einer Wirtspflanzen und/oder Region hochsignifikant
(t-Test: alle P < 0,001) und unabhangig von anderen Parametern. Es gab keinerlei
signifikante Interaktionen mit den Faktoren "Wirtspflanze", "Region" oder "Wirtspflanze x
Region" (ANOVA: alle P > 0,10). Der beobachtete Geschlechtsdimorphismus scheint daher
relativ unabhéangig von anderen EinflussgréRen zu sein, weswegen fir die weiteren Analysen

nur noch Weibchen miteinbezogen wurden.
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4.3.3 Einfluss der geographischen Lage

Mit den Weibchen, die auch fir die Quantifizierung des Geschlechtsdimorphismus
verwendet worden waren, sollte des Weiteren geklart werden, ob der Standort einer
Fliegenpopulation mdglicherweise einen Einfluss auf die morphometrischen Merkmale
ausibte. Zahlreiche Studien, insbesondere bei Drosophila-Arten, konnten bereits einen
signifikanten Zusammenhang zwischen Breitengrad und KorpergréRe belegen (z.B. Coyne &
Beecham 1987, James & Partridge 1995, van't Land 1999). Eine entsprechende Korrelation
bei T. conura hétte unter anderem Konsequenzen fir den Vergleich von allo-, para- und
sympatrischen Gebieten, da zum Beispiel ein breitengradabhéngiger GréRenunterschied den
Unterschied zwischen den geographisch deutlich getrennten allopatrischen Populationen
vergrolRern wiirde, und ein solcher Effekt entsprechend bertcksichtigt werden misste.

Wie in Abbildung 4.10 jedoch ersichtlich, existiert ein solcher Zusammenhang nicht. Die
durchschnittliche FligelgroRe der Weibchen &ndert sich mit zunehmendem Breitengrad
praktisch nicht (Regressionsgerade: y = -0,0001x + 3,74). Entsprechend gab es auch
keinerlei signifikante Korrelation (rg = 0,017, P = 0,92). Dies anderte sich auch nicht, wenn
die Wirtsrassen einzeln getestet und/oder nur die Transekte miteinbezogen wurden (alle
P > 0,62).
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Abbildung 4.10. Korrelation von Fligellange (Populationsdurchschnitt) mit Breitengrad
bei T.conura-Weibchen. Dreiecke und Quadrate reprasentieren Oleraceum- bzw.
Heterophyllum-Populationen.
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4.3.4 Morphometrische Differenzierung zwischen den Wirtsrassen

Zusatzlich zu den obigen Populationen wurden fir die Quantifizierung wirtsrassen-
spezifischer Unterschiede noch weitere Populationen morphometrisch vermessen
(Datensatz B; Tabelle 4.11). Bei diesen wurde zusatzlich zu der Fligellange auch noch die

Ovipositorlange analysiert.
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Abbildung 4.11. Mittlere Flugellange der beiden Wirtsrassen fur zwei verschiedene
Datenséatze (mit Standardabweichung und 1,96x Standardabweichung).

Zunachst wurden die Flugellangen von Heterophyllum- und Oleraceum-Populationen
miteinander verglichen (Abb. 4.11). Dabei fallt auf, dass sich die beiden Datensatze
voneinander unterscheiden. Bei Datensatz A sind die Heterophyllum-Weibchen im Schnitt
etwas grol3er als die Oleraceum-Weibchen (3,76 mm vs. 3,73 mm), wahrend bei Datensatz
B genau das Gegenteil zu beobachten ist (3,67 mm vs. 3,73 mm). Dabei ist im ersten Fall
der GréRenunterschied zwischen den Wirtsrassen beinahe signifikant (t;0s = 1,88, P = 0,06),
im zweiten Fall ist er sogar hochsignifikant (t;¢ = -3,72, P < 0,001). Ursache dieser
unterschiedlichen Ergebnisse sind die Heterophyllum-Populationen. Wahrend die
Oleraceum-Populationen in beiden Datenséatzen den gleichen Mittelwert aufweisen, variiert
die mittlere Fligellange der Heterophyllum-Fliegen deutlich. Wurden die beiden Datensatze
zusammen ausgewertet, ergaben sich Mittelwerte von 3,73 + 0,16 mm fir die Oleraceum-
Weibchen, beziehungsweise 3,71 £ 0,17 mm fur die Heterophyllum-Weibchen. Obgleich

dieser Unterschied marginal signifikant war (to2s =-1,93, P =0,054), erscheint er doch
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Tabelle 4.11. Morphometrische Daten fir alle Populationen, bei denen Fligel und Ovipositor
vermessen wurde (Datensatz B).

Flugellange Ovipositorlange Ovipositorlange/
N N N - N
[mm] [mm] Flugellange

HST10 3,60 £0,21 30 1,69 +0,16 29 0,467 +0,036 27
HST9 3,63 +£0,23 29 1,75 +0,12 32 0,482 +0,027 29
HST3 3,68 +0,15 26 1,73 +0,08 27 0,469 + 0,023 26
Allopatrie 3,64 £0,20 85 1,72 +0,13 88 0,473 +0,030 82
HS2 3,73 £0,14 31 1,68 +0,09 32 0,452 +0,025 31
HS6 3,71 £0,17 32 1,67 +0,11 30 0,451 +0,026 30
HS13 3,56 £0,17 29 1,60 +0,10 26 0,449 0,023 25
Sympatrie 3,67 £0,18 92 1,65 +0,11 88 0,451 +0,025 86
HO3 3,76 +0,09 32 1,72 +0,09 32 0,458 + 0,025 32
H1 3,70 £0,12 24 1,76 +0,13 32 0,476 +0,036 24
H5 3,67 £0,14 31 1,71 0,12 32 0,465 0,029 31
Parapatrie 3,71 £0,12 87 1,73 +0,11 96 0,466 + 0,030 87
2 hetero 3,67 £0,17 264 1,70 0,12 272 0,463 +00,30 255
OD6 3,78 £0,13 29 1,60 +0,09 31 0,425 +0,023 28
OD9 3,65 £0,18 31 155 +0,11 30 0,428 + 0,027 28
Allopatrie 3,71 £0,17 60 1,58 +0,10 61 0,426 +0,025 56
0S3 3,77 +£0,09 15 1,62 +0,09 19 0,431 +0,019 15
0Ss9 3,656 £0,14 8 1,57 +0,06 8 0,430 +0,013 8
Sympatrie 3,73 £0,12 23 1,61 +0,08 27 0,430 0,017 23
02 3,66 £0,19 28 1,47 +0,10 33 0,406 * 0,022 26
09 3,83 £0,14 24 1,60 +0,11 24 0,417 +0,026 23
010 3,79 £0,12 29 159 +0,11 31 0,417 +0,026 29
Parapatrie 3,76 +0,17 81 155 +0,12 88 0,413 +0,025 78
2 olera 3,74 +0,16 164 157 £0,11 176 0,420 +0,025 157
z 3,70 £0,17 428 1,65 +0,13 448 0,447 +0,035 412
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verhaltnismalig gering. Unter Berlcksichtigung der starken Streuung innerhalb und
zwischen Populationen, ergibt sich daraus, dass keine deutliche Differenzierung der
Wirtsrassen beziglich der Fliigellange existiert.

Mit dem Datensatz B wurden auf3erdem die Ovipositorlangen der beiden Wirtsrassen
miteinander verglichen (Tabelle 4.11; Abb. 4.12). Im Gegensatz zu der Fligellange gab es
hier deutliche Unterschiede. Heterophyllum-Weibchen wiesen im Schnitt einen 7,7%
groBeren Ovipositor auf als Oleraceum-Weibchen, und dieser Unterschied war
hochsignifikant (t;4s = 12,15, P < 0,001).

2,0

19

18

1,7 =

1,6

Ovipositorlange [mm]

15

14

1,3
hetero olera

Abbildung 4.12. Mittlere Ovipositorlange der beiden Wirtsrassen (mit
Standardabweichung und 1,96x Standardabweichung).

Obgleich die Analyse der Fligellangen nur geringe Unterschiede zwischen den
Wirtsrassen ergeben hatte, war es zumindest moglich, dass die unterschiedlichen
Ovipositorlangen zu einem gewissen Teil auf GroRRenunterschiede zwischen den
untersuchten Fliegen zuriickzufiihren waren. Daher wurden die Ovipositorlangen noch fir die
GroRRe normiert, indem der Quotient aus Ovipositorlange und Fluigellange gebildet wurde.

Der Ovipositor bei Heterophyllum-Fliegen war proportional zur Korpergrof3e im
Durchschnitt 9,3% gro3er als bei Oleraceum-Fliegen (Abb. 4.13). Wie schon bei der

absoluten Ovipositorlange, war dieser Unterschied hochsignifikant (t410 = 15,07, P < 0,001).
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Abbildung 4.13. Mittlere Ratio "Ovipositorlange/Fligellange" der beiden
Wirtsrassen (mit Standardabweichung und 1,96x Standardabweichung).

4.3.5 Einfluss des Verbreitungsmusters der Wirtspflanzen

Es wurde zusatzlich untersucht, ob die Starke der morphometrischen Differenzierung
zwischen den Wirtsrassen von dem Verbreitungsmuster der Wirtspflanzen abhangig war. Bei
der Fligellange (Datensatz B) war die Grof3e des Unterschieds zwischen den Wirtsrassen
nicht abhangig davon, ob die Populationen allo-, para- oder sympatrisch waren (ANOVA
Interaktionsterm: F,= 0,26, P = 0,78). Es gab aber, neben den bereits oben beschriebenen
Unterschieden zwischen den Wirtsrassen, signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Gebieten (F, = 5,09, P = 0,007). Die mittleren Fliigellangen waren bei beiden
Wirtsrassen am grof3ten in Parapatrie und am kleinsten in Allopatrie (Abb. 4.14a). Dieses
Muster lie3 sich allerdings nicht wieder finden, wenn man Datensatz A analysierte. Bei
Heterophyllum-Fliegen waren dann zwar immer noch die parapatrischen Populationen im
Mittel am grofdten (X = 3,77 mm), doch war der Unterschied zu den allopatrischen Fliegen
nur marginal (X =3,75mm), und die Fligel der sympatrischen Fliegen waren die mit
Abstand kleinsten (X = 3,71 mm). Bei den Oleraceum-Fliegen wiederum waren die Fliigel
von allopatrischen Fliegen am groften (X =3,75mm), wahrend sympatrische und
parapatrische Fliegen kaum Unterschiede zeigten (X =3,72 mm bzw. X =3,71 mm).
Bedenkt man diese teilweise gegensétzlichen Aussagen der Datensatze A und B, sollten die

Ergebnisse entsprechend vorsichtig interpretiert werden. Es gibt zumindest keine Hinweise
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darauf, dass die Flugellangen zwischen den Wirtsrassen in bestimmten Gebieten mehr
variieren als in anderen.

Im Gegensatz zu den Fligellangen, gab es bei der Ovipositorlange einen signifikanten
Einfluss des Verbreitungsmusters der Wirtspflanzen (ANOVA Interaktionsterm: F, = 10,40,
P <0,001). Die W.irtsrassen unterschieden sich in Sympatrie deutlich weniger als in
Parapatrie und Allopatrie. Dazu trugen zum einen verhaltnisméafig grofe Ovipositoren der
Oleraceum-Fliegen bei, aber auch relativ kleine Ovipositoren der Heterophyllum-
Populationen. Dieses Muster blieb bestehen, wenn man die Ovipositorlange durch die
Flugellange dividierte und auf diese Weise grolRennormierte (Interaktionsterm: F,= 5,02,
P = 0,007; siehe auch Abb. 4.14c).

(a) Flugellange [mm] (b) Ovipositorlange [mm] (c) Ratio

3,18 1,76 0,49

3,76 173 0,48

3,744 10 0,47

3,12 4 1,67 0,46

31 1,64 0,45

3,68 1,61 0,44

3,66 158 \ 043

3,64 1 1,55 0,42

3,62 : : 152 ; ; 0,41 : :
para sym allo para sym allo para sym allo

Abbildung 4.14. (a) Flugellangen, (b) Ovipositorlangen, und (c) Ratio "Ovipositorlange/
Flugellange" der beiden Wirtsrassen fur verschiedene Verbreitungsmuster der Wirtspflanzen
(Datensatz B). Dreiecke und Quadrate reprasentieren Oleraceum- bzw. Heterophyllum-Populationen.
Die senkrechten Balken entsprechen in ihrer GroRe den Unterschieden zwischen den Wirtsrassen.
para = parapatrische Fliegen; sym = sympatrische Fliegen; allo = allopatrische Fliegen.

4.3.6 Allometrische Beziehung zwischen Fligelgré3e und Ovipositorlange

Die Beziehung zwischen morphometrischen Merkmalen muss nicht notwendigerweise linear
sein. So konnten die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Parameter Fligel- und
Ovipositorlange sich Uber- oder unterproportional zueinander veradndern. Um dies zu
Uberpriufen, wurde der Quotient Ovipositor/Fligellange gegen die Flugellange aufgetragen.
Wenn Flugellange und Ovipositorlange in einer linearen Beziehung zueinander stehen, sollte
der Quotient unabhangig von der Fligellange sein, sodass keine Korrelation zwischen den

Variablen existieren dirfte.
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Tatséchlich gab es jedoch in beiden Wirtsrassen einen signifikanten Zusammenhang
(heterophyllum: rys3 = -0,22, P < 0,001; oleraceum: ris5 = -0,20, P = 0,01). Mit zunehmender
Fligellange wird der Quotient Ovipositor/Fliigellange kleiner, das heil3t die Ovipositorlange
nimmt im Vergleich zur Fligellange unterproportional zu (Abb. 4.15). Dieses allometrische
Verhdltnis von Flugel- und Ovipositorlange gilt fur beide Wirtsrassen gleichermal3en. Zwar
sind die Regressionsgeraden von Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen aufgrund der
wirtsspezifischen Unterschiede in der Ovipositorlange (siehe oben) auf der Y-Achse

verschoben, doch unterscheiden sie sich nicht in der Steigung ( Z 40s = 0,009, P = 0,99).

Ovipositor/Flugellange

Flugellange [mm]

Abbildung 4.15. Korrelation zwischen dem Quotienten Ovipositorlange/Flugellange und
der Fllugellange. Schwarze Quadrate entsprechen Heterophyllum-Fliegen, weilRe Rauten
Oleraceum-Fliegen.

4.4  WIRTSPRAFERENZEN

4.4.1 Versuch mit Blattern

Dieser Versuch wurde sowohl mit Fliegen durchgefihrt, die im Frihsommer (Juni 2003) aus
dem Freiland gefangen worden waren, als auch mit Fliegen, die im Labor herangezogen
worden waren (Februar 2004). In Tabelle 4.12 sind die Versuchsergebnisse fir erstere

zusammengefasst. Die Anzahl der Aufenthalte auf den beiden angebotenen Wirtspflanzen
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war hochsignifikant ungleich verteilt. Die Wirtsrassen bevorzugten jeweils deutlich die Blatter
jener Wirtspflanzenart, von der sie im Freiland abgefangen worden waren. Dabei gab es
innerhalb der Wirtsrassen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Geschlechtern
(heterophyllum: )(2 1 =0,80, P =0,37; oleraceum: )(2 1 =3,11, P = 0,08). Die Auspragung der
Wirtspraferenzen war allerdings zwischen den Wirtsrassen unterschiedlich stark.
Heterophyllum-Fliegen zeigten eine deutlichere Blattpraferenz ihrer Wirtspflanze als

Oleraceum-Fliegen ()(2 1=7,97, P =0,005).

Tabelle 4.12. Wirtspraferenzen von im Frihsommer gefangenen T. conura.

Aufenthalte auf
Fliegen | Ansatz Geschlecht | C. heterophyllum C. oleraceum P
1 g 20 6 0,006
2 g 11 7 0,346
3 g 28 5 < 0,001
4 g 12 7 0,251
£ 5 ) 30 7 < 0,001
§ 6 Q 26 6 < 0,001
< 7 Q 19 13 0,289
) 8 Q 18 8 0,050
2 9 Q 10 9 0,819
I 10 Q 23 3 < 0,001
2 Mannchen 101 32 < 0,001
2 Weibchen 96 39 < 0,001
2 total 197 71 < 0,001
1 Q 10 27 0,005
2 Q 4 29 < 0,001
3 Q 7 10 0,467
4 Q 11 9 0,655
5 Q 13 22 0,128
£ 6 3 8 25 0,003
I 7 d 21 36 0,047
o 8 3 19 40 0,006
[e) 9 d 18 7 0,028
10 d 20 16 0,505
2 Mannchen 86 124 0,009
2 Weibchen 45 97 < 0,001
Z total 131 221 < 0,001

Im Gegensatz zu den im Frihsommer gefangenen Fliegen zeigten die naiven T. conura
im Februar 2004 keine klaren Blattpraferenzen (Tabelle 4.13). Bei den Heterophyllum-
Fliegen gab es generell kaum Interesse an den Blattern. Die meisten Fliegen blieben

wahrend des Versuchs auf der Kéafiggaze sitzen. Die wenigen Ereignisse, die beobachtet
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werden konnten, lieBen auf keinerlei Praferenz schlieRen. Auch bei den Oleraceum-Fliegen
gab es mit einer Ausnahme keine signifikanten Wirtspréaferenzen. Generell konnten zwar
etwas mehr Aufenthaltsereignisse als bei den Heterophyllum-Fliegen beobachtet werden,
doch wurde hierbei meist keine Wirtspflanze bevorzugt. Die einzige Ausnahme waren die
Weibchen eines Ansatzes, die sich signifikant haufiger auf C. oleraceum-Blattern als auf
C. heterophyllum-Blattern aufhielten. Eine genauere Untersuchung der Wirtspréaferenzen
konnte in diesem Winter nicht durchgefiihrt werden, da keine ausreichende Anzahl an

Fliegen bis zu diesem Zeitpunkt in den Klimakammern tberlebt hatten.

Tabelle 4.13. Wirtspraferenzen von naiven T. conura im Februar 2004.

Aufenthalte auf
Fliegen | Ansatz Geschlecht | C. heterophyllum C. oleraceum P
1 ) 3 3 1,000
IS 2 Q 10 3 0,052
= 3 Q 0 7 0,008
£ 4 Q 5 6 0,763
°
= Z Mannchen 3 3 1,000
I Z Weibchen 15 16 0,857
2 total 18 19 0,869
1 Q 6 7 0,782
2 Q 8 9 0,808
c 3 Q 9 29 0,001
2 4 IS 15 11 0,433
g 5 3 22 15 0,250
Q@
© % Mannchen 37 26 0,166
Z Weibchen 23 45 0,008
Z total 60 71 0,337

4.4.2 Versuch mit Rosetten

Im Januar 2005 wurde ein weiterer Versuch mit naiven Fliegen durchgefiihrt, bei dem den
Fliegen statt einzelner Blatter ganze Rosetten beider Wirtspflanzen angeboten wurden. Im
Gegensatz zu obigem Versuch gab es sehr deutliche Wirtspflanzenpréferenzen. Bei jedem
der insgesamt zehn verschiedenen Ansatze wahlten die Fliegen als Aufenthaltsort signifikant
haufiger die Wirtspflanzenart, aus der sie geschlipft waren, als die Alternativwirtsart (bei
einem Ansatz mit verpaarten Heterophyllum-Weibchen war P = 0,04, sonst alle P < 0,001).
Dies galt sowohl fir Oleraceum- als auch fir Heterophyllum-Fliegen beiderlei Geschlechts.

Als weiterer Faktor wurde auch untersucht, ob bereits verpaarte Fliegen andere Praferenzen
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als unverpaarte Fliegen aufwiesen. Da verpaarte Oleraceum-Fliegen nicht in ausreichender
Menge zur Verfigung standen (siehe auch Paarungspréferenzen), konnte dies nur mit
Heterophyllum-Fliegen getestet werden. Sowohl die Anzahl der Beobachtungen als auch die
Aufenthaltwahrscheinlichkeiten auf einer Wirtspflanzenart unterschieden sich zwischen

verpaarten und unverpaarten Fliegen praktisch nicht (verpaart: 373 Aufenthalte auf

C. heterophyllum und 96 auf C. oleraceum; unverpaart: 367 bzw. 96; )(2 1=0,01, P =0,92).

140

120

100

Anzahl Beobachtungen

3 ? 3 ? 3 ? 3 ? 3 ?

| verpaarte Fliegen | | unverpaarte Fliegen |

Heterophyllur

Abbildung 4.16. Rosettenpraferenzversuche (jeder Ansatz mit 30 Fliegen). Schwarze und weil3e
Balken entsprechen der Anzahl der Beobachtungen auf C. heterophyllum bzw. C. oleraceum.

In einer weiteren Analyse wurde bei dem Rosettenversuch noch genauer der
Aufenthaltsort der Fliegen auf der Rosette mit einbezogen. Hielten sich die Fliegen
unmittelbar auf oder an der Stelle auf, wo sich die Blitenknospe entwickeln (was bei den
Versuchspflanzen aber noch nicht der Fall war), wurde dies notiert. Berticksichtigte man fir
die Auswertung nur diese Ereignisse, ergaben sich zumindest bei den Heterophyllum-
Fliegen noch deutlich starkere Unterschiede in den Aufenthaltswahrscheinlichkeiten als unter
Einbeziehung aller Daten (Abb. 4.17). Nur in acht von 325 Fallen (~ 2,5%), bei denen
Heterophyllum-Fliegen sich nahe der zukinftigen Blitenknospen aufhielten, geschah dies

bei C. oleraceum-Rosetten. Diese Ungleichverteilung war bei jedem der Versuchsansatze
mit Heterophyllum-Fliegen hochsignifikant (alle x2 1 > 15,38; P < 0,001). Auch bei den

Oleraceum-Fliegen waren die Aufenthalte nahe der Knospe teilweise signifikant inhomogen
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zwischen C. oleraceum und C. heterophyllum verteilt (bei den Weibchen: )(2 1 = 5,00,
P =0,025). Doch fanden solche Ereignisse nur aufRerst selten statt. Zu Uber 95% salRen
Oleraceum-Fliegen auf den Blattern, wéhrend bei den Heterophyllum-Fliegen mehr als ein

Drittel aller Rosettenaufenthalte nahe den Blitenknospen stattfand.

90

70

60

T

verpaarte Fliegen | | unverpaarte Fllegen

Heterophyllum W

Abbildung 4.17. Aufenthalte an der Blitenknospe beim Rosettenversuch. Symbole siehe Abb.
4.16.

Anzahl Beobachtungen

45 PAARUNGSPRAFERENZEN

4.5.1 Einfluss der Wirtspflanzen auf die Paarungsaktivitat

Urspriingliches Ziel der Paarungsversuche war es, zu testen, ob und in welchem Male
Paarungspréferenzen zwischen den Wirtsrassen existieren, und inwieweit die An-
beziehungsweise Abwesenheit der Wirtspflanzen diese beeinflussen. Vorversuche im Winter
2003/04 hatten jedoch ergeben, dass es ohne Wirtspflanzen kaum zu Paarungen unter
Laborbedingungen mit naiven Fliegen kam. Daher wurden bei den Paarungsversuchen des
Winters 2004/05 verschiedene Versuchsansétze getestet, um zu ermitteln, welche Rolle die
Wirtspflanzen fur die Paarungsaktivitat spielen (Abb. 4.18; siehe Material & Methode).

Die Ergebnisse der Vorversuche konnten nicht bestatigt werden. Zwar wurden in dem

Versuchskéafig ohne Wirtspflanzen weniger Paarungen beobachtet als in den Kéfigen, die mit
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C. oleraceum und/oder C. heterophyllum bestickt worden waren, doch hielt sich der
Unterschied in Grenzen. In den Vorversuchen hatten in einem leeren Kéfig weniger als ein
Zehntel der Paarungen stattgefunden, die in einem mit C. oleraceum-Rosetten gefllten
Versuchskafig beobachtet worden waren. Dagegen betrug der Unterschied im jetzigen
Versuch im Mittel nur knapp 20% zu den mit Cirsium-Rosetten bestlickten Kafigen. Fir die
Ermittlung wirtspflanzenunabhéngiger Paarungspraferenzen konnten entsprechend auch

leere Versuchskéafige verwendet werden (siehe unten).

35
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Anzahl Paarungen

15

10

1 2 3 4 5
C. heterophyllum C. oleraceum C. oleraceum keine C. acaule
C. heterophyllum C. palustre
C. erisithales
Kéfig C. tuberosum

Abbildung 4.18. Paarungen in den Versuchskafigen 1-5. Die Wirtspflanzen, die sich im jeweiligen
Kéafig befanden, sind angegeben. Schwarz = Heterophyllum-Paarungen; grau = Hybridpaarungen
(Heterophyllum-Weibchen/ Oleraceum-Mannchen); weild = Oleraceum-Paarungen.

Ein gewisser Einfluss der Wirtspflanze auf die Paarungsaktivitat lie sich aber durchaus
feststellen. Sowohl bei Heterophyllum- als auch bei Oleraceum-Fliegen fanden die meisten
reinrassigen Paarungen in jenem Kafig statt, der ausschliellich die "richtige" Wirtspflanze

enthielt. In Ké&figen mit C. oleraceum-Rosetten kam es zu signifikant mehr Oleraceum-
Paarungen als in den anderen Kéafigen ()(21 = 8,96, P = 0,003), wogegen bei den
Heterophyllum-Fliegen der Unterschied nicht signifikant war ()(2 1=0,96, P =0,33).

Dies spiegelt sich auch im Ort der Paarung innerhalb des Kéafigs wider (Tabelle 4.14).

Reinrassige Oleraceum-Paarungen fanden meistens auf einer C. oleraceum-Rosette statt,
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wahrend Heterophyllum-Fliegen keine ausgepragte Praferenz aufwiesen und sowohl die

Rosetten beider Wirtspflanzen als auch die Kéfiggaze regelméRig als Paarungsort wahlten.

Tabelle 4.14. Aufenthaltsort bei den Paarungen. Ch = C. heterophyllum; Co = C. oleraceum.

Paarungstyp Kafig 1 Kafig 2 Kafig 3
Ch Gaze Co Gaze Ch Co Gaze
Olera @ x Olera & - - 4 2 - 3 1
Hetero @ x Olera & 1 12 5 9 - 4 9
Hetero Q@ x Hetero & 9 12 4 14 2 6 9

4.5.2 Zeitliche Differenzierung der Paarungsaktivitat

Es stellte sich schnell heraus, dass der gewahlte Versuchsaufbau zur Bestimmung der
Paarungspréaferenzen nicht geeignet war. Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen zeigten
unterschiedliche zeitliche Muster in ihrer Paarungsaktivitat. Bereits am ersten Tag des
Versuchs kam es in den fiunf Versuchskéfigen zu zahlreichen Paarungen zwischen
Heterophyllum-Fliegen, jedoch zu keinerlei Paarungen, bei denen Oleraceum-Fliegen
beteiligt waren (Abb. 4.19). Das urspriingliche Design, bei dem sich paarende Fliegen aus
dem Kafig genommen und durch neue Fliegen ersetzt werden sollten, wurde daraufhin
abgeandert. Zwar wurden sich paarende Fliegen entnommen, doch wurden sie zunachst
nicht durch neue ersetzt, da die Anzahl der zur Verfligung stehenden Tiere begrenzt war und
ansonsten die Mdglichkeit bestanden hétte, dass sich alle Heterophyllum-Fliegen verpaart
hatten, bevor die Oleraceum-Fliegen Paarungsaktivitaten zeigen wirden.

In den folgenden Tagen anderte sich an diesem Muster nichts. Weiterhin wurden
regelméRig Paarungen zwischen Heterophyllum-Tieren beobachtet, nicht jedoch bei
Oleraceum-Fliegen. Erst an den Versuchstagen 7 und 8 kam es erstmals zu der Beteiligung
von Oleraceum-Fliegen an Paarungen: Oleraceum-Méannchen paarten sich in einigen Fallen
mit Heterophyllum-Weibchen. Da aufgrund der vielen Paarungen inzwischen die Zahl der in
den Kafigen verbliebenen Heterophyllum-Fliegen stark gesunken war, wurden am zehnten
Versuchstag neue Heterophyllum-Weibchen zugesetzt (siehe Abb. 4.19). Tatséchlich kam es
darauf hin zu einem sprunghaften Anstieg von Hybridpaarungen. Offenbar waren die
Oleraceum-Mannchen jetzt zum grofdten Teil paarungsbereit, wahrend die Oleraceum-
Weibchen weiterhin keinerlei Paarungsaktivitdten zeigten. Nachdem sich nach zwanzig
Tagen immer noch kaum Oleraceum-Weibchen gepaart hatten, wurden noch einmal

Heterophyllum-Mannchen nachgesetzt, um den Weibchen eine grolRere Auswahl an
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Paarungspartnern anzubieten (Oleraceum-Mannchen standen fur die Versuche nur noch in
kleiner Menge zur Verfligung). Die wenigen Paarungen von Oleraceum-Weibchen, die in den
folgenden Tagen dann noch beobachtet werden konnten, fanden allerdings nicht mit den

Heterophyllum-Mannchen, sondern ausschliel3lich mit Oleraceum-Méannchen statt.
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Anzahl Paarungen
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Versuchsdauer [Tage]

Abbildung 4.19. Anzahl der Paarungen in Abhé&ngigkeit von der Versuchsdauer (fur die
Versuchskéfige 1-5 gepoolt). In jedem der flinf Kéfige befanden sich urspriinglich je 20 Fliegen beider
Wirtsrassen und beiderlei Geschlechts. Sich paarende Fliegen wurden aus den Kafigen enthommen
und nicht ersetzt (Ausnahmen siehe Abbildung). Schwarz = Heterophyllum-Paarungen; grau =
Hybridpaarungen (Heterophyllum-Weibchen/ Oleraceum-Mannchen); weil3 = Oleraceum-Paarungen.

Die spatere Aktivitat der Oleraceum-Fliegen hétte unter anderem damit erklart werden
kénnen, dass diese Fliegen zwei bis drei Wochen spater als die Heterophyllum-Fliegen
geschlupft, sowie in die Klimakammern gebracht worden waren. Daher wurde drei Wochen
nach obigem Versuch noch einmal getestet, ob immer noch zeitliche Unterschiede in der
Paarungsaktivitat zwischen den Wirtsrassen bestanden. Dazu wurden in drei Anséatzen je 30
Mannchen und Weibchen aus den Klimakammern geholt und in leere Versuchskéfige
Uberfuhrt. Bei Ansatz 1 wurden nur Heterophyllum-Fliegen, bei Ansatz 2 nur Oleraceum-
Fliegen, und bei Ansatz 3 Heterophyllum-Weibchen und Oleraceum-Mannchen verwendet
(Abb. 4.20). Wurden Paarungen beobachtet, wurden die entsprechenden Fliegen aus den

Kéafigen entnommen.
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Abbildung 4.20. Anzahl der Paarungen (kumuliert) in Abhéangigkeit von der
Versuchsdauer. Schwarz = Ansatz 1 (Heterophyllum-Fliegen); weill = Ansatz 2
(Oleraceum-Fliegen); grau = Ansatz 3 (Heterophyllum-Weibchen/ Oleraceum-Mannchen).

Wie schon im ersten Versuch kam es bereits am ersten Tag zu zahlreichen Paarungen
zwischen Heterophyllum-Fliegen. Innerhalb weniger Tage hatten sich die meisten Fliegen in
diesem Kaéfig verpaart. Hybridpaarungen wurden friihestens nach einer Woche, reinrassige
Oleraceum-Paarungen nach neun Tagen beobachtet. Generell kam es in diesen beiden

Kéfigen zu deutlich weniger Paarungen als bei den Heterophyllum-Fliegen.

4.5.3 Wirtspflanzenunabhéngige Paarungspraferenzen

Nachdem der Versuch erneut gezeigt hatte, dass sich Heterophyllum- und Oleraceum-
Fliegen unter den gegebenen Laborbedingungen offenbar im Zeitpunkt ihrer sexuellen
Aktivitat unterschieden, wurde versucht, dies bei einem weiteren Versuch zur Quantifizierung
eventuell vorhandener Partnerpréferenzen zu berlicksichtigen. Bei Versuchsbeginn (Mitte
Januar 2005) kamen die Heterophyllum-Fliegen direkt aus der Klimakammer, wéhrend die
Oleraceum-Fliegen bereits vier Wochen unter Langtagsbedingungen und Raumtemperatur
gehalten worden waren.

In Tabelle 4.15 sind die Ergebnisse des Versuchs zusammengefasst. Bei den insgesamt
61 Paarungen, die innerhalb von vier Tagen beobachtet werden konnten, waren in 89% aller
Falle Heterophyllum-Weibchen und in Gber 75% Oleraceum-Méannchen beteiligt. Auffallig ist
zum einen die verhaltnismalig geringe Anzahl an Paarungen von Heterophyllum-Mannchen.
In allen anderen Versuchen (unter anderem auch bei Untersuchungen zum Einfluss der

Laborbedingungen, deren Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit nicht préasentiert werden)

63



4 ERGEBNISSE

paarte sich stets ein groRer Teil der Heterophyllum-Mannchen unmittelbar nach
Versuchsbeginn. Zum anderen fallen aber auch die Oleraceum-Weibchen durch ihren
geringen Anteil an Paarungen auf. Mdglicherweise hatten sie noch mehr Zeit und/oder
andere Bedingungen bendtigt, um sexuell aktiver zu werden. Dass im Gegensatz zu den
Weibchen die Oleraceum-Mannchen sehr aktiv waren, deckt sich mit den Ergebnissen des
ersten Paarungsversuchs (siehe Abb. 4.19).

Tabelle 4.15. Anzahl der Paarungen zwischen und innerhalb der
Wirtsrassen. Werte in Klammern sind Erwartungswerte bei Zufallspaarungen.
Hetero = Heterophyllum-Fliegen; Olera = Oleraceum-Fliegen.

0 J Hetero Olera z
Hetero 15 (13,28) 39 (40,72) 54
Olera 0(1,72) 7 (5,28) 7

z 15 46 61

Obgleich der relative Anteil, den die Wirtsrassen beziehungsweise Geschlechter an den
beobachteten Paarungen hatten, sich stark unterschied, gab es keine Anzeichen dafir, dass
davon unabhéngige Partnerpraferenzen existierten. Die Anzahl der beobachteten Paarungen
innerhalb der Wirtsrassen und Geschlechter unterschied sich nicht signifikant von der Zahl
der Paarungen, die bei absoluten Zufallspaarungen erwartet worden ware ()(2 1=2,58;

P=0,11).

46 PAARUNGSDAUER

Die Paarungsdauer konnte nur fir reinrassige Heterophyllum-Paarungen sowie
Hybridpaarungen zwischen Heterophyllum-Weibchen und Oleraceum-Méannchen bestimmt
werden. Die anderen Paarungskombinationen konnten im Rahmen des Versuchs nicht
beobachtet werden.

Die mittlere Paarungszeit lag bei Heterophyllum-Paarungen bei 515 Minuten, bei
Hybridpaarungen bei 506 Minuten. Dabei gab es ausgesprochen starke Streuungen
(Standardabweichung: £ 201 min bzw. £ 281 min), die vor allem auf einigen Ausreil3ern
beruhten (siehe auch Abb. 4.21). Einzelne Paarungen dauerten léanger als einen Tag.
Aussagekréftiger als der Mittelwert war daher der Median: Dieser betrug bei Heterophyllum-

Paarungen 480 Minuten, bei Hybridpaarungen 424 Minuten. Dieser Unterschied in der
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Paarungsdauer war allerdings nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test: Zss = 1,33, P = 0,19).
Entsprechend liefern die vorliegenden Daten keine deutlichen Hinweise dafiir, dass die
Paarungsdauer bei T. conura vom Paarungstyp (reinrassige bzw. Hybridpaarung) abhéngig

sein kdnnte.
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Abbildung 4.21. Box-Whisker-Plot zur Paarungsdauer bei Heterophyllum- und Hybrid-
paarungen (Median, Quartile, Minimal-/Maximalwerte). H = heterophyllum; O = oleraceum.

4.7 EIABLAGEVERSUCH

Bei dem Eiablageversuch wurden im Freiland abgefangenen Weibchen Blutenkdpfe von
C. oleraceum angeboten, die eine fir die Eiablage geeignete GroRRe aufwiesen. Sowohl
Heterophyllum- als auch Oleraceum-Weibchen standen zum Versuchszeitpunkt unter dem
Druck, ihre Eier abzulegen und hatten teilweise (in Ermangelung geeigneter Substrate)
bereits Eier an die Kafiggaze abgelegt.

Heterophyllum- und Oleraceum-Weibchen unterschieden sich in ihrer Bereitschaft, die
C. oleraceum-Blitenkopfe als Eiablagesubstrat in Betracht zu ziehen. Wahrend fast 90%
aller Oleraceum-Weibchen die Blutenkdpfe mit ihren Ovipositor beprobten, waren bei den
Heterophyllum-Weibchen nur in etwa der Halfte aller Falle (54,5%) Einstiche in den

Hullblattern der Blutenkdpfe zu finden (Abb. 4.22). Die tatséchliche Anzahl an Eigelegen, aus
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denen schlie3lich adulte T. conura-Fliegen schlipften, unterschied sich zwischen den
Wirtsrassen allerdings noch wesentlich deutlicher. Bei den Oleraceum-Fliegen schlipften
aus 19 der 25 Blitenkopfe, die Einstichspuren aufgewiesen hatten, T. conura (im Mittel
5,95 * 4,25 Fliegen). Dagegen brachte bei den Heterophyllum-Fliegen nur ein einziger der
24 Blutenkopfe eine F1-Generation hervor (8 Fliegen). Dieser Unterschied zwischen den

Wirtsrassen beziiglich der erfolgreichen Produktion von Nachkommen in C. oleraceum-

Blutenkdpfen war hochsignifikant ()(2 1=11,89, P <0,001).
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Abbildung 4.22. Eiablageversuch. Weil3 = angebotene Bliitenkdpfe; grau = Blitenkdpfe
mit Einstichen in den Hullblattern; schwarz = Blutenk&pfe, aus denen F1 geschlipft sind.

Eine maogliche Erklarung fur dieses Muster hétte sein konnen, dass die Heterophyllum-
Weibchen zwar in einer Reihe von Féllen die Blitenkdpfe mit ihrem Ovipositor beprobt, dann
jedoch von einer Eiablage abgesehen hatten. Um dies zu tberprifen, wurden am Ende des
Versuchs alle Blutenkdpfe seziert. Sechzehn der 25 von Heterophyllum-Weibchen
getesteten Blutenkdpfe wiesen eindeutige Fral3spuren auf, drei waren zweifellos unbefallen
und bei fanf Blutenképfen konnte Uber einen Befall keine sichere Aussage gemacht werden
(Anhang 15). Obgleich in manchen Fallen auch andere Insekten diese Frafl3spuren
verursacht haben konnten (es schllipften auch vereinzelt Motten, Risselkafer und andere
Insekten, die vermutlich die Pflanzen bereits befallen hatten, bevor sie fir den Versuch aus
dem Botanischen Garten geholt worden waren), kann davon ausgegangen werden, dass in

der Regel T. conura-Larven dafir verantwortlich waren. Dementsprechend muss es in vielen
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Fallen bei den Heterophyllum-Weibchen zu Eiablagen gekommen sein. Die Tatsache, dass
schlie8lich nur aus einem einzigen Blitenkopf Fliegen schlipften, lasst sich dann auf eine
hohe Mortalitat wahrend der Larvalentwicklung zuriickfihren. Die genauen Mortalitatsraten
fur die verschiedenen Stadien konnten allerdings nicht bestimmt werden, da zum Zeitpunkt
der Sektion die Blutenkopfe bereits vollig vertrocknet und eine ldentifizierung eventuell
vorhandener, toter Larven nicht mehr moglich war. Nur Puparien konnten eindeutig erkannt
werden. Solche wurden in lediglich zwei von Heterophyllum-Weibchen belegten
Blutenkdpfen gefunden (mit jeweils einer toten Puppe; siehe Anhang 15), das heildt, die
meisten Heterophyllum-Gelege entwickelten sich in den C. oleraceum-Blutenképfen offenbar
nicht Uber Larvenstadien hinaus.

Da nur ein einziger Blutenkopf Heterophyllum-Fliegen hervorbrachte, konnte weder
untersucht werden, inwieweit die Entwicklung in der falschen Wirtspflanze morphometrische
Parameter beeinflusst, noch, ob es eine Selektion fur bestimmte Genotypen gibt. Die
wenigen Heterophyllum-Fliegen, die aus C. oleraceum geschlipft waren, zeigten auf
Allozymebene keine Auffalligkeiten. Bei den beiden Loci Hex und PepD, die zwischen den
Wirtsrassen besonders stark differenziert sind (siehe Kapitel 4.1), wies das ablegende
Weibchen den Genotyp Hex100107/PepD100100 auf. Die Genotypen der F1-Generation (5x
Hex100107/PepD100100, 3x Hex100100/PepD100100) weisen darauf hin, dass der Vater
vermutlich den haufigsten Heterophyllum-Genotypen Hex100100/PepD100100 hatte. Weder
die Genotypen der Eltern, noch die der F1-Generation, lieferten folglich Hinweise, warum
dieses Gelege, im Gegensatz zu allen anderen Heterophyllum-Gelegen, in C. oleraceum-

Blutenkopfen Uberlebte.

4.8 HYBRIDSTANDORT

4.8.1 Die Parentalpopulationen

Um Aussagen dartber treffen zu kénnen, ob die aus den Hybridpflanzen geschlipften
Fliegen Resultat reinrassiger oder Hybridpaarungen waren, wurden die Allelfrequenzen der
lokalen Parentalpopulationen ermittelt (siehe Kapitel 3.6.3). Die untersuchten Loci zeigten
meist Frequenzen, die nahe den Durchschnittswerten der jeweiligen Wirtsrasse lagen
(Anhang 16). Dies galt bei den Heterophyllum-Fliegen des Hybridstandortes (HOE) auch fiir
die beiden Loci Hexokinase und Peptidase D, die aufgrund ihrer starken Differenzierung
zwischen den Wirtsrassen als Indikator fur die Wirtsrassenzugehorigkeit der F1-Fliegen
benutzt werden konnten. Bei den Oleraceum-Fliegen (OHE) dagegen wurden zwar
durchschnittliche Frequenzen bei der Peptidase D erhalten, doch kam bei der Hexokinase
das Allel Hex107 seltener als gewdéhnlich vor (OHE = 0,66; Durchschnittswert = 0,80).
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Tabelle 4.16. Haplotypverteilung fir die Parentalpopulationen
des Hybridstandortes.

Haplotyp
H1 H2 H3
Heterophyllum-Fliegen 0 3 7
Oleraceum-Fliegen 7 0 0

Eine scheinbare Erklarung dafir ware, dass es an diesem Standort auch zu
Fehlbelegungen durch Heterophyllum- und/oder Hybridfliegen kommt und ein gewisses Mal}
an Introgression stattfindet. Allerdings sollten dann auch die Frequenzen am Locus PepD
aufgrund der Introgressionsereignisse beeinflusst werden. Auch spricht die gefundene
Haplotypverteilung am Locus 16S/ND1 gegen regelmafige Introgressionsereignisse (Tabelle
4.16). Die beiden Wirtsrassen teilten sich in keinem einzigen Fall einen Haplotypen, obwohl
speziell Fliegen mit einem moglichst "untypischen" Allozym-Genotypen fir die
Haplotypenanalyse ausgewahlt worden waren. Zusammengenommen lassen daher die
genetischen Untersuchungen der Parentalpopulationen vermuten, dass das Vorhandensein
der Hybridpflanzen keinen Effekt auf die Zusammensetzung der Wirtsrassenpopulationen
hat.

4.8.2 Gelegeanzahl & GelegegrofRe
Zwischen dem 18. und 29. Juli 2004 schlipften insgesamt 314 Fliegen (172 Mannchen, 142

Weibchen) aus 54 Hybridblutenkoépfen. Dabei gab es einen hochsignifikanten
Zusammenhang zwischen dem Blitenkopfdurchmesser und der Anzahl geschliipfter Fliegen
(rs7 = 0,53, P < 0,001; Abb. 4.23).

Im Durchschnitt schliipften 5,91 + 4,78 Fliegen aus einem Blitenkopf. Die hohe
Standardabweichung wird verstdndlich, wenn man die Haufigkeitsverteilung der
Schlupfzahlen betrachtet (Abb. 4.24). Zum einen variiert die Anzahl geschlipfter Fliegen pro
BlUtenkopf tUber einen weiten Bereich, zum anderen handelt es sich nicht um eine unimodale
Verteilung, sondern es existieren zwei lokale Maxima links und rechts des Mittelwertes. In
der Tat weicht die Verteilung hochsignifikant von einer Poisson-Verteilung ab ()(25 = 26,90,
P < 0,001). Die beobachtete Verteilungsform ist vermutlich auf Mehrfachbelegungen einer
gewissen Anzahl von Blitenkopfen zurtickzufiihren. Belege dafir lieferte auch die Analyse
der Allozymgenotypen, mittels derer die Wirtsrassenzugehorigkeit der Eltern der
geschlipften Fliegen bestimmt werden konnte (siehe Kapitel 3.6.3). Bei neun Blitenkdpfen
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konnte auf diese Weise eine Zweifachbelegung nachgewiesen werden, bei jeweils einem
Blutenkopf sogar eine Dreifach- beziehungsweise Vierfachbelegung (Anhang 17). Die
tatsachliche Anzahl an Mehrfachbelegungen ist vermutlich noch hoéher, da sich Gelege,
deren Eltern die gleiche Wirtsrassenzugehorigkeit aufwiesen, aufgrund der geringen
Allozymdifferenzierung innerhalb der Wirtsrassen in der Regel nicht voneinander

unterscheiden lie3en.

Geschlipfte Fliegen [N]
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*
*
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Abbildung 4.23. Korrelation zwischen Blitenkopfdurchmesser und Anzahl
geschlipfter Fliegen.

Haufigkeit

Anzahl geschlupfter Fliegen/Blutenkopf

Abbildung 4.24. Haufigkeitsverteilung der Anzahl geschliupfter Fliegen pro
Blutenkopf.
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Insgesamt konnten 63 Eigelege identifiziert werden. Davon lieRen sich 34 Gelege
Heterophyllum-Eltern zuordnen, 22 Gelege waren das Ergebnis von reinrassigen
Oleraceum-Paarungen und sieben Eigelege entstammten hdchstwahrscheinlich
Hybridpaarungen. Dabei kam es zu keiner signifikanten Ungleichverteilung der
verschiedenen Gelegetypen zwischen den verschiedenen Hybridpflanzen (ii¢ = 14,67,
P = 0,55).

Tabelle 4.17. Beobachtete und erwartete Haufigkeiten von Gelegetypen. O x O
= Oleraceum-Paarung, H x H = Heterophyllum-Paarung, O x H = Hybridpaarung.

OxO HxH OxH Gesamt
Beobachtet 22 34 7 63
Erwartet 10,32 22,32 30,36 63

Aufféllig ist die geringe Anzahl an Gelegen, die aufgrund ihrer Genotypen als
Hybridgelege klassifiziert wurden. Schéatzt man aus allen identifizierten Gelegen den
relativen Anteil von Heterophyllum- beziehungsweise Oleraceum-Fliegen an Paarungen
(0,595 bzw. 0,405), so sollten, Zufallspaarungen vorausgesetzt, ungefahr 30 der 63 Gelege
Resultat einer Hybridpaarung sein (Tabelle 4.17). Die tatsachlich vorgefundene Verteilung
unterscheidet sich jedoch hochsignifikant von einer zufalligen Verteilung (x*:= 37,31,
P <0,001). Es wurden deutlich weniger Hybridgelege gefunden als zu erwarten gewesen
ware.

AulRerdem wiesen die Hybridgelege auch eine andere Geschlechtszusammensetzung
auf als die Gelege, die von reinrassigen Paarungen abstammten. Wahrend bei letzteren ein
mehr oder weniger starker Manncheniberschuss zu beobachten war, gab es ein deutliches
Mannchendefizit bei den Hybridgelegen (Tabelle 4.18). Dieser Unterschied zwischen

reinrassigen und Hybridgelegen war signifikant ()(2 1 =7,00; P =0,008).

Tabelle 4.18. Anzahl der auf dem 95%-Niveau klassifizierten Fliegen (fir
Geschlecht und Elternkombination getrennt).

Eltern )
Hetero Olera Hybridpaarung
Geschlecht
Mannchen 91 34 5
Weibchen 61 28 15
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4.8.3 Analyse der mitochondrialen DNA

Zusatzlich zu den allozymelektrophoretischen Untersuchungen wurden bei manchen Fliegen
noch Analysen der mitochondrialen DNA durchgefiihrt. Dies sollte aufzeigen, wie verlasslich
die Zuordnung der elterlichen Wirtsrassen mittels Allozym-Genotypen war. Des Weiteren
konnte, aufgrund der maternalen Vererbung der mitochondrialen DNA, bei den
Hybridgelegen geschlussfolgert werden, welcher Wirtsrasse die Mutter angehért hatte.

Es wurden insbesondere Fliegen jener Gelege analysiert, die sich in offenbar
mehrfachbelegten Blitenkdpfen befanden. Die Analyse der Parentalpopulationen (siehe
oben) hatte ergeben, dass die Wirtsrassen am Hybridstandort durch spezielle, exklusive
Haplotypen charakterisiert sind. Tatsachlich wiesen 37 der 38 untersuchten Gelege genau
solche Haplotypen auf, wie sie die Klassifizierung mittels Allozym-Genotypen hatte erwarten
lassen. Nur ein (angebliches) Heterophyllum-Gelege zeigte den "falschen" Haplotypen H1,
der in der Parentalpopulation nur bei Oleraceum-Fliegen gefunden worden war. Neben der
Moglichkeit, dass dieses Gelege tatsachlich ein Oleraceum-Gelege war, kénnte allerdings
auch der geringe Stichprobenumfang bei der Haplotypenanalyse der Parentalpopulationen
fur diese Diskrepanz verantwortlich sein. An anderen Standorten im Erzgebirge wurde der
Haplotyp H1 namlich ebenfalls bei Heterophyllum-Fliegen gefunden, doch war seine
Frequenz im Erzgebirge insgesamt ausgesprochen gering (~0,07). Dementsprechend kdonnte
es sich im obigen Fall ebenfalls um das Gelege von Heterophyllum-Fliegen handeln, deren
Haplotyp H1 aufgrund seiner niedrigen Frequenz bei den Untersuchungen der

Parentalpopulation nicht gefunden worden war.

Tabelle 4.19. Haplotypverteilung der Fliegen aus Hybridpflanzen.
Die Zuordnung der elterlichen Wirtsrassen erfolgte Uber die Allozym-
Genotypen. Es wurde pro Blatenkopf und Wirtsrasse unabhangig von
der tatséchlich sequenzierten Anzahl nur ein Individuum gewertet. H =
Heterophyllum-Fliege; O = Oleraceum-Fliege.

Haplotyp
Eltern H1 H2 H3
HxH 1 17 12
OxO 8 0 0
OxH 3 4 0
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Unabhangig davon wurde aber bei der Analyse der Hybridgelege angenommen, dass
der Haplotyp H1 die Paarungskombination Oleraceum-Weibchen/Heterophyllum-Mannchen
anzeigte, wahrend bei den Haplotypen H2 und H3 geschlossen wurde, dass das Gelege aus
einer Paarung zwischen einem Heterophyllum-Weibchen und einem Oleraceum-M&nnchen
stammte. Demzufolge stammten von den sieben Hybridgelegen drei von Oleraceum-
Weibchen und vier von Heterophyllum-Weibchen ab. Diese Haufigkeitsverteilung deutet
darauf hin, dass keine der beiden bei Hybridpaarungen maglichen Kombinationen signifikant

haufiger stattfindet als die andere.

4.8.4 Morphometrische Analysen

Bei den aus Hybridpflanzen geschlupften Fliegen wurden auferdem die Fligel und bei den
Weibchen der Ovipositor vermessen (Tabelle 4.20). Fir den statistischen Vergleich der F1-
Fliegen von Heterophyllum-, Oleraceum- beziehungsweise Hybridpaarungen wurden fir
jedes Gelege die Mittelwerte der morphometrischen Parameter gebildet, da Fliegen eines
Geleges als Vollgeschwister voneinander nicht unabhangig sind.

Tabelle 4.20. Morphometrische Parameter der Fliegen aus Hybridpflanzen. Die Zuordnung
der elterlichen Wirtsrassen erfolgte Uber die Allozym-Genotypen. Angegeben sind Mittelwerte +
Standardabweichung, sowie (in Klammern) die Anzahl. H = Heterophyllum-Fliege; O =
Oleraceum-Fliege.

Eltern
HxH OxH O0x0O
Fligel & [mm] 3,53+ 0,11 (88) 3,56 + 0,12 (5) 3,49 + 0,19 (31)
Fligel @ [mm] 3,75 + 0,15 (59) 3,75+ 0,15 (14) 3,67 + 0,18 (27)
Ovipositor [mm] 1,75 + 0,09 (61) 1,71 + 0,09 (14) 1,63 + 0,09 (28)
Ovipositor/Fligel 0,467 + 0,025 (59) 0,459 + 0,025 (13) 0,445 + 0,018 (27)

Bei der Fligellange gab es zwischen Heterophyllum-, Oleraceum- und Hybridfliegen
keine signifikanten Unterschiede (ANOVA: Mannchen: F, = 0,94, P = 0,32; Weibchen:
F,=1,17, P =0,32). Dies bestétigt die Ergebnisse, die in Kapitel 4.3.4 gefunden wurden.
Dagegen unterschieden sich die Gruppen hochsignifikant in der Ovipositorlange sowie der
Ratio "Ovipositorlange/Flugellange" (Ovipositor: F, = 11,60, P < 0,001; Ratio: F, = 8,85,
P < 0,001). Dies ist vor allem auf die Unterschiede zwischen Heterophyllum- und Oleraceum-
Gelegen zurickzufiohren (t-Test: Ovipositor: t; = 4,71, P < 0,001; Ratio: t3; = 4,24,
P < 0,001), wéhrend die Hybridgelege intermedidre Werte aufwiesen (Abb. 4.25).
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Allerdings sind die Unterschiede zwischen den Wirtsrassen weniger deutlich ausgepragt
als bei den vorangegangenen morphometrischen Untersuchungen (Kapitel 4.3.4). Wé&hrend
im Datensatz B die Heterophyllum-Weibchen durchschnittlich 7,7% langere Ovipositoren als
Oleraceum-Weibchen aufwiesen, unterschieden sich die aus Hybridpflanzen geschlipften
Wirtsrassen nur um 6,4%. Noch wesentlich deutlicher tritt der Unterschied im
Differenzierungsgrad der Wirtsrassen zu Tage, wenn fir die GroRRe korrigiert wird. Im
Verhéltnis zur Fligellange waren die Ovipositoren der Heterophyllum-Weibchen nur noch
5,5% langer als jene der Oleraceum-Fliegen, wéahrend im Datensatz B der Unterschied
immerhin 9,3% betrug.

Verantwortlich flr dieses Muster sind die Oleraceum-Fliegen des Hybridstandortes.
Wahrend die Heterophyllum-Fliegen sich nicht signifikant zwischen Hybridstandort und
Datensatz B unterschieden (Ovipositor: t,4 = 1,44, P = 0,15; Ratio: t,7; = 1,12, P = 0,26),
wiesen die Oleraceum-Fliegen untypisch lange Ovipositoren auf (tigo = 2,13, P = 0,03),

insbesondere proportional zur KérpergréiRe (t;70 = 3,61, P < 0,001).
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Abbildung 4.25. Box-Whisker-Plots der (A) Ovipositorlange und (B) Ratio "Ovipositor/Fligel"
far Heterophyllum- (= H x H), Oleraceum- (= O x O) und Hybridgelege (= O x H). Angegeben sind
Mittelwerte, Standardabweichung und 1,96x Standardabweichung.
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5 DISKUSSION

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden in zwei Teilen diskutiert. Zunachst soll
aufgezeigt werden, wie stark die beiden Wirtsrassen heutzutage differenziert sind, in
welchen Merkmalen sie sich unterscheiden, welche Barrieren den Genfluss zwischen den
Wirtsrassen einschréanken und welche Rickschlisse auf das Mal3 der reproduktiven Isolation
daraus gezogen werden kdnnen. Dabei wird auch die Moglichkeit diskutiert, dass es sich bei
Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen inzwischen nicht mehr um Wirtsrassen, sondern um
eigene Arten handelt.

Im zweiten Teil der Diskussion soll der Frage nachgegangen werden, wie sich das
Wirtsrassensystem in seiner heutigen Form entwickeln konnte. Es werden Aussagen dartber
getroffen, in welche Richtung der urspriingliche Wirtswechsel stattgefunden hat und wann
dies geschehen ist. Mit Hilfe der vorliegenden Daten wird versucht, die der Differenzierung
zugrunde liegenden Prozesse zu bestimmen und abzuleiten, ob eine sympatrische
Artbildung bei T.conura plausibel erscheint. AbschlieBend wird diskutiert, welche

Bedingungen den Wirtswechsel ermdglicht haben kénnten.

5.1 DAS HEUTIGE WIRTSRASSEN-SYSTEM

5.1.1 Genetische Differenzierung

Die Allozymdaten zeigen eine sehr starke Differenzierung zwischen Heterophyllum- und
Oleraceum-Populationen. In dem UPGMA-Phanogramm clusterten die Populationen
ausschlieRlich entsprechend ihrer Wirtspflanze zusammen, und der genetische Abstand zu
einer beliebigen Population der anderen Wirtsrasse war immer ein Vielfaches grof3er als
jener zu einer Population der gleichen Wirtsrasse. Dies spiegelte sich auch in der
hierarchischen F-Statistik wider: Fast 92 Prozent der beobachteten Varianz zwischen den
Populationen konnte auf die Wirtspflanzenzugehdrigkeit zuriickgefuhrt werden.

Entsprechend gering war die Differenzierung zwischen den geographischen Regionen.
Mit Ausnahme des Locus Hbdh gab es keinerlei signifikanten Allelfrequenzunterschiede.
Insbesondere jene Loci, bei denen eine sehr starke wirtsspezifische Differenzierung
gefunden wurde, wiesen kaum Unterschiede in den verschiedenen geographischen
Regionen auf. Sowohl in allopatrischen als auch in sympatrischen und parapatrischen
Gebieten war die Allozymdifferenzierung zwischen den Wirtsrassen sehr ausgepragt. Die

Wirtsrassen sind folglich im gesamten Untersuchungsgebiet stabil.
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Es stellt sich nun die Frage, inwieweit von den ausgepragten wirtsspezifischen
Allelfrequenzen auf das MaRy der reproduktiven lIsolation zwischen Heterophyllum- und
Oleraceum-Fliegen geschlossen werden kann. Eine traditionelle Mdglichkeit mittels der
F-Statistik Aussagen Uber den Genfluss zu treffen, stellt Wrights (1931) Formel Uber den
Zusammenhang zwischen genetischer Differenzierung (Fst), PopulationsgrofRe (N) und
Migrationsrate (m) dar. In einem sogenannten Insel-Modell (aber auch unter anderen
Modellen, siehe Roderick [1996]) gilt unter einem Drift-Migrations-Gleichgewicht namlich die
Beziehung Nm = (Fsy-1)/4. Aus einer Reihe von Griinden ist die Berechnung von Nm als
Genflussschéatzer fir Artbildungsstudien allerdings oft ungeeignet (Mallet 2001, Dres & Mallet
2002). Insbesondere wenn Selektion und nicht genetische Drift die Ursache der genetischen
Differenzierung ist, wird die Annahme eines Drift-Migrations-Gleichgewichts massiv verletzt.
Ein hoher Fsr (niedriger Nm) resultiert dann namlich mdglicherweise von starker Selektion
und spiegelt damit nicht notwendigerweise niedrigen Genfluss wider (Dres & Mallet 2002).

Lassen sich aus dem Differenzierungmuster bei T. conura Rickschliisse ziehen, ob dies
der Fall ist? Wenn genetische Drift die Hauptursache der Differenzierung ware, sollten alle
untersuchten Loci in einem &hnlichen Mal3e betroffen sein (McPheron et al. 1988). Daher
wirden gleichmaRige Unterschiede zwischen den Wirtsrassen an allen Allozymloci darauf
hinweisen, dass Drift der entscheidende Faktor fir die Differenzierung gewesen ist (Itami et
al. 1998). Im Gegensatz dazu konnten sehr groRe Unterschiede zwischen den Loci
dahingehend interpretiert werden, dass naturliche Selektion auf jene Loci wirkt, die sich
zwischen den Wirtsrassen besonders deutlich unterscheiden (Slatkin 1987).

Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen wiesen an funf der dreizehn untersuchten Loci
signifikante Fyr-Werte auf. Beriicksichtigt man, dass von den acht Loci, die keine signifikante
wirtsspezifische Differenzierung zeigten, vier nicht polymorph waren, scheint dies zunachst
auf ein einigermalRen homogenes Differenzierungsmuster hinzudeuten. Tatsachlich
unterscheiden sich die funf Loci, bei denen signifikante Fyr-Werte festgestellt wurden,
jedoch massiv im Grad der Differenzierung. Bei den Loci Got, Pgd und PepA konnte zwar ein
Teil der Varianz zwischen den Populationen auf die Wirtspflanzenzugehorigkeit
zurtickgefuhrt werden, doch waren die entsprechenden F-Werte relativ niedrig (< 0,036) und
zudem nicht in allen geographischen Regionen hochsignifikant. Im Gegensatz dazu wiesen
die beiden Loci Hexokinase und Peptidase D hochsignifkante Fyr-Werte sowohl in Allopatrie
als auch in Sympatrie und Parapatrie auf. Vor allem aber war die wirtsspezifische
Differenzierung an diesen beiden Loci ungeféhr zwanzigmal hoher als an jedem anderen
Locus. Dieses Muster lasst sich nur damit erklaren, dass in irgendeiner Form natirliche
Selektion auf Hexokinase und Peptidase D wirkt, oder dass die Allozymloci an sich zwar
selektionsneutral sind, aber eine Kopplung zu Loci besteht, die unter Selektion stehen.

Unter der Annahme, dass in der Tat Selektion die treibende Kraft beim Differen-

zierungsprozess der Allozyme gewesen ist, wird eine genaue Schatzung des Genflusses
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durch die F-Statistik schwierig. Es ist durchaus méglich, dass keinerlei Genfluss mehr
zwischen den Wirtsrassen stattfindet. Die geringe beziehungsweise fehlende
wirtsspezifische Strukturierung an den Loci, die nicht unter Selektion stehen, wére dann ein
Hinweis darauf, dass die reproduktive Isolation noch nicht lange genug besteht, um das
Wirken genetischer Drift an den entsprechenden Allelfrequenzen beobachten zu kbnnen (Via
1999, Dres & Mallet 2002). Ein solches Muster wurde zum Beispiel bei dem Schmetterling
Euphydryas editha gefunden. Heutiger Genfluss zwischen den untersuchten Populationen
dieser Art kann mit grof3er Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden (Ehrlich et al. 1975),
doch waren die untersuchten Allozymloci mit Ausnahme eines Locus, der vermutlich unter
Selektion steht, nicht differenziert (McKechnie et al. 1975).

Alternativ konnte es aber durchaus auch noch Genfluss zwischen Heterophyllum- und
Oleraceum-Fliegen geben. Bei Rhagoletis pomonella, zum Beispiel, wird der Austausch
zwischen den beiden Wirtsrassen, die Apfelbaume beziehungsweise Weil3dorn befallen, auf
ungeféhr sechs Prozent pro Generation geschéatzt (Feder et al. 1994), und trotzdem bleiben
die beobachteten Allelfrequenzunterschiede aufgrund von Selektion gegen bestimmte
Genotypen erhalten (Feder et al. 1997). Allerdings sind die Allelfrequenzunterschiede
zwischen den Wirtsrassen von R.pomonella deutlich geringer als bei T. conura.
Hybridpaarungen und/oder Eiablagen in die "falsche" Wirtspflanze resultieren bei
R. pomonella daher zwar regelmaRig in schlecht adaptierten Genotypen (gegen die selektiert
wird), doch ein grof3er Teil besitzt einen "richtigen™ Genotyp, der auch auf dem Alternativwirt
Uberleben kann, sodass tatséchlich Genfluss zwischen den Wirtsrassen stattfindet.

Dagegen sind die Allelfrequenzunterschiede bei T. conura so stark, dass in den
allermeisten Fallen vom Allozymgenotyp auf die Wirtsart, aus dem die Fliege geschlipft ist,
geschlossen werden kann. Mit dem Programm Structure gelang dies in Gber 99 Prozent aller
Falle. Entsprechend unwahrscheinlich ist es, dass aus einer Wirtspflanze Fliegen schlipfen,
die von der Alternativwirtsrasse abstammen. Natirlich besteht die Mdglichkeit, dass deutlich
mehr "falsche" Eiablagen oder Hybridpaarungen stattgefunden haben kdnnten und die
entsprechenden Larven aufgrund ihres ungeeigneten Genotyps im Laufe ihrer Entwicklung
gestorben sind. Doch wirden solche Ereignisse keinen tatséchlichen Genfluss zwischen den
Wirtsrassen darstellen, sondern waren Ausdruck einer postzygotischen Isolation, wie sie

weiter unten diskutiert wird.

Hinweise auf das Mald der reproduktiven Isolation liefern aber nicht nur die
Allozymdaten, sondern auch die Analyse der mitochondrialen DNA. Die beobachteten
Haplotypen waren hochgradig ungleichmafiig zwischen den Wirtsrassen verteilt. Die meisten
Haplotypen sowie Nested Clades waren auf eine der beiden Wirtsrassen beschrankt und bei
denen, die in beiden Wirtsrassen gefunden wurden, gab es auf allen Kladen-Ebenen

signifikante Zusammenhange zwischen der Wirtsrassenzugehorigkeit und der Haufigkeit des
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gefundenen Haplotyps (bzw. Kladen). Dies deutet daraufhin hin, dass es sich um zwei
eigene evolutionare Linien handelt (Templeton 1994, 2001) und der Genfluss zwischen
Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen zumindest stark eingeschrankt ist.

Allerdings ist die Haplotyptrennung zwischen den Wirtsrassen nicht komplett. Es gibt
einige Haplotypen, die sowohl bei Heterophyllum- als auch bei Oleraceum-Fliegen gefunden
wurden, darunter auch der mit Abstand h&aufigste Haplotyp H1. Die Tatsache, dass die
Wirtsrassen jeweils keine eigene monophyletische Gruppe bilden ("reziproke Monophylie"),
lasst sich auf zweierlei Weise interpretieren. Zum einen konnte anhaltender Genfluss
zwischen den Wirtsrassen verhindern, dass sich die Haplotypengenealogie ausschlie3lich
entsprechend der Wirtspflanze differenziert. Zum anderen kdnnten die Haplotypen, die von
beiden Wirtsrassen geteilt werden, Ausdruck eines unvollstandigen "lineage sorting" sein,
das heil3t, die Zeit, die seit der reproduktiven Trennung der Wirtsrassen vergangen ist,
reichte bislang nicht aus, damit durch genetische Drift eine reziproke Monophylie der
Wirtsrassen entstand. Zwischen diesen beiden Alternativen zu unterscheiden, ist oft
schwierig (Funk & Omland 2003) und zudem schlief3en sie sich auch nicht gegenseitig aus.

Allerdings spricht bei den vorliegenden Daten einiges dafir, dass zumindest
gegenwartige Introgression fir die beobachtete Haplotypverteilung keine wichtige Rolle
spielt. Wenn dies namlich der Fall ware, sollten die geteilten Haplotypen haufiger in
Kontaktzonen (Sympatrie/Parapatrie) zu finden sein als in allopatrischen Gebieten (Masta et
al. 2002). Dies ist aber bei T. conura nicht der Fall. Von den vier Haplotypen, die sowohl bei
Heterophyllum- als auch bei Oleraceum-Fliegen gefunden wurden, kamen zwei gar nicht in
Kontaktzonen vor, namlich H19 und H30. Ersterer wurde bei einer Heterophyllum-Fliege aus
den Alpen sowie einer Oleraceum-Fliege aus Schweden gefunden, letzterer bei einer
schottischen Heterophyllum-Fliege, sowie je einer Oleraceum-Fliege aus Russland und den
Alpen. Dementsprechend kann das Vorkommen dieser Haplotypen in beiden Wirtsrassen
nicht durch rezenten Genfluss erklart werden. Am wahrscheinlichsten handelt es sich um
unabhangige Mutationen, die in Populationen beider Wirtsrassen auftraten.

Die beiden anderen Haplotypen, die zwischen den Wirtsrassen geteilt werden, namlich
H1 und H7, waren dagegen nicht auf allopatrische Regionen beschrénkt, sondern wurden
auch in Kontaktzonen gefunden. Betrachtet man aber die Frequenz des héaufigsten
Haplotyps H1, fallt auf, dass sie in Sympatrie und Parapatrie niedriger ist als in allopatrischen
Regionen (Tabelle 4.7). Dieses Muster ist genau das Gegenteil dessen, was unter einer
Introgressionshypothese zu erwarten ware (Hare & Avise 1998). Aber nicht nur die
Frequenzen der geteilten Haplotypen, auch jene der nicht geteilten Haplotypen deuten
darauf hin, dass kein signifikanter Genfluss zwischen den Wirtsrassen stattfindet. Unter der
Annahme, dass die Wahrscheinlichkeit eines Introgressionsereignisses unabhangig von dem
Haplotyp der Fliege ist, sollten alle Haplotypen in einem &hnlichen MalRe zwischen den

Wirtsrassen geteilt werden. Bei Oleraceum-Fliegen ist dies schwierig zu beurteilen, da bis
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auf H1 alle Haplotypen maximal zweimal gefunden wurden. Im Gegensatz dazu hatten aber
83 Prozent aller sympatrischen/parapatrischen Heterophyllum-Fliegen einen anderen
Haplotypen als H1l. Wenn es daher zu Introgressionsereignissen von Heterophyllum-
Weibchen in eine Oleraceum-Population kame, sollte dies entsprechend in 83 Prozent aller
Falle in der Introgression eines "Nicht H1"-Haplotypen resultieren. Tatsachlich jedoch wies
von Uber siebzig untersuchten Oleraceum-Fliegen aus Kontaktzonen nur eine einzige Fliege
einen solchen Haplotypen auf (H7 in einer russischen Oleraceum-Population). Unter der
Annahme, dass 17 Prozent der Introgressionsereignisse nicht entdeckt werden kénnen, da
der Haplotyp H1 in beiden Wirtsrassen vorkommt, ergibt sich daraus, dass zu maximal
1,72% Introgression durch Heterophyllum-Weibchen in Oleraceum-Populationen stattfindet.
Es ist aber auch durchaus mdglich, dass der einzige gefundene Haplotyp, der mdgliche
Introgression anzeigt, auf unvollsténdiges "Lineage Sorting" zurtickzufihren ist und noch ein
Relikt aus der Zeit vor oder wahrend des Beginns der Wirtsrassenbildung darstellt. Auf der
anderen Seite gilt es zu bedenken, dass mit den DNA-Daten keine definitiven Aussagen
daruber getroffen werden kénnen, ob der Genfluss von Oleraceum-Fliegen in Heterophyllum-
Populationen genauso stark eingeschrankt ist. Gleiches gilt generell fur die Mannchen, da
aufgrund der maternalen Vererbung der mitochondrialen DNA nur Introgressionsereignisse
der Weibchen erkannt werden kénnen. Davon abgesehen lasst sich aber aus der
Haplotypverteilung schlussfolgern, dass Introgression zwischen den Wirtsrassen, wenn
Uberhaupt, offenbar nur sehr selten auftritt, und der Genfluss daher zumindest stark, wenn

nicht sogar komplett, eingeschrankt ist.

5.1.2 Morphologische Differenzierung

Aus vorhergehenden Untersuchungen war bereits bekannt, dass zwischen den Wirtsrassen
morphologische Unterschiede zu bestehen scheinen. So wiesen Heterophyllum-Fliegen
groRere Fligel als Oleraceum-Fliegen auf (Komma 1990), und auch der Ovipositor war bei
ersteren signifikant langer (Komma 1990, Romstdck-VoOlkl & Zwolfer 1991). Es war aber
bislang unklar, inwieweit diese gefundenen Unterschiede eventuell durch Umwelteinfliisse
bedingt sein kénnten und ob sie eine genetische Grundlage haben.

Speziell die Korpergrol3e, fur die die Fligellange als Indikator angesehen werden kann
(Robertson 1963, Bithner-Mathé & Klaczko 1999), korreliert bei vielen Insekten mit dem
geographischen Breitengrad: In h6heren Breiten werden sie groRer (z.B. Bryant 1977, Pfriem
1983, Coyne & Beecham 1987, Imasheva et al. 1994). Auch wurde ein Zusammenhang
zwischen KorpergroRe und Hohenlage nachgewiesen (Stalker & Carson 1948).
Entscheidender Faktor scheint dabei oftmals die Temperatur zu sein (Roff 1980, Atkinson
1994). Dies gilt es zu berlcksichtigen, vergleicht man Heterophyllum- und Oleraceum-

Fliegen beziglich ihrer Flugellangen. Da erstere namlich in noérdlicheren Breiten
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beziehungsweise hoheren Lagen vorkommen als letztere (und dies unterschiedliche
Umgebungstemperaturen bedingt), konnten eventuelle morphologische Unterschiede
weniger Ausdruck differenzierter Wirtsrassen sein, als vielmehr Nebenprodukte
verschiedener Umwelten darstellen. In der vorliegenden Arbeit wurde daher zunachst
Uberprift, ob die Fligellange bei T. conura vom geographischen Standort beeinflusst wird.
Mittels einer Korrelationsanalyse konnte jedoch keinerlei Zusammenhang zwischen diesen
beiden Faktoren nachgewiesen werden. Sowohl bei den Heterophyllum- als auch den
Oleraceum-Fliegen war die Steigung der Regressionsgeraden praktisch null und
entsprechend nichtsignifikant. Folglich wirde eine Differenzierung zwischen den Wirtsrassen
nicht durch Standortunterschiede erklart werden kdnnen.

Der Vergleich der Fligellangen von Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen ergab
allerdings, dass eine solche Differenzierung offenbar Uberhaupt nicht besteht. Zwei grof3e
Datensatze, bestehend aus insgesamt fast 1400 Fliegen, konnten keine eindeutigen
GroRRenunterschiede zwischen den Wirtsrassen aufzeigen. In dem einen Datensatz waren
die Heterophyllum-Fliegen geringflgig gréRer, in dem anderen die Oleraceum-Fliegen.
Zusammengefasst waren die Fliigel der Oleraceum-Populationen etwas langer als jene der
Heterophyllum-Populationen, doch war dieser Unterschied marginal (< 0,8%). Diese
Ergebnisse stehen im starken Gegensatz zu denen von Komma (1990), der hochsignifikante
Flugellangenunterschiede bei bayerischen T. conura-Populationen fand. An einem
Kontaktstandort im Fichtelgebirge hatten Heterophyllum-Fliegen Uber finf Prozent gro3ere
Flugel als die Oleraceum-Fliegen. Auch in einer anderen Untersuchung (Grastat 2004)
wiesen Heterophyllum-Fliegen deutlich langere Fligel als Oleraceum-Fliegen auf. Wie
lassen sich diese widersprichlichen Ergebnisse erklaren?

Kommas Ergebnisse basieren auf den Daten eines einzigen Standortes, von dem
jeweils vierzig Fliegen beider Wirtsrassen vermessen wurden. Es ist durchaus
wahrscheinlich, dass dieser Standort keine reprasentative Stichprobe darstellt. Immerhin war
in der vorliegenden Arbeit die Variation innerhalb der Wirtsrassen deutlich gréRer als jene,
die Komma zwischen den Wirtsrassen gemessen hat. Zum Beispiel hatten die
Heterophyllum-Fliegen des schwedischen Standortes HS4 fast zwolf Prozent langere Fligel
als jene des nur wenige Kilometer entfernten Standortes HS2. Entsprechend leicht lassen
sich signifikante Unterschiede zwischen Standorten finden. Dass dies nicht ausschlieRlich
auf mikroklimatische Unterschiede zurilickgefihrt werden kann, zeigt zum Beispiel der
Kontaktstandort HO1 (bzw. OH1), an dem die Heterophyllum-Weibchen signifikant gro3er als
die Oleraceum-Weibchen waren.

Dagegen lassen sich die von Grastat (2004) gefundenen Unterschiede nicht auf
unzureichende Stichprobenzahlen zurtickfiihren. Grastat legte ein Hohentransekt durch ein
Alpental und verglich Oleraceum- und Heterophyllum-Populationen verschiedener

Hohenlagen. Dabei stellte sich heraus, dass, wie bei Komma (1990), Heterophyllum-Fliegen
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hochsignifikant langere Fliigel hatten als die Oleraceum-Fliegen. Da keinerlei signifikante
Korrelation zwischen Fligellange und Hohenlage festgestellt werden konnte, wurde dieser
Unterschied nicht auf Umweltbedingungen, sondern auf die Wirtspflanzenzugehoérigkeit
zurickgefihrt.

Unter Bericksichtigung der hier présentierten Daten stellt sich jedoch die Frage, ob die
Ursache der Flugellangenunterschiede nicht doch Umweltfaktoren sein kdnnten. Die
gefundenen GroéRenunterschiede in den Alpen beruhten vor allem auf den ungewdhnlich
grolRen Heterophyllum-Fliegen. Die Weibchen wiesen dort im Mittel Fligellangen von
3,88 mm auf und waren somit deutlich groRer als die Heterophyllum-Populationen der
vorliegenden Arbeit. Die niedrigeren Temperaturen der montanen bis supalpinen
Hohenstufe, in der das Transekt lag (die Heterophyllum-Populationen wurden zwischen
1250m und 1900m UNN gesammelt), konnten dies begriinden. Wie bereits oben erwéhnt,
scheint die Umgebungstemperatur die Gréf3e von Insekten oft maRRgeblich zu beeinflussen.
Wenn dies der Fall ware, stellen sich allerdings folgende Fragen: Warum wurde solch ein
Effekt dann nicht bei den Breitengrad-Transekten entdeckt, und warum gibt es innerhalb des
Hohentransekts keine Korrelation zwischen Fligellange und Hohe?

Die Antwort zur ersten Frage lasst sich aus den Klimadaten der Standorte ableiten. Die
Umgebungstemperatur beeinflusst die KorpergréRe wahrend der Larvalentwicklung (z.B.
Ray 1960, French et al. 1998, Azevedo et al. 2002) und diese findet bei T. conura vor allem
im Juli statt. Die mittlere Juli-Temperatur unterscheidet sich aber zwischen der stdlichsten
und ndrdlichsten Schwedenpopulation nur um circa anderthalb Grad Celsius (Durchschnitts-
temperatur Juli: Malmé 17,0°C, Haparanda 15,4°C [wetter.com AG 2005a,b]). Dies scheint
Zu wenig zu sein, um einen Zusammenhang zwischen Flugellange und Standort nachweisen
zu kénnen. Dagegen betragt die mittlere Juli-Temperatur in Galtlr, das auf knapp 1600m
Hohe mitten im untersuchten Transekt liegt, nur 11,7°C (Gemeinde Galtir 2005). Dies sind
immerhin 3,7°C weniger als in der nordlichsten schwedischen Population und kénnte
erklaren, warum Heterophyllum-Fliegen aus den Alpen signifikant gré3er sind.

Dass sich innerhalb des HoOhentransekts keine Korrelation zwischen Grof3e und
Hohenlage findet, kbnnte daran liegen, dass die entsprechenden Temperaturunterschiede
zwischen den Standorten wiederum nicht grol3 genug sind. Alternativ kénnte Genfluss
verhindern, dass die Heterophyllum-Populationen innerhalb des Hohentransekts
morphometrisch differenziert sind. Zwar kann Temperatur auch als reiner Umweltfaktor auf
die GroRe vieler ektothermer Tiere einwirken (Atkinson 1994), doch weisen zahlreiche
Studien daraufhin, dass klinale GrofRenunterschiede genetisch determiniert sind (z.B.
Anderson 1973, Cavicchi et al. 1989, Partridge et al. 1994). Existieren solche genetischen
Anpassungen bei T. conura, ist vermutlich der Selektionsdruck nicht stark genug, um den

Genfluss zwischen den Fliegen verschiedener Hohenstufen auszugleichen, insbesondere da
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der Genfluss zwischen den Standorten aufgrund der geringen Entfernungen vermutlich sehr
stark sein durfte.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass Umweltfaktoren durchaus einen Einfluss
auf morphometrische Parameter bei T.conura haben koénnten, jedoch die in der
vorliegenden Arbeit beprobten Standorte bezliglich klimatischer Parameter nicht heterogen
genug sind, um entsprechende Effekte bei der Fligellange feststellen zu kdnnen. Auf
Grundlage der groRen verwendeten Datenséatze kann des Weiteren festgestellt werden, dass

es keinen unmittelbaren Einfluss der Wirtspflanze auf die Fligellange bei T. conura gibt.

Dagegen gibt es hochsignifikante Unterschiede zwischen den Wirtsrassen in der Lange
des Ovipositors. Das Oviskapt war bei Heterophyllum-Fliegen um durchschnittlich 7,7%
langer als bei Oleraceum-Fliegen. Bereits Komma (1990), sowie Romstdck-Volkl und Zwolfer
(1991) hatten gezeigt, dass Heterophyllum-Fliegen ein gréReres Ovipositorendglied
beziehungsweise Oviskapt aufweisen. Allerdings wurde in der ersten Arbeit nur beschrieben,
dass Heterophyllum-Fliegen hochsignifikant grolRere Ovipositorendglieder haben, ohne die
Unterschiede genau zu quantifizieren. Bei der Arbeit von Romstdck-Valkl und Zwélfer (1991)
war die Stichprobengréf3e wiederum sehr klein, und es wurden Oleraceum-Fliegen aus dem
Schweizer Jura mit Heterophyllum-Fliegen aus den Alpen verglichen. Da keinerlei Angaben
zu den Flugellangen gemacht wurden, war nicht auszuschliel3en, dass der gefundene
Unterschied in Wirklichkeit nur einen standortbedingten GréRenunterschied der Populationen
widerspiegelte. Mit dem vorliegenden Datensatz konnte jedoch eindeutig gezeigt werden,
dass der Unterschied in der Oviskaptlange zwischen Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen
unabhangig von der Grol3e ist. Proportional zur Korpergrol3e wiesen erstere durchschnittlich
9,3% langere Oviskapte als letztere auf.

Kann dies als Beweis dafiir gelten, dass sich die Wirtsrassen auch morphometrisch
differenziert haben und der Genfluss entsprechend eingeschrankt ist? Entscheidend dafur ist
der Nachweis, dass die gefundenen Unterschiede genetisch determiniert und nicht auf
phéanotypische Plastizitat zurlickzufiihren sind. Die Wirtspflanzen bieten fiir die Fliegenlarven
unterschiedliche Umwelten und kénnen sich zum Beispiel in ihrem Nahrwert fir die Larven
(Haggstrom & Larsson 1995) oder im Gehalt bestimmter Sekundarstoffe unterscheiden
(Roitberg & Isman 1992). Dies kann sich auf die Uberlebensraten der Larven (z.B. Craig et
al. 1989, Barker & Maczka 1996), die potentielle und realisierte Fruchtbarkeit (Awmack &
Leather 2002), aber auch auf die GroéRe morphometrischer Merkmale auswirken. Die
Nahrung, die Larven zur Verfiigung steht, kann dabei nicht nur die absolute Kérpergrof3e von
Insekten beeinflussen (Wheeler & Halpern 1999), sondern auch die Proportionen einzelner
morphologischer Merkmale (Bernays 1986, Thompson 1999). Bei solchen, durch die
Nahrung induzierten Anderungen in den Korperproportionen, handelt es sich allerdings meist

um Strukturen, die mit der Nahrungsaufnahme zusammenhéngen und diesbeziiglich auch
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adaptiv sind (z.B. Wimberger 1991, Thompson 1992, Smith & Palmer 1994). Dies ist bei
T. conura nicht der Fall, sodass es fraglich ist, ob die proportional gré3eren Ovipositoren der
Heterophyllum-Fliegen tberhaupt durch phanotypische Plastizitat erklart werden kénnten. Es
ist zumindest bislang keine Studie bekannt, die dies fir Ovipositoren nachgewiesen héatte.

Eine eindeutige Beantwortung der Frage, ob die Unterschiede auf genetischer
Differenzierung der Wirtsrassen beruhen, konnte aber erst die Analyse des Hybridstandortes
erbringen. Durch die Genotypisierung der Fliegen, die von Hybridpflanzen geschlipft waren,
konnte die Wirtsrasse der jeweiligen Eltern bestimmt werden, und damit die
morphometrischen Merkmale von Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen verglichen
werden, deren Larvalentwicklung in der gleichen Umgebung stattgefunden hatte. Tatsachlich
wiesen die Heterophyllum-Fliegen wiederum hochsignifikant langere Ovipositoren (sowohl
absolut als auch proportional) als die Oleraceum-Fliegen auf. Die als Hybride klassifizierten
Fliegen hatten einen intermedidren Phénotyp. Dies belegt eindeutig, dass die
morphometrischen Unterschiede zwischen den Wirtsrassen genetische Ursachen haben und
dass der Genfluss zumindest so stark eingeschrankt ist, dass diese Unterschiede
aufrechterhalten werden.

Ob es eventuell zusatzlich auch einen gewissen Einfluss der Wirtspflanze gibt, kann
momentan noch nicht ausgeschlossen werden. Die Differenzierung am Hybridstandort war
zwar hochsignifikant, aber deutlich geringer als im Durchschnitt (absolut: 6,4% vs. 7,7%;
relativ: 5,5% vs. 9,3%). Die Oleraceum-Fliegen hatten proportional grof3ere (und damit den
Heterophyllum-Fliegen &hnlichere) Fligel als jede andere untersuchte Oleraceum-
Population. Dies kdnnte entweder daran liegen, dass sich die Oleraceum-Fliegen in der
Hybridpflanze anders entwickeln als in C. oleraceum (d.h. phanotypische Plastizitat wirde
zumindest bei Oleraceum-Fliegen das Mal3 der Differenzierung mit beeinflussen), oder dass
die Oleraceum-Fliegen dieses Standortes sich von anderen Oleraceum-Populationen
unterscheiden (sei es zuféllig oder aufgrund von Introgression, siehe aber unten). Bislang
konnten leider noch nicht die Parentalpopulationen des Hybridstandortes vermessen werden,

sodass dies vorerst ungeklart bleibt.

Warum aber unterscheiden sich die beiden Wirtsrassen Uberhaupt in der
Oviskaptlange? Die Struktur des Ovipositors ist bei Tephritiden, die Blitenkdpfe oder Stéangel
von Korbblitlern befallen, generell gut an ihre Wirtspflanzen angepasst (Diaz-Fleischer et al.
2000). So ist zum Beispiel die Spitze des Aculeus (der Teil des Ovipositors, der sich
normalerweise innerhalb des Oviskapts befindet und bei der Eiablage teleskopartig
ausgefahren wird) so geformt, dass bei der Eiablage das Gewebe der Wirtspflanze méglichst
gut durchbohrt werden kann (Jones 1989). Auch die Lange des Ovipositors stellt eine
Anpassung an die Wirtspflanze dar (Zwolfer 1987). Sie bedingt, in welcher Tiefe die Eier

abgelegt werden. Dementsprechend sollte Selektion dahin gehend wirken, dass der
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Ovipositor genau so lang ist, dass er die fur die Eiablage geeignete Stelle in der Wirtspflanze
erreicht (Straw 1989). Fur T. conura ist diese Stelle ein Hohlraum, der sich zwischen dem
scheibenférmigen Rohrenblitenansatz und den Hullblattern der Knospe befindet. Dieser
Hohlraum existiert nur, solange die Rohrenblitenanlagen noch kirzer als ein Millimeter sind
(Eschenbacher 1982), was nur bei sehr jungen Knospen der Fall ist. Der Eiablagezeitpunkt
muss daher genau mit diesem Stadium synchronisiert sein. Dabei unterscheiden sich die
entsprechenden Knospen von C. heterophyllum und C. oleraceum in ihrer mittleren GroRe:
Erstere sind deutlich grolRer (X =9,0 mm [Romstock-VOlkl 1997, Fig.2.6]) als letztere
(X =6,7 mm [Eschenbacher 1982]). Dementsprechend ist die Ovipositorlange, die fir die
Eiablage optimal ist, bei beiden Wirtspflanzen unterschiedlich. Unter diesem Gesichtspunkt
lassen sich die gefundenen Unterschiede zwischen den Wirtsrassen verstehen.
Heterophyllum-Fliegen weisen im Mittel langere Oviskapte auf als Oleraceum-Fliegen, da
wirtsspezifische Selektion unterschiedliche Optima bedingt. Die morphologische
Differenzierung der Wirtsrassen ist also hdchstwahrscheinlich adaptiv und auf ihre
unterschiedlichen Umwelten zurtickzufuhren.

Es stellt sich allerdings die Frage, warum sich die Wirtsrassen in ihren Proportionen
unterscheiden und nicht einfach nur in der absoluten Gréf3e. Romstdck und Arnold (1987)
sowie Tritsch (2005) fanden zum Beispiel, dass Heterophyllum-Fliegen in Schottland
wesentlich kleiner als auf dem Kontinent sind, und fiihrten dies darauf zurlick, dass die
Fliegen in Schottland als Hauptwirt die Sumpfkratzdistel C. palustre befallen, die sehr kleine
Blutenkopfe aufweist. In diesem Fall erfolgte die Adaptation an einen neuen Wirt offenbar
einfach, indem fir kleinere Fliegen selektiert wurde, wahrend sich die Kdrperproportionen
kaum veranderten (Tritsch 2005). Warum ist dies bei den hier untersuchten Wirtsrassen
anders? Der Grund dafir liegt vermutlich darin, dass auch auf die KoérpergrofRe in
erheblichem Male Selektion einwirkt. So gibt es eine Reihe von Vorteilen, die mit steigender
Korpergrol3e einhergehen. GréRRere Individuen haben oft Fitnessvorteile gegentiber kleineren
(Wickman & Karlsson 1989). Dies kann zum Beispiel seine Ursache darin haben, dass sie
Vorteile bei der Partnerwahl haben (Alcock 2001), eine langere Lebensdauer besitzen
(Sokolovska et al. 2000) oder, bei Weibchen, eine gro3ere Fruchtbarkeit aufweisen (Roff
1992). Auf der anderen Seite kann zunehmende GroRRe aber auch nachteilig sein. Zum
Beispiel ist der Energiebedarf gro3er, die Erfolgsaussichten eines Raubers kdnnen steigen,
der Hitzestress steigt oder vermehrte Parasitierung aufgrund einer langeren
Larvalentwicklungsdauer (die mit steigender Korpergro3e oft einhergeht [Klingenberg &
Spence 1997]) ist die Folge (Blanckenhorn 2000). Zusammengenommen ergibt sich daraus
eine optimale intermediare Grol3e, die durch stabilisierende Selektion aufrechterhalten wird
(Schluter et al. 1991). Diese optimale GroéRe kann fur Heterophyllum- und Oleraceum-
Fliegen durchaus identisch sein, wahrend gleichzeitig auf unterschiedliche Ovipositorlangen

selektiert wird.
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Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass es zwischen den Wirtsrassen
hochsignifikante Unterschiede in der Oviskaptlange gibt, dass diese nicht durch
phanotypische Plastizitdt erklart werden koénnen, sondern auf genetische Differenzierung
zwischen den Wirtsrassen zuriickzufihren sind, und dass diese genetische Differenzierung

Resultat verschiedener, durch die Wirtspflanze vorgegebener Selektionsdriicke ist.

5.1.3 Heutige Isolationsbarrieren

In den vorhergehenden Abschnitten konnte gezeigt werden, dass der Genfluss zwischen den
Wirtsrassen auf3erst stark, wenn nicht komplett, eingeschréankt ist. Doch was bedingt diese
reproduktive Isolation von Heterophyllum- und Oleraceum-Fliegen? Welche Isolations-
barrieren reduzieren den Genfluss und sind daher fur den Differenzierungs-
beziehungsweise Artbildungsprozess bei T. conura entscheidend? Dobzhansky (1939) stellte
eine allgemeine Liste potentieller Isolationsbarrieren auf, die Coyne und Orr (2004)
aktualisierten. Diese soll als Leitfaden dienen, um einen Uberblick dariiber zu gewinnen,
welche Barrieren bei T. conura eine Rolle spielen (Tabelle 5.1).

Im Wesentlichen lassen sich Isolationsbarrieren in zwei Gruppen einordnen: Entweder
sind sie prazygotisch, das heif3t, der Genfluss wird verringert, weil es mit einer geringeren
Wahrscheinlichkeit zur Bildung einer Zygote kommt, oder sie sind postzygotisch, das heif3t,
die Uberlebensfahigkeit/Fruchtbarkeit des Hybrids ist mehr oder weniger eingeschrankt.
Préazygotische Barrieren werden oft, was die Erhaltung reproduktiver Isolation angeht, als die
wichtigeren angesehen (Kirkpatrick & Ravigne 2002). Dies hangt unter anderem damit
zusammen, dass die einzelnen Isolationsbarrieren aufeinander folgen, sodass sie immer nur
auf jene Individuen wirken kdnnen, die von vorherigen Barrieren nicht beeinflusst wurden.
Folglich werden Barrieren, die zuerst auftreten, oft absolut mehr zur reproduktiven Isolation
beitragen als spatere Barrieren - selbst wenn letztere, relativ effektiver sein ké