-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byji CORE

provided by Hochschulschriftenserver - Universitat Frankfurt am Main

MITT. DTSCH. GES. ALLG. ANGEW. ENT. 15 GIESSEN 2006

Mikroorganismen-gesteuerte Parthenogenese bei Thysanopteren

Sandra Kumm, Renate Kranz & Gerald Moritz

Institut fir Zoologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Abstract: Parthenogenesis under influence of microbes in Thysanoptera.

Several thrips species were tested for the presence of parthenogenesis-inducing bacteria of the genus
Wolbachia using primers amplifying either the 16S rDNA gene or the ftsZ gene. Tested species
show either arrhenotoky (Frankliniella occidentalis, Echinothrips americanus, Gynaikothrips
ficorum, Suocerathrips linguis) or thelytoky (Hercinothrips femoralis, Parthenothrips dracaenae).
In contrast, Thrips tabaci reproduces by arrhenotoky in some areas and by thelytoky in others.

The thelytokous thrips species H. femoralis and P. dracaenae possess Wolbachia, and the presence
of the bacterium in H. femoralis was shown to cause thelytokous reproduction since male offspring
could be generated by treating females with antibiotics. Males copulated with females and sperm
was found in the spermathecae of females. The arrhenotokous species E. americanus, G. ficorum,
and S. linguis also have Wolbachia, but the bacterium was not detected in F. occidentalis and T.
tabaci.
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Der Reproduktionsmechanismus der meisten Thysanopteren beruht auf Haplodiploidie (EVANS et al.
2004). Die Mehrzahl der Arten vermehrt sich durch Arrhenotokie. Bei einigen Arten sind Mannchen jedoch
sehr selten, sie vermehren sich durch Thelytokie. Von Thrips tabaci, Taeniothrips inconsequens und
Haplothrips tritici sind sowohl thelytoke als auch arrhenotoke Populationen bekannt (LEwis 1973).

Thelytoke Vermehrung kann von Bakterien wie Wolbachia beeinflusst werden (STOUTHAMER et al. 1990,
WERREN 1997, GOTTLIEB et al. 2002, CHARLAT et al. 2003). Wolbachia wurde bisher in drei thelytoken
Thripsarten gefunden und zwar in Heliothrips haemorrhoidalis, Hercinothrips femoralis (PINTUREAU et al.
1999a) und Franklinothrips vespiformis (ARAKAKI et al. 2001), wobei nur bei F. vespiformis Wolbachia als
Ursache der Thelytokie nachgewiesen wurde, da hier M@nnchen durch Antibiotika-Behandlung entstanden.

Um mehr Gber die geschlechtsbestimmenden Mechanismen bei Thysanopteren herauszufinden, wurden in
der vorliegenden Studie Thrips-Arten, die entweder Arrhenotokie oder Thelytokie bzw. beide Formen zeigen,
auf das Vorhandensein von Wolbachia getestet.

Material und Methoden
Thripszucht

Von folgenden Thripsarten wurden im Labor Stammzuchten etabliert: F. occidentalis, T. tabaci (thely-
toke Population), E. americanus, H. femoralis, P. dracaenae und S. linguis. Ein Teil des Untersuchungs-
materials (T. tabaci-Mannchen, G. ficorum) stammte jedoch aus Freilandfangen und wurde in 100% Ethanol
fixiert.

Wolbachia-Nachweis

Fur die DNA-Extraktion wurde die 100-Fliegen-Methode von ROBERTS (1998) modifiziert. Ein einzelner
Thrips wurde in 100 ul Extraktionspuffer (Zusammensetzung: 0,2 M Sucrose, 0,1 M Tris, 0,1 M NaCl, 0,05
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M EDTA, 0,5% SDS, pH 9,2) homogenisiert und anschliefend fir 15 min bei 65°C inkubiert. Nach der
Zugabe von 15 pl eiskaltem 8 M Kaliumacetat wurde die Probe fiir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in einen neuen Eppendorf-Tube Uberfiihrt, die 2,5fache Menge 100%iger Ethanol mit 1/10 Vol. 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) zugegeben und fur 1 h bei -80°C aufbewahrt. Die Probe wurde fur 15 min
zentrifugiert, das Pellet zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 16 pl ddH,O
resuspendiert.

Es wurden Wolbachia-spezifische Primer gewéhlt, die die 16S rDNA (99F/994R, O’NEILL et al. 1992)
bzw. das ftsZ Gen (494F/1262R, HOLDEN et al. 1993) amplifizieren. Der PCR-Ansatz bestand aus 2 pl
Template-DNA, 2 pul 10 x Reaktionspuffer, 2 pl MgCl, (25 mM), 0,4 pl dTNPs (25 mM), 1,5 pl von jedem
Primer (20 pmol/ul) sowie 0,2 pl Tag Polymerase in einem Gesamtvolumen von 20 pl. Die Auswertung
erfolgte an einem Image Master VDS (Pharmacia Biotech) mittels der Software Image Master 1D Elite
v.3.01.

Behandlung Wolbachia-infizierter H. femoralis-Weibchen mit Antibiotika und Hitze:

Es wurden jeweils die Nachkommen von einzeln gehaltenen Weibchen behandelt. Puppenstadien wurden
24h oder 48h 35°C ausgesetzt und das Geschlecht der Nachkommen bestimmt. Sowohl Zweitlarven als auch
adulte Tiere wurden mit Tetracyclin (50 mg/ml) behandelt. Einige Tiere wurden nach der Behandlung fiir
eine spatere Analyse in 100% Ethanol tberfihrt.

Ergebnisse und Diskussion

Wolbachia wurde in folgenden Thripsarten nachgewiesen: E. americanus, P. dracaenae, G. ficorum, S.
linguis (Gele hier nicht abgebildet) und H. femoralis (Abb. 1). Das Bakterium war jedoch weder in F.
occidentalis (Abb. 1) noch in T. tabaci (Abb. 1) nachweisbar. Dabei lieferten beide Primerpaare jeweils das
gleiche Ergebnis.

Antibiotika-Behandlung flhrte bei H. femoralis zur Entstehung von Mannchen. Keinen Einfluss auf das
Geschlecht der Nachkommen hatte die Behandlung mit Hitze, alle Individuen entwickelten sich zu
Weibchen. Die durch Antibiotika entstandenen Mé&nnchen kopulierten mit den Weibchen, und es wurden
Spermien in der Spermatheka gefunden. Allerdings war es bisher nicht mdglich, die thelytoke
Vermehrungsweise von H. femoralis wieder in eine arrhenotoke umzukehren. PCR-Tests der Nachkommen
der mit Antibiotika behandelten Weibchen zeigten bei einigen Individuen ein positives, bei anderen ein
negatives Resultat (Abb. 2). Eine stabile Anzahl von Ménnchen in der Nachkommenschaft wurde nur erzielt,
wenn die Antibiotika-Gabe kontinuierlich in jeder Generation erfolgte. Dies ist entweder darauf
zuriickzufiihren, dass jeweils ein Teil der Bakterien (berlebt, sich vermehrt und so eine mannliche
Entwicklung gestoppt wird, wie in Trichogramma cordubensis (Hymenoptera) (PINTUREAU et al. 1999b).
Andererseits vermuten ZCHORI-FEIN et al. (1992) und WERREN (1997), dass nach einer ausreichend langen
Zeit der Wolbachia-Infektion die Ansammlung von Mutationen in Genen, die die Geschlechtsdetermination
betreffen, ausreicht, um Thelytokie irreversibel zu machen.

Thelytokie in H. femoralis wird also durch Wolbachia induziert, und dies ist auch fur P. dracaenae
anzunehmen. Im Gegensatz dazu wird die thelytoke VVermehrung der untersuchten T. tabaci Population nicht
durch Wolbachia beeinflusst. Auler Wolbachia sind allerdings noch andere intrazellular lebende Bakterien
bekannt, die Thelytokie induzieren kdnnen (ZCHORI-FEIN et al. 2001, 2004). Da jedoch eine Antibiotika-
Behandlung von thelytoken T. tabaci Weibchen nicht zu einer Anderung des Geschlechterverhaltnisses
fuhrte, kann ein bakterieller Einfluss weitgehend ausgeschlossen werden. Wie bei Hymenopteren
(STOUTHAMER & KAZMER 1994) existieren demzufolge auch bei Thysanopteren zwei verschiedene Formen
von Thelytokie, eine umkehrbare wie bei H. femoralis und eine nicht-reversible wie bei T. tabaci.

Erstaunlich ist die Anwesenheit von Wolbachia in E. americanus. Die Population zeigte ein stark
Weibchen dominierendes Geschlechterverhaltnis (Weibchen : Méannchen = 1:0,3, n=123). Antibiotika-Tests
wirden zeigen, ob Wolbachia einen Einfluss auf das Geschlechterverhaltnis hat und somit die Reproduktion
dieser Art manipuliert.

G. ficorum und S. linguis gehdren beide zur Unterordnung der Tubulifera. Nicht alle getesteten Tiere
zeigten eine Infektion mit Wolbachia. S. linguis lebt subsozial auf Sanseveria spec. und erndhrt sich von
Pilzen. Auf Abstrichen der Pflanzenoberfliche wurden interessanterweise zwei Vertreter der Gattung
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Penicillium nachgewiesen. Denkbar wére ein Schutz vor Bakterieninfektionen, so dass ein Einfluss von
Wolbachia auf die Reproduktion dieser Art fraglich ist (MoRITz et al. 2004).

Abb. 1:

Abb. 2:
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Nachweis von Wolbachia mittels 16S rDNA-spezifischer Primer, Lane 1 — DNA-Leiter; Lane 2 — T.
tabaci, Weibchen; Lane 3 — F. occidentalis, Weibchen; Lane 4 — F. occidentalis, Weibchen; Lane 5
— F. occidentalis, Mannchen; Lane 6 — F. occidentalis, Méannchen; Lane 7 — F. occidentalis,
Weibchen; Lane 8 — F. occidentalis, Mannchen; Lane 9 — F. occidentalis, Mannchen; Lane 10 — H.
femoralis, Weibchen; Lane 11 — H. femoralis, Weibchen; Lane 12 — H. femoralis, Weibchen; Lane
13 — Negativkontrolle; Lane 14 — DNA-Leiter.
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Wolbachia-Test nach zweimaliger (Zweitlarve und Imago) Antibiotika-Behandlung der Weibchen
von H. femoralis: Lane 1 — DNA-Leiter, Lane 2-4 Weibchen, Lane 5 — Méannchen, Lane 6-8
Weibchen, Lane 9 — Mannchen, Lane 10 — Weibchen, Lane 11 — Mannchen, Lane 12 — Weibchen,
Lane 13-14 Negativkontrolle, Lane 15 — DNA-Leiter.
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