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MITTEILUNGEN DER SCHWEIZERISCHEN ENTOMOLOGISCHEN GESELLSCHAFT
BULLETIN DE LA SOCIETE ENTOMOLOGIQUE SUISSE

Band 46 (1973) Hefte 1-2

AUFZUCHT KEIMFREIER TIERE DER BAUMWOLLWANZE
DYSDERCUS FASCIATUS SIGN. (HEMIPTERA, PYRRHOCORIDAE)

KATHY GEERING-SACHER
Schweiz. Tropeninstitut, Socinstrasse 57, 4051 Basel

Zur Untersuchung der Bedeutung der Darmflora bei Dysdercus fasciatus wurden keimfreie
Tiere benotigt. Dazu wurde ein neues Verfahren zur Ei- und Futtersterilisation notwendig. Die
Sterilisation der Baumwollsamen konnte nur durch Athylenoxyd befriedigend durchgefuhrt wer-
den. An Hand der Vergleichskriterien, Larvalentwicklungsdauer, Slerbhchkut und Eigelege
werden die unerwiinschten Nebeneffekte der Futtersterilisation auf das Insekt diskutiert.

Pour étudier la signification de la flore intestinale chez Dysdercus fasciatus il était important
d’obtenir des animaux stérilisés. Il fallut trouver une nouvelle méthode de stérilisation pour les ceufs
et pour la nourriture. La stérilisation des graines de coton ne fut possible qu’avec de I'oxyde d’ethy-
léne. Pour reconnaitre I'effet de la nourriture stérilisée sur I'animal on compara la durée du déve-
lopement larval, la mortalité et la nombre des ceufs chez un groupe nourri de cette fagon avec un
groupe contréle.

In order to study the significane of the gut flora in Dysdercus fasciatus, germ-free animals were
needed. Therefore a new method for egg and food sterilisation became necessary. The sterilisation of
cotton seeds could only be achieved using ethylene oxide. To find the effects of food sterilisation on
the animal. experiments comparing the time of larval development, number of eggs produced and
mortality are discussed.

Dysdercus fasciatus gehort unter den Heteropteren zu den Pyrrhocoriden,
die am Anfang einer phylogenetischen Entwicklung stehen, deren Endziel eine
Nahrungsspezialisierung verbunden mit einer Endosymbiose umfasst (SCHNEI-
DER 1940). Einerseits besitzen die Baumwollwanzen bereits Neubildungen im
Darm zur Unterbringung von Symbionten, die aber noch nicht besiedelt sind
(BucHNER 1953) und andererseits sind sie, wie die hochstspezialisierten, sym-
biontenbesiedelten Wanzen, zu phytophager Lebensweise iibergegangen, bis
auf gelegentlichen Kannibalismus.

Die keimfreie Aufzucht war notwendig zur Beurteilung der Abhéingigkeit
des Wirtes von seinen Darmbakterien, die den bei anderen Heteropteren mit viel
Aufwand untergebrachten Symbionten bis anhin gleichgestellt wurden (BUCH-
NER 1953). Durch eingehende bakteriologische Untersuchungen konnten die
Keime zwar leicht in Trypticasebouillon geziichtet und als unspezifische, aber
teilweise sehr regelmissig vorkommende Darm- und Luftkeime identifiziert
werden, aber es war nicht moglich, aus den bekannten stoffwechselphysiologi-
schen Leistungen der Bakterien auf die Bedeutung fir ihren Wirt zu schliessen
(GEERING-SACHER 1972).

In ersten Versuchen wurden den Insekten zur Eliminierung der Darmflora
verschiedene antibakterielle Stoffe verabreicht (FRANK 1956, EHRHARDT und
SCHMUTTERER 1966). Mit dieser Methode konnte aber keine Keimfreiheit erzielt
werden, und es wurden schon bei geringen Konzentrationen toxische Symptome
beobachtet.

Da die Darmkeime von Generation zu Generation durch Eibeschmierung
ibertragen werden, richteten sich die folgenden Versuche auf eine Eisterili-
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sation. Durch diese Methode war es moglich. keimfreie Tiere vom Schliipftag an
zu beobachten. Eine dreiminiitige Sterilisation mit 5%igem Chloramin in
70%igem Alkohol, wie sie FOECKLER (1961) angibt, geniigte den Anforderungen
nicht und es musste ein spezielles, kombiniertes Verfahren ausgearbeitet
werden.

Zusitzlich musste das Standardfutter, in diesem Falle die Baumwollsamen
sterilisiert werden, da keine synthetische, sterile Diat hergestellt werden konnte.
Die Sterilisierung von biologischem Material stellt grosse Probleme, da durch
die meisten Ublichen Sterilisationsverfahren wie Hitze, chemische Agentien
oder Bestrahlungen, entweder keine Sterilitdt erreicht wird, oder aber eine
Qualitidtsverminderung des Sterilisierungsgutes erfolgt.

Eisterilisation: Die Eisterilisation (Abb. 1) erfolgte durch ein kombiniertes
Verfahren, das von Desogen iiber Chloramin und konzentrierter Streptomycin-
Penicillin-Losung reichte und im Ganzen etwa 45 Minuten in Anspruch nahm.
Erst nach dieser Behandlung war die Eioberfliche absolut steril, was jedes Mal
durch Sterilititsteste in Bouillon gepriift wurde. Die Eisterilisierung wurde ein
Tagvor dem Schliipfen durchgefiihrt. Die Schliipfrate betrug nahezu 100%. Nur
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Abb. 1 Schema zur keimfreien Autzucht von Dyvsdercus fasciatus.
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bei Einschaltung einer UV-Bestrahlung, die sich in der Folge als unnétig erwies,
war sie stark beeintrichtigt.

Nach der Behandlung wurden die Eier mit Hilfe einer ausgegliihten Ose auf
eine angefeuchtete, sterile Gaze in Plastik- oder Glasgewebekulturflaschen ge-
bracht, wo die Tiere am nichsten Tag ausschliipften. Die nasse Gaze garantierte
die notwendige Feuchtigkeitin den ersten Lebenstagen, in denen die Tiere noch
keine Nahrung zu sich nehmen. Spiter konnte die Gaze entfernt werden, da das
mit destilliertem Wasser angeriihrte Futterin den verschlossenen Zuchtgefissen
als Wasserquelle ausreichte.

Futtersterilisation: Die Futtersterilisation erfolgte schliesslich durch Athy-
lenoxyd-Begasung unter den in Abb. I angegebenen Bedingungen. In der Ento-
mologie wurde das Ato-Verfahren noch nicht angewendet, vermutlich wegen
der bekannten Wirkung dieser Substanz als Insektizid. Uber den Anwendungs-
bereich dieser Methode wird heute vorallem bei der Futteraufbereitung far
SPF-Tieren (SPF = specific pathogen free) und bei der Lebensmittelkonservie-
rung diskutiert. Einige Kontroversen bestehen iiber die Auswirkungen toxischer
Riickstinde im Sterilisierungsgut auf die Reproduktion von Kleinsduger
(PORTER und BLEBY 1966, BAER und GRIEPENTROG 1969). Daneben konnte
auch ein Einfluss auf den Vitamingehalt von biologischem Material festgestellt
werden (DREPPER 1967). Die Ato-Begasung von Tierfutter ist heute aber eine
weitverbreitete Sterilisationsmethode.

Dieses Verfahren war die einzige und schonendste Methode, die eine abso-
lute Sterilitdt der Baumwollsamen garantierte, und es wurde nun untersucht,
inwieweit sich die obenerwihnten Nachteile auf die Insekten auswirken wiirden.

Biologische Daten: Ein wichtiger Punkt war die Beltiftungsdauer des be-
gasten Futters. Bei zu kurzer Beliiftung oder bei Aufbewahrung der Futter-
pakete im Kiihlschrank, starben die Tiere nach kurzer Verabreichungsdauer.
Diese Auswirkungen von Ato-Riickstinden konnten durch eine Beliiftungszeit
von acht Tagen bei Zimmertemperatur behoben werden.

Das sterile Futter wurde den Tieren in kleinen Alufolien-Schélchen vorge-
setzt.

Zuerst wurde es normal infizierten Tieren verabreicht, um eventuelle
direkte Schidigungen der Insekten durch das begaste Futter ermitteln zu kon-
nen.

Als Vergleichskriterien wurden die Larvalentwicklungsdauer, die Sterb-
lichkeit und die Eigelege verwendet. Wie aus der Abb. 2 hervorgeht, lisst sich
kein Unterschied in der Entwicklungsdauer der Larvenstadien zwischen normal
infizierten Tieren mit Standardfutter und normal infizierten Tieren mit sterilem
Standardfutter feststellen. Da die Larven besonders abhingig sind von einer
vollwertigen Nahrung, kann man daraus schliessen, dass die Ato-Begasung
keine ins Gewicht fallende Qualititsverminderung des Futters zur Folge hatte.

Die Sterblichkeitskurve fillt bei normal infizierten Tieren mit Standard-
futter kontinuierlich ab, wihrend sich bel normal infizierten Tieren mit sterilem
Standardfutter eine Verzogerung der Sterberate zeigt. Das sterile Futter scheint
in diesem Fall eher einen begiinstigenden Einfluss auszuiiben.

Wie aus den Sdulendiagrammen hervorgeht, ist die Eizahl bei Tieren mit
sterilem Futter erniedrigt. Moglicherweise ldsst sich dieses Phdanomen auf einen
schidigenden Einfluss von toxischen Riickstinden nach langdauernder Ato-
Verabreichung zuriickzufithren.
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Trotz dieser letztgenannten Einwirkung auf das Tier sind die Resultate mit
dieser Sterilisierungsmethode fur die eigentliche Symbioseuntersuchung als gut
zu betrachten. Eine eventuelle Toxizitidt des begasten Futters kann im voraus
bestimmt und beriicksichtigt werden.

Bei keimfreien Tieren ist die Larvalentwicklungszeit ebenfalls nicht ver-
dndert (Abb. 2). Die etwas steiler abfallende Sterblichkeitskurve ist ganz auf die
ungiinstigeren Umweltsbedingungen der keimfreien Tiere zuriickzufiihren.
Wegen der glatten Oberfliche der Gewebekulturflaschen fielen viele Tiere auf
den Riicken und gingen zugrunde, weil sie an den Exkrementen kleben blieben.
Bei Haltung sehr weniger Tiere und bei tiglichem Wechseln der Flaschen konn-
ten diese Ausfille verhindert werden.

Larvalentwicklungsdauer, Sterblichkeit und
Eigelege bei DYSDERCUS FASCIATUS

LARVENSTADIEN ADULTTIER
sHAEUTUNGEN EIZAHL
10 0. 1, 2 3 4 5
4 7T {1 L EIGELEGE
sol | | ™~ 1 2 | 80
1 17
6 0| | | 60
| T
40d | | 40
2 0] E | 20
i ! 111 T 1
5 10 15 20 25 30 35 a0 a5
TAGE
1. NORMAL INFIZIERTE TIERE MIT STANDARDFUTTER
%
100
so: | 80
so: | 60
40 |40
20: m Vl m 20
[ T L:_‘ 1—‘ T = T
5 10 15 20 25 30 35 40 45
2.NORMAL INFIZIERTE TIERE MIT STERILEM STANDARDFUTTER
%
100
P
80| | —— 80
. I~
60 ] B .60
-
4 0]} _40
20 - | 20
A L
L) 1) \J 1 T
5 10 15 20 25 30 35 40 45

3.KEIMFREIE TIERE MIT STERILEM STANDARDFUTTER

Abb. 2 Larvenentwicklungsdauer, Sterblichkeit und Eigelege bei Dysdercus fasciatus.
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Die Eizahl entspricht derjenigen der normal infizierten Tiere mit sterilem

Standardfutter.
Den Darmbakterien von Dysdercus fasciatus kann somit keine offensicht-

liche Symbioseleistung zugesprochen werden, zum mindesten nicht bei der
Fitterung mit Baumwollsamen.

Durch diese Methoden der keimfreien Aufzucht und der Sterilisation des
Normalfutters wurden die Voraussetzungen geschaffen fiir weitere Unter-
suchungen der feineren Wechselbeziehungen zwischen Insekt und Darmflora,
wie z.B. die Priiffung der Himolymphproteine und der Proteasen (GEERING-
SACHER, 1972).
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