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BULLETIN DE LA SOCIETE ENTOMOLOGIQUE SUISSE
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Der Einfluss von kunstlichen Blattverletzungen an Solanum
tuberosum L. auf die larvale Entwicklung von Leptinotarsa
decemlineata Say und Leptinotarsa haldemani Rogers
(Col., Chrysomelidae)

G. Benz, Th. Jeker! & C. MUELLER
Entomologisches Institut, ETH-Zentrum, CH-8092 Zurich

The influence of artificial wounds on the leaves of Solanum tuberosum L. on the larval development of
Leptinotarsa decemlineata Say. and Leptinotarsa haldemani Rocers (Col., Chrysomelidae) - Wounded
solanaceous plants produce a chymotrypsin and trypsin inhibitor which may have a protective function against
phytophagous insects. Experiments with larvae of the chrysomelide beetles Leptinotarsa decemlineata Sav, and
L. haldemani ROGERS on control potato plants and on wounded potato plants showed that the development
of both insects was only slightly delayed on wounded plants and that no differences in mortality and pupal
weights could be observed. We have thus no evidence of a noticeable negative influence of the proteinase inhibi-
tor on these insects which are adapted to feed on solanaceous plants and therefore may be resistant to the inhib-
itor. The result does not exclude a protective function of the inhibitor against other herbivores.

Green & Ryan (1972) entdeckten in Tomaten- und Kartoffelblattern sowie in
Kartoffelknollen einen Inhibitor, der auf die tierischen Endopeptidasen Chymotrypsin
und Trypsin hemmend wirkt. Der Titer dieses Inhibitors wurde in jungen Kartoffel-
und Tomatenblattern stark erhoht, wenn Kartoffelkafer (Leptinotarsa decemlineata)
an den Blattern herumfrassen. Auch durch kunstliche rein mechanische Blattverlet-
zungen konnte die Konzentration des Inhibitors erhoht werden. Es zeigte sich zudem,
dass der Inhibitor nicht nur lokal an der eigentlichen Verwundungsstelle, sondern
auch in benachbarten Blattern gebildet wird, sofern ein Hauptnerv verletzt wird. In
diesem Fall wird ein transportables Wundhormon gebildet, das innerhalb der Pflanze
rasch verbreitet wird und, wo es hinkommt, die Synthese des Inhibitors auslost. Dieser
Signalstoff wurde «proteinase inhibitor inducing factom (PIIF) genannt. Die wundin-
duzierte lokale Bildung oder Freisetzung des PIIF sowie die Akkumulation des Pro-
teinase-Inhibitors in den Blattern sind temperatur- und lichtabhangig (Green & Ryan
1973). Der Ort der Blattbeschadigung ist ebenfalls von Bedeutung. Eine Verletzung
nahe den Blatthauptnerven induziert die Anhaufung des Inhibitors starker als Verlet-
zungen an der Blattperipherie. Zudem bewirkt eine grossere Zahl von Verletzungen
eine starkere Inhibitor-Synthese als nur wenige Verletzungen.

Nach AppLEBaUM (1963) konnen Proteinase Inhibitoren als von den Pflanzen im
Laufe der Evolution gegen phytophage Insekten entwickelte Verteidigungsmechanis-
men interpretiert werden. Green & Ryan (1972) glauben, dass die Anhaufung eines
Chymotrypsin- und Trypsininhibitors in Pflanzenblattern eine potentielle Gefahr fur
phytophage Insekten darstellt. Sie interpretieren deshalb die Synthese des Chymotryp-
sin- und Trypsin-Inhibitors in Solanaceen als Abwehrreaktion der Pflanzen gegen
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Schadlingsbefall. Diese Interpretation hat schon lange Eingang in ein Lehrbuch der
Pflanzenphysiologie gefunden (KinoL & WoEBer, 1975).

Bis jetzt konnte jedoch noch keine negative Wirkung dieses Inhibitors aufirgend
ein phytophages Insekt festgestellt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde nun ver-
sucht, ob eine derartige Wirkung bei zwei Chrysomeliden nachweisbar sei, wobei als
Testpflanze die Kartoffel (Solanum tuberosum L.) diente. Die Testinsekten waren der
in Kartoffelfeldern gefurchtete Coloradokifer (Leptinotarsa decemlineata) und, zu
Vergleichszwecken, eine verwandte Chrysomelide (Leptinotarsa haldemani), deren
Wirtspflanzen ebenfalls innerhalb der Familie der Solanaceae zu finden sind, jedoch
ein eigenes, fur sie typisches Spektrum aufweisen (Hsiao, 1976). Im Feld sah man L.
haldemani nie auf Kartoffelblattern fressen, doch lasst sie sich im Labor leicht auf Kar-
toffelpflanzen ziichten.

Durch kinstliche Blattverletzungen wurden Wirtspflanzen zur Synthese des
Protease-Inhibitors angeregt und dann die larvale Entwicklung der beiden Kéferarten
untersucht. Falls der Protease-Inhibitor die larvale Entwicklung im Laborversuch
stark storen wurde, konnte er im Freiland auf Kartoffelfeldern ebenfalls populations-
dynamisch wirksam werden. Dass solche negativen Ruckkoppelungsmechanismen
von einer phytophagen Insektengeneration auf die nachstfolgende in der Natur tat-
sachlich vorkommen, zeigen u. a. die Arbeiten von Benz (1974, 1977), Roertcer &
Kvringaur (1976) sowie Haukioia & NiemeLae (1976, 1977).

MATERIAL AND METHODEN

Pflanzen

Die in den Versuchen verwendeten Kartoffelpflanzen, Sorte Bintje, wurden von
der Eidgenossischen Forschunganstalt fir Pflanzenbau (EFA), Zurich-Reckenholz, be-
zogen. Dort wurden die Karoffelpflanzen, damit sie bei spatherbstlich geringen Licht-
verhéiltnissen nicht etiolierten, mit Alar (Dimethylaminobernsteinsaure-hydrazid) be-
handelt. Im Alter von vier bis finf Wochen hatten die Pflanzen eine Hohe von ca.
15 cm erreicht und wurden fur die Versuche in ein Gewéchshaus an der ETH transpor-
tiert. Dort wurden sie eingetopft, in zwei zufallige Gruppen aufgeteilt und raumlich in
zwel nebeneinanderliegenden Gewachshauskabinen getrennt gehalten. Beide Kabinen
hatten wahrend 16 h pro Tag eine Zusatzbeleuchtung von Quecksilberdampflampen.
In der einen Kabine wurden nur Kontrollpflanzen gehalten. An diesen Pflanzen wur-
den keine Manipulationen vorgenommen. In die andere Kabine wurden diejenigen
Pflanzen gestellt, die kunstlich verletzt werden sollten. Alle Blatter dieser Pflanzen
wurden normalerweise an vier Stellen, kleinere Bldtter an einer Stelle verletzt (Abb. 1).
Die Verletzungen wurden durch Quetschen und Ausstanzen runder Blattsticke
(Durchmesser 10 mm) mit einer stumpfen Osenzange gemacht. Bei der relativ grossen
Zahl von Quetschstellen und den gunstigen Temperatur- und Lichtverhéltnissen im
Gewachshaus sollten diese Pflanzen eine grosse Menge Proteinase-Inhibitor bilden.
Am folgenden Tag wurden auf den verletzten wie auch auf unverletzten Pflanzen frisch
geschlupfte Eilarven angesetzt.

Die Temperatur schwankte in der Kabine mit den verletzten Pflanzen zwischen
24 und 35°C; in der Kontrollkabine war sie um 1 bis 2°C tiefer.

Tiere

Leptinotarsa decemlineata stammte aus der Zucht der Firma Maag AG (Diels-
dorf). Wir erhielten eine grosse Zahl von Eigelegen, die bis zum Schlipfen in Feucht-
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Abb. 1. Anordnung der Quetsch- oder Stanzstellen bei einem normalen Blatt (a) und einem kleinen Blatt (b).

kammern mit ca. 70% relativer Luftfeuchtigkeit (rLF) gehalten wurden.

Leptinotarsa haldemani stammte ursprunglich aus der Landwirtschaftlichen
Universitdt Wageningen (NL). Die Zucht erfolgte auf Kartoffellaub bei 22 °C, ca. 70%
relativer Luftfeuchtigkeit (rLF) und einer Photoperiode von 16,5 h.

Ansetzen der Larven und Larvenentwicklung

Fur die Versuche mit L. decemlineata wurden 15 Eilarven je Kontrollpflanze
und je verletzte Pflanze angesetzt. Die ersten Pflanzen wurden nach drei Tagen durch
frische Pflanzen ersetzt, dann wurden an jedem folgenden Tag neue Pflanzen angebo-
ten.

Bei den Versuchen mit L. haldemani wurden 15 oder 20 Eilarven je Kontroll-
pflanze und je verletzte Pflanze angesetzt. Die Versuchspflanzen wurden zum ersten
Mal nach zwei Tagen und dann an jedem folgenden Tag durch frische Pflanzen ersetzt.

Durch einen Gazesack wurden die Tiere am Abwandern von den Pflanzen ge-
hindert. Diese Gazesacke waren 40 cm lang, hatten einen Durchmesser von ca. 22 cm
und waren oben und unten offen. Das untere Sackende wurde jeweils mit einem
Gummi am Topfrand befestigt und das obere Ende oberhalb der Pflanze mit einem
Faden zugeschnirt. Dieser Faden wurde an der Decke befestigt und diente dazu, den
Gazesack aufzuhdngen.

Jedes Mal, wenn alte befressene Pflanzen gegen frische ausgewechselt wurden,
wurden die Tiere jeder Pflanze gezahlt und ihre Stadien bestimmt.

Einige Versuchspopulationen der beiden Kéferarten mussten im L,-Stadium
von einer Pflanze auf zwei transferiert werden, da die Tiere wegen ihrer grossen Frass-
menge bei nur taglichem Wechseln der Pflanzen hatten hungern miussen.

Prdpuppen und Puppen

Sobald die Larven ausgewachsen sind, wandern sie zum Boden und graben sich
ein (Prapuppenstadium). Jeden Tag wurden die alten Versuchspflanzen durch frische
ersetzt und dabei die Larvenstadien auf die frischen Pflanzen gewechselt. Die Topferde
der alten Pflanzen wurde mit einem Sieb (ca. 6 mm Maschenweite) gesiebt und vor-
handene Prapuppen auf diese Art aus der Erde gewonnen. Die Methode hat den Vor-
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teil, dass die Tiere selber, durch ihr Verhalten, den Ubergang zum Prapuppenstadium
anzeigen.

Die gewonnenen Prapuppen wurden, nach Versuchspopulationen getrennt, in
Joghurtbecher gegeben, deren Boden mit einem Filterpapier bedeckt war. Die mit ei-
nem Deckel verschlossenen Becher wurden in eine Klimakammer mit 26 °C, ca. 80%
rLF und einer Photoperiode von 16 h gebracht. Bei der taglichen Kontrolle wurden
Ubergange ins Puppenstadium notiert und das Puppengewicht der Tiere ermittelt.

RESULTATE

Leptinotarsa decemlineata
Zeitliche Entwicklung

Die Entwicklung der Larven erfolgte auf Kontrollpflanzen und auf verletzten
Pflanzen sehr dhnlich. Abb. 2 zeigt den Zeitpunkt und die Dauer der einzelnen Ent-
wicklungsstadien. Die Prozentwerte beziehen sich auf die lebenden Tiere am zweiten
Tag (s. unten: Anfangsmortalitat). Man erkennt, dass die Entwicklung auf Kontroll-
pflanzen um einen halben bis ganzen Tag schneller verlief als auf verletzten Pflanzen.
Diese kleine zeitliche Differenz ist bereits beim Wechsel ins L,-Stadium vorhanden
und dauert bis ins Puppenstadium an.

Prift man die Verteilung der Tiere auf die verschiedenen Stadien mit einem Chi-
quadrat-Vierfeldertest oder mit einer 2 x 3 Kontingenztafel, so erhalt man vom 2. bis
zum 6. und vom 9. bis zum 11. Tag keine Gleichartigkeit zwischen Tieren auf Kon-
trollpflanzen und auf verletzten Pflanzen, ebenso am 14. und 19. Tag. Die Verteilung
am 7. und 8. Tag konnte nicht gepruft werden, da auf den Kontrollpflanzen nur ein
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Abb. 2. Zeitliche Entwicklung und Stadienverteilung (L,-L4 = 4 Larvenstadien, PP = Prapuppen-, P = Pup-
pen- und I = Imaginalstadium) von Leptinotarsa decemlineata auf Kontrollpflanzen (a) und auf verletzten
Pflanzen (b). Die Prozentwerte auf den Ordinaten reprasentieren die iberlebenden Tiere bezogen auf die leben-
den L am zweiten Tag nach dem Ansatz (a: 100% = 119 L;; b: 100% = 106 L,). Abszisse: Tage nach dem An-
satz.
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Larvenstadium zu finden war. An den ubrigen Tagen herrschte Gleichartigkeit. Dieser
Befund bestitigte den kleinen zeitlichen Unterschied zwischen den beiden Versuchs-
gruppen, der vor allem in den kurzen larvalen Entwicklungsstadien gut zum Ausdruck
kommt.

Mortalitat

Da zwischen dem Ansetzen der Eilarven und der ersten Kontrolle der Tiere
nach zwei Tagen viele Larven gestorben waren, wurde die Mortalitat der ersten zwei
Tage als Anfangsmortalitdt von der spateren Mortalitat getrennt betrachtet, da ange-
nommen wurde, dass die Anfangsmortalitat nicht nur durch Resistenzfaktoren der
Pflanze verursacht werde, sondern auch durch die Manipulationen beim Ansetzen der
empfindlichen Eilarven. Aus Tab. 1 ist ersichtlich, dass die Anfangsmortalitit bei den
Larven auf verletzten Pflanzen um ca. 9% hoher liegt als bei jenen auf Kontrollpflan-
zen. Nach dem Chiquadrat-Vierfeldertest verhalten sich die Larven beider Versuchs-
gruppen jedoch gleich (5% Niveau). Auch die Mortalitdt vom zweiten Tag nach dem
Ansetzen der L, bis zum Versuchsende war mit 81% Uberlebenden bei beiden Ver-
suchsgruppen gleich.

Puppengewichte
Die Puppengewichte der Tiere auf Kontrollpflanzen und verletzten Pflanzen
waren statistisch gleich. Die Mittelwerte selber differieren nur um 0,5 mg (s. Tab. 3).

Tab. 1. Anfangsmortalitat (a) und Mortalitat vom zweiten Tag nach dem Ansatz bis zum Versuchsende (b) bei
den 10 Parallelversuchen mit Leptinotarsa decemlineata. Absolute Zahlen und Prozentwerte.

auf Kontrollpflanzen auf verletzten Pflanzen
a)
Angesetzte Tiere 150 100% 150 100%
Uberlebende
nach zwei Tagen 119 80% 106 71%
b)
Uberlebende
nach zwei Tagen 119 100% 106 100%
Uberlebende nach
22 Tagen (Versuchsende) 96 81% 85 81%

Leptinotarsa haldemani
Zeitliche Entwicklung

Die Abb. 3 und 4 zeigen die zeitliche Entwicklung der Tiere von zwei verschie-
denen Ansitzen. In beiden Fillen betrug die Differenz zwischen den Tieren auf Kon-
trollpflanzen und auf verletzten Pflanzen rund einen halben Tag, doch verlief die Ent-
wicklung weniger gleichmassig als bei L. decemlineata.

Auf eine statistische Beurteilung wurde verzichtet, da die Differenz in der zeitli-
chen Entwicklung zwischen den beiden Versuchsgruppen gering ist und da statistische
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Abb. 3. Wie Abb. 2, jedoch erster Ansatz von Leptinotarsa haldemani. Die Prozentwerte beziehen sich auf die
tberlebenden L, am ersten Tag nach dem Ansatz (a: 100% = 92 L;; b: 100% = 66 Tiere).

Teste bei den groben Einteilungskriterien (Stadien) nicht viel zur weiteren Information
beigetragen hatten.

Mortalitat

Da wiahrend des ersten Tages nach dem Ansetzen der Eilarven eine sehr hohe
Mortalitat auftrat, wurde fur diese Zeit die Anfangsmortalitiat berechnet, dhnlich wie
bei L. decemlineata. Auf Kontrollpflanzen gab es 65% Uberlebende und auf verletzten
Pflanzen sogar nur 58% (Tab. 2), doch sind die beiden Uberlebenswerte statistisch
nicht gesichert verschieden.

Die Mortalitdt, berechnet vom ersten Tag nach dem Ansetzen bis zum Versuchs-
ende, ist mit 56% Uberlebenden bei beiden Versuchsgruppen sehr hoch (Tab. 2).

Tab. 2. Anfangsmortalitat (a) und Mortalitat vom ersten Tag nach dem Ansatz bis zum Versuchsende (b) bei
den 11 Parallelversuchen mit Leptinotarsa haldemani. Absolute Zahlen und Prozentwerte.

auf Kontrollpflanzen auf verletzten Pflanzen
a)
Angesetzte Tiere 180 100% 178 100%
Uberlebende
nach einem Tag 116 65% 102 58%
b)
Uberlebende
nach einem Tag 116 100% 102 100%
Uberlebende nach
22 Tagen (Versuchsende) 65 56% 54 56%
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Puppengewicht

Bei beiden Versuchsgruppen waren die Puppen, statistisch gesehen, gleich
schwer, auch wenn die Tiere nach dem ersten und dem zweiten Ansatz getrennt be-
trachtet wurden (Tab. 3). Interessant ist, dass die Puppengewichte des zweiten Ansat-
zes um rund 5 mg leichter sind als jene des ersten Ansatzes. Diese Tiere hatten sich
auch etwas rascher entwickelt (Abb. 4) als jene des ersten Ansatzes (Abb. 3).
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Abb. 4. Zweiter Ansatz von L. haldemani, sonst gleich wie Abb. 3 (a: 100% = 24 Tiere; b: 100% = 36 Tiere).

Tab. 3. Puppengewicht in mg von Leptinotarsa decemlineata (a) und Leptinotarsa haldemani (b). Stichproben-
umfang, Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler des arithmetischen Mittels.

n X S, 8.
a)
auf Kontrollpflanzen 90 13223 2151 2.3
auf verletzten Pflanzen 89 131.71  21.83 2.5
b)
1. Ansatz:
auf Kontrollpflanzen 51 130.70 16.96 2.4
auf verletzten Pflanzen 38 129.31 16.60 2.7
2. Ansatz
auf Kontrollpflanzen 14 12426 1441 3.9
auf verletzten Pflanzen 19 125.87 15.29 3.6
beide Anséitze:
auf Kontrollpflanzen 65 129.31 16.55 2.1
auf verletzten Pflanzen 57 128.116 16.12 2.2
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DISKUSSION

Die Bedingungen fir die Erhohung des Chymotrypsin- und Trypsin-Inhibitors
bei den verletzten Pflanzen waren gut. Trotzdem zeigten sich in der larvalen Entwick-
lung von L. decemlineata und L. haldemani nur geringfagige Unterschiede auf verletz-
ten und unverletzten Pflanzen. Sie beschrankten sich auf eine kleine zeitliche Entwick-
lungsdifferenz von etwa einem halben Tag zugunsten der Kontrolltiere und auf kleine,
statistisch nicht gesicherte Unterschiede in der Anfangsmortalitat. Dies bedeutet, dass
die Synthese des Proteinase-Inhibitors in Kartoffelpflanzen der Sorte Bintje schlecht
verlauft oder, was wahrscheinlicher ist, dass die Larven beider Kiferarten durch den
Protease-Inhibitor nicht wesentlich gestort werden, d. h. eine Resistenz dagegen besit-
zen.

Obwohl beide getesteten Kafer Solanceenfresser sind, war die Mortalitat bei L.
haldemani bedeutend hoher als bei L. decemlineata. Dieser Befund zeigt, dass L. de-
cemlineata gut, L. haldemani jedoch noch relativ schlecht an Solanum tuberosum ad-
aptiert ist. Wie schon gesagt wurde, gehort S. fuberosum nicht zum eigentlichen Wirts-
spektrum von Leptinotarsa haldemani (Hsiao, 1976). Da aber viele Solanaceen zur
Synthese des Chymotrypsin-Trypsin-Inhibitors befiahigt sind, diirften wohl auch beide
Leptinitarsa-Arten immun gegen diesen Abwehrmechanismus sein. Dies bedeutet al-
lerdings nicht, dass er nicht gegen andere Herbivoren wirksam ist. Vermutlich konnte
die Ravan’sche Schutz-Hypothese nur getestet werden, wenn ein polyphages Insekt
zur Verfigung stiinde, das in der Natur keine Solanaceen frisst, im Laboratorium aber
Kartoffelkraut annimmt.

ZUSAMMENFASSUNG

Verletzte Solanaceen produzieren einen Chymotrypsin-Trypsin-Inhibitor, der von gewissen Autoren als
Schutzstoff gegen phytophage Insekten interpretiert wird. An Solanum tuberosum wurde auf Kontrollpflanzen
sowie verletzten Pflanzen, die den Proteinase-Inhibitor akkumulieren sollten, die larvale Entwicklung von Lep-
tinotarsa decemlineata und L. haldemani gepruft. Es ergab sich bei beiden Arten nur eine kleine zeitliche Diffe-
renz in der Entwicklung zugunsten der Tiere auf Kontrollpflanzen. Die Mortalitat und die Puppengewichte wa-
ren bei beiden Versuchsgruppen gleich. Ein wesentlicher negativer Einfluss des Protease-Inhibitors auf die
Larven konnte damit nicht gezeigt werden. Vermutlich sind alle Solanaceenfresser immun gegen den Inhibitor.
Dies schliesst nicht aus, dass andere Herbivoren durch den Proteinase-Inhibitor geschadigt werden.
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