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Wie lange ist das Bakterium Wolbachia im Verdauungstrakt der
Raubmilbe Phytoseiulus persimilis nachweisbar?

M. ENIGL & P. SCHAUSBERGER

Abstract: How long is the bacterium Wolbachia detectable in the digestive
tract of the predatory mite Phytoseiulus persimilis? Wolbachia is an intracellular
bacterium that potentially influences the reproduction of its host. It has been found in
the predatory mite Phytoseiulus persimilis and its prey the two-spotted spider mite
Tetranychus urticae. In order to avoid false positive results when screening for
Wolbachia we investigated the persistence of the bacterium in the guts of P. persimilis.
We tested DNA samples of 6 strains by PCR after starving the predators or feeding
them Wolbachia-free T. urticae for various time periods. Those experiments showed
that Wolbachia could not be detected after 16 h at 25 °C and 48 h at 20 °C. In light of
this experiment and further evidence from a survey, cloning and sequencing, and
crossing experiments we conclude that P. persimilis is either extremely rarely infected
with Wolbachia or not a host of Wolbachia at all. Deprivation of infected prey seems a
crucial procedure before screening predatory mites and insects for Wolbachia or other
bacteria that also occur in their prey.
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Einleitung

Wolbachia ist ein intrazelluldres endosymbiontisches Bakterium, welches in Arthropoden
weit verbreitet ist. Die Ubertragung erfolgt hauptsachlich vertikal, d.h. vom Muttertier
auf die Nachkommen. Die Besonderheit des Bakteriums Wolbachia liegt darin, dass es
die Reproduktion seines Wirtstieres mit Hilfe folgender Mechanismen beeinflussen kann:
Cytoplasmatische Inkompatibilitat (CI), Induktion von Parthenogenese (P1), Male Killing
und Feminisierung (z. B. STOUTHAMER et al. 1999). Daraus ergeben sich gravierende
Konsequenzen flr die Fitness des Wirtstieres. Phytoseiulus persimilis (Acari:
Phytoseiidae) ist eine rduberische Milbe, die in der biologischen Schadlingskontrolle
hauptsachlich gegen die Gemeine Spinnmilbe Tetranychus urticae (Acari:
Tetranychidae) eingesetzt wird (MCMURTRY & SCRIVEN 1997). Wolbachia wurde bereits
in beiden Arten, also Rauber (BREEUWER & JACOBS 1996; JOHANOWICZ & Hoy 1996;
WEEKS et al., 2003; ZCHORI-FEIN & PERLMAN 2004) und Beute (e.g.: TSAGKARAKOU et
al. 1996; BREEUWER & JACOBS 1996; GOTOH et al. 2003), gefunden. In ersten Versuchen
fanden wir beinahe identische Sequenzen von Wolbachia in Réuber und Beute. Dies
deutete darauf hin, dass der positive Nachweis im Rduber aus unverdauter Beute im
Verdauungstrakt resultiert (ENIGL et al. 2005). Das Ziel der vorliegenden Studie war
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herauszufinden, wie lange man Wolbachia aus dem Darminhalt des Ré&ubers, also vom
Beutetier stammend, nachweisen kann. Solche Untersuchungen sind unerl&sslich, um
falsche Positivnachweise und Schlussfolgerungen zu vermeiden.

Material und Methode

Herkunft und Zucht der Milben

Es wurden 6 P. persimilis Staimme (ER, K, KO, OR, PANF und BIO) von 5
verschiedenen Herkinften in unserem Labor auf Bohnenblattern mit T. urticae geziichtet
und fur die Experimente verwendet. BIO und ER wurden mit Individuen aus einer
Massenzucht etabliert, die wir von einer Nitzlingszuchtfirma in Wien zu
unterschiedlichen Zeitpunkten erhielten. BIO befand sich 3 Monate, ER 24 Monate in
unserem Labor. KO stammt von einem Massenziichter in den Niederlanden (3 Monate im
Labor), K von einem Massenziichter in Nairobi/Kenia (7 Monate im Labor). OR und
PANF wurden im Freiland gesammelt, wobei OR aus Oregon/USA (12 Monate im
Labor) und PANF aus Sizilien/Italien (15 Monate im Labor) stammt. Jeder Stamm wurde
auf einer eigenen Zuchtarena gehalten. Diese bestand aus Bohnenblattern auf einem
wassergeséttigten Schwamm mit einer Plastikplatte in einem PlastikgefaR - als
Abgrenzung und Fluchtbarriere dienten Kosmetiktuchstreifen rund um die Platte. Die
Milben wurden alle 2-3 Tage mit Spinnmilben gefuttert, indem befallene Bohnenblatter
auf die Arena platziert wurden (MCMURTRY & SCRIVEN 1965). Tetranychus urticae
stammt urspriinglich von der Nutzlingszuchtfirma in Wien und wurde auf Phaseolus
vulgaris (Buschbohnen) im Labor geziichtet.

Persistenz Experiment

Nachdem die Spinnmilben mit Wolbachia infiziert waren, mussten wir zunachst eine
Wolbachia-freie Linie schaffen: 4 erwachsene Weibchen wurden in Acryl-Glas-Kafige
mit 15 mm Durchmesser und 3 mm Hohe gesperrt, wobei der Boden aus einem
feinmaschigen Netz bestand und ein Objekttradger als Deckel diente (SCHAUSBERGER
1997). Die Kafige waren durch einen Filterpapierstreifen mit einer Lésung aus Glucose
und einem Antibiotikum verbunden. Beim Aufsaugen der Flissigkeit wurden die
Spinnmilben durch das Antibiotikum von dem Bakterium kuriert. Nach 48 h wurden die
Weibchen auf Blattarenen transferiert, wo sie flir 3-5 Tage Eier ablegten. Danach wurden
die Spinnmilben auf Bohnenpflanzen gebracht, worauf die Wolbachia-freie Linie in
einem separaten Raum weitergeziichtet wurde. Die Abwesenheit von Wolbachia wurde
immer wieder durch PCR (Polymerase Chain Reaction) bestétigt.

Die oben genannten P. persimilis Stdimme wurden verwendet, um die Persistenz von
Wolbachia im Darminhalt der Raubmilben zu untersuchen. Fur die Experimente wurden
2-5 erwachsene Weibchen aus den Zuchtarenen der 6 Stdmme genommen und bei 2
verschiedenen Temperaturen fir unterschiedliche Perioden entweder gehungert oder mit
kurierten Spinnmilben gefiittert. Die Temperaturen betrugen 20 und 25 °C und die
Zeitspannen 0, 16, 24, 32, 48 und 56 Stunden. Zum Hungern wurden die Weibchen in
Kaéfige, wie oben beschrieben, gesetzt. Das Fittern mit kurierten Spinnmilben fand auf
Blattarenen statt. Der Nachweis von Wolbachia erfolgte durch DNA-Extraktion und
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anschliefende PCR. Vor der Extraktion wurden die Individuen mit 70 %igem Alkohol
gereinigt und 15 min luftgetrocknet, um externe Kontamination zu vermeiden. Die DNA-
Extraktion erfolgte mit Hilfe des DNeasy Tissue Kits nach den Anweisungen des
Handbuchs des Herstellers. Die PCR wurde mit den Wolbachia-spezifischen Primern
wsp-F und wsp-R (JEYAPRAKASH & Hoy 2000), welche ein etwa 600 bp Fragment
amplifizieren, durchgefiihrt.

Ergebnisse

Zeit (Logistische Regression; B = 0.930; P < 0.0001) und Temperatur (B = 0.115; P <
0.0001) hatten einen signifikanten Einfluss auf die Persistenz von Wolbachia im
Darminhalt von P. persimilis; Herkunft (B = 1.068; P = 0.600) und Art der Behandlung
(Hungern oder Fattern mit kurierten Spinnmilben; B = 0.814; P = 0.651) hatte keinen
Effekt (Abb. 1). Nachdem die Raubmilben fur eine ausreichende Zeit gehungert hatten
oder mit kurierten Spinnmilben gefittert worden waren, konnte in keiner Probe mehr
Wolbachia nachgewiesen werden (Abb. 1).

Diskussion

Spinnmilben sind haufig mit Wolbachia infiziert (z.B. BREEUWER & JACOBS 1996; siehe
auch Einleitung) und unverdaute Beute im Darminhalt von P. persimilis kann zu
Amplifizierung von Wolbachia durch PCR flihren (JoHANOwIzC & Hovy 1996).
Aufgrund der Mdoglichkeit des Nachweises aus dem Darminhalt kénnen falsche Schllsse
beziglich der Infektion mit Wolbachia in der Raubmilbe gezogen werden. Die
Umgebungstemperatur spielt offensichtlich eine wesentliche Rolle in Bezug auf den
Infektionsstatus mit Wolbachia einzelner Individuen und fiir die Verbreitung innerhalb
einer Population. Galendromus occidentalis (Acari: Phytoseiidae) (JoHANOWICZ & Hoy
1998) und T. urticae (VAN OPUNEN & BREEUWER 1999) konnten durch
Wérmebehandlung von Wolbachia kuriert werden. Wir konnten Wolbachia bei 25 °C nur
fir 16 h, jedoch bei 20 °C fir 48 h nachweisen. Dies ist wahrscheinlich auf einen
beschleunigten Metabolismus bei hoherer Temperatur zuriickzufiihren. Das Hungern ist
also eine essentielle Voraussetzung um Ré&uber auf eine Infektion mit Wolbachia zu
untersuchen. In der fakultativ rduberischen Milbe Amblyseius reductus (Acari:
Phytoseiidae), welche sich hauptsachlich von Pollen ernahrt, konnte Wolbachia nur
unmittelbar nach dem Futtern von infizierten Spinnmilben nachgewiesen werden, aber
nicht mehr 4 h spater (JoHANowICz & Hoy 1996) — die Umgebungstemperatur wéhrend
des Hungerns ist in diesem Fall unbekannt. Unsere Studie und jene von JOHANOWICZ &
Hoy (1996) sind die einzigen, die untersuchten, wie lange Wolbachia aus unverdautem
Darminhalt nachweisbar ist. Weiters zeigt unsere Studie das erste Mal die Persistenz von
Wolbachia im Darm, wenn die Nahrung des R&ubers von infiziert auf nicht infiziert
umgestellt wurde. Unsere Studie zeigt, dass Wolbachia unerwartet persistent im
Darminhalt der rauberischen Milbe P. persimilis ist. Zusammen mit den Ergebnissen
eines Screenings von 17 Herkinften, dem Klonieren und Sequenzieren von Wolbachia
aus Ré&uber und Beute und Kreuzungsexperimenten (ENIGL et al. 2005) schlieBen wir,
dass P. persimilis entweder sehr selten mit Wolbachia infiziert ist oder gar kein Wirtstier
von Wolbachia ist. Die Ergebnisse dieser und damit zusammenhéngender Studien (ENIGL
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et al. 2005) sind von groRer Bedeutung fiir die Ausfuhrung zukinftiger und die
Interpretation bereits durchgefuhrter Studien zur Infektion von Réubern/Parasitoiden mit
Wolbachia und deren Beute/Wirtstieren.
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Zusammenfassung

Wolbachia ist ein intrazelluléres Bakterium, welches potenziell die Reproduktion seines Wirtstieres
beeinflussen kann. Es wurde bereits in der Raubmilbe Phytoseiulus persimilis und seinem Beutetier
Tetranychus urticae gefunden. Um falsche positive Ergebnisse bei Wolbachia-Screenings zu
vermeiden, untersuchten wir die Persistenz des Bakteriums im Darm des Réubers. Es wurden DNA
Proben von 6 Stdmmen mit Hilfe der PCR auf ihre Infektion mit Wolbachia getestet, nachdem die
Rauber fir unterschiedliche Zeitspannen hungern mussten oder mit durch Antibiotika kurierten
Spinnmilben geflttert wurden. In diesen Versuchen konnte Wolbachia in der Raubmilbe nicht
langer als 16 h bei 25 °C und 48 h bei 20 °C nachgewiesen werden. Zusammen mit Ergebnissen
aus Klonieren , Sequenzieren und Kreuzungsexperimenten schlieBen wir, dass P. persimilis
entweder daulerst selten mit Wolbachia infiziert ist oder iberhaupt kein Wirt des Bakteriums. Das
Ausschlieen von infizierter Beute aus rauberischen Milben und Insekten bei Untersuchungen zum
Infektionsstatus mit Wolbachia erscheint uns deshalb als unerléssliche VVorbereitung.
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Abb. 1: Prozent Wolbachia-positiver Proben, nachdem die Raubmilben eine gewisse Zeit
gehungert hatten oder mit Wolbachia-freien Spinnmilben gefiittert worden waren (Daten fir beide
Arten der Behandlung zusammengefasst).



