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Nematoden und Bakterien
in obligater Symbiose

Hirg M. GRUNDER, Eidgentssische Forschungsanstalt fitr Obst-, Wein- und Gartenbau (FAW),
CH-8820 Widenswil

Im Rahmen der biologischen Bekéimpfung des Dickmaulriisslers mit insek-
tenpathogenen Nematoden wurden die Zusammenhéinge der Lebensge-
meinschaft von Nematoden (Aeichen} und Bakterien untersucht. Die Wir-
kung insekienpathogener Nematoden Ubertriffi in vielen Fdllen die
Resultate, welche mit chemischen Wirkstoffen erreicht werden. Zu den
Wirtsinseldten dieser Nematoden gehéren Verfreter aus den Ordnungen
der Kiifer, Fliegen, Schmetterlinge und Hautfliigler. Durch Isolationen
weiterer Nematodenstéimme aus dem Boden und aus Insekten werden
immer wieder Einsatzmdglichkeiten gefunden.

In der Schweiz sind seit 1985 Produkie mit
insektenpathogenen Nematoden auf dem
Markt erhiltlich. Das Hauptsegment der
Kunden stammt aus dem privaten Garten-
sektor (Grunder 1994). Zunehmend wer-
den diese Produkte jedoch auch im land-
wirtschaftlichen  Bereich  cingesetzt

Abb. 2. Infektive Nematodeniarven in einer
Woassersuspension. Die Lénge der Nematoden
betraigt ca. 750 pm, P

Abb. 1. Die larvale Entwicklung des Gefurch-
ten Dickmaulriisslers {Otiorhynchus sulcatus)

(Fricdmann 1990). Dve wichtigsten zu be-
kdmpfenden Insekten sind Kiferlarven
der Gattung Otiorhynchus (Abb. 1) sowic
Larven der Trauermiicken {Sciaridae).
Aufgrund ithrer Robustheit lassen sich in-

durchléuft nach dem Schitipfen aus den Eiern
sechs Larvenstadien bis zur Verpuppung,
welche alle von Nematoden befallen werden
kénnen. Die adulten Kaferstadien verursa-
chen vor allem einen visuellen Kerbenfrass an
den Bléttern der Pflanzen. ¥

sckienparasitische Nematoden mit den
praxisiiblichen Spritzgeriten, zum Bei-
spiel mit Riicken- oder Motorspritzen {bis
5 bar Druck), oder mit bestehenden Be-
wisserungsanlagen ausbringen. Auf klei-
nen Flichen ist die homogene Verteilung
der Nematoden-Wasser-Suspension mit
einer Brause der Giesskanne zu empfeh-
len.

Biologische
Zusammenhdénge

Das im Boden freilebende Stadium der
Nemateden (Abb. 2) sucht mittels chemi-
scher und physikalischer Gradienten die
Insektenwirte auf, dringt bis in die Himo-
lymphe der Insekten ein und setzt Zelien
der symbiontischen Bakterien Photorhab-
dus luminescens aus dem Verdaunungs-
trakt des Nematoden frei, Die Vermeh-
rung dieser Bakterien tdtet das Wirtsin-
sckt und bietet den Nematoden die Vor-
aussetzung fiir die Bildung einer neuen
Generation von Nematodenlarven. Diese
verlassen nach Abschiuss des Vermeh-
rungszyklus den Insektenkadaver, um im
umliegenden Boden nach weiteren Wirts-
insekten zu suchen. Die aus dem Insekt
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ausschwiirmenden Nematoden enthalten
in ihrem Intestinaltrakt wiederum die
symbiontischen Bakéerien.

Unter kiinstlichen Bedingungen der Bak-
terienvermehrung kann sporadisch die
Formvariante SW79 auftreten. Sie fihrt
zur Storung der Symbiose. Eine Folge
davon ist, dass die Massenvermehrung der
Nematoden zusammenbrichf. Mit dem
Phasenwechsel scheinen grundiegende
symbiontische Funktionen verloren zu ge-
hen (Grunder und Liithy 1994). Die Unter-
suchung der Funktionen des natiirlichen
Mikrosymbionien und seiner Formvarian-
teund deren Einfluss auf die Symbiose mit
den Nematoden war das zentrale Thema
digser Studie.

Symbiontische Organismen

Hauptsachlich wurde mit einem Nemato-
denstamm der NW-europiischen Gruppe
der Art Heterorhabditis megidis mit der
Bezeichnung CH-HW79  gearbeitet
(Klingler 1988; Smits et ¢l 1991). Das
Bakterium Photorhabdus luminescens
PW79 wurde aus den Nematoden isoliert.
Aus dem Bakterienisolat konnte die
Formvariante mit den Bezeichnungen
SW79 gewonnen werden, Photorhabdus
wird als gram-negatives, fakultativ anae-
robes, lumineszierendes und nicht sporu-
lierendes Bakterium beschricben {Boe-
mare et al. 1993). Die Zellen sind stib-
chentirmig und 2 bis 10 wm lang und 0,5
bis 2 pm breit. Im Extremfall kinnen Zel-
lingen bis 30 um auftreten. Die Zellen
sind beweglich und begeisselt.

Charakterisierung
der Mikrosymbionten

Der natiirliche Mikrosymbiont und seine
Formvariante wurden mit bakteriologi-
schen, molekularbiologischen und bio-
chemischen Methoden charakierisiert.
Zur Differenzierung der beiden Bakteri-
enformen konnten unter anderen Merk-
malen die Pigmentierung (Abb. 3a,b), die
antibiotische Wirkung gegeniiber ver-
schiedenen Indikatorbakterien (AbD, 4a,
b), das Wachstumsverhalien bei 25°C, das
Vorkommen von kristallinen Einschliis-
sen (Abb, 5), die Biolumineszenz sowie
Unterschiede in biochemischen Reaktio-
nen herangezogen werden. Durch Lin.
genmessungen konnten die Zellen von P,
luminescens und seiner Formvariante als
Population statistisch gesichert unter-
schieden werden. Es war jedoch nichi
méglich, individuelle Zellen mittels mor-

Glossar

Biolumineszenz

Himolymphe
Kutiknla

Inokulation
Insektenpathogen
Intestinaltrake
Mikrosymbiont

Pathogenitat

Symbiose

Aufbiochemischen Vorgingen beruhende Lichfausstrahlung vie-
ler Lebewesen (Bakterien, Tiefseefische u.a.)

Blutfiissigkeit wirbelloser Tiere mit offenem Blutgefissystem
Dinnes Hautchen iiber der dusseren Zellschicht bei Pflanzen und
Tieren

Impfung von Bakterien in ein Mediwm zur Auf- und Weiterzucht
Krankheiten-verursachend bei Insekten

Gesamtsystem des Verdauungskanal eines Organismus

Pflanze oder Tier, das mit anderen in Symbiose lebt (in unserem
Fall sind es Bakterien)

Fahigkeit, Eigenschaft bestimmter Substanzen und Organismen,
Krankhafte oder letale Verinderungen im Organismus hervorzu-
rufen

Zusammenleben von Lebewesen verschiedener Art zu gegensei-
tigem Nutzen
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phologischer Messungen einer der beiden
Formen zuzuordnen. Weiter unterschie-
den sich die Bakterienformen in der Kon-
sistenz der Zellmasse und damit in der
Morphologie der Koloniebildung auf Ag-
armedien. In der Pathogenitit gegeniiber
von Insektenlarven differierten die Bakte-
rienformen nicht, jedoch unterstiitzte die
Formvariante die Nematodenvermehrung
nicht mehr.

Anzahl und Verteilung
der Mikrosymbionten

Fiir die elektronenmikroskopischen Un-
tersuchungen wurden Priparate mit Ne-
matoden und Bakterien aus in vitro- und in
vivo-Kuliuren hergestellt. Die QOrganis-
men wurden im Labor fiir Elektronenmi-
kroskopie an der Eidgenéssischen Techni-

[ ({O)) )

schen Hochschule in Ziirich gemdss der
Methode von Hohenberg et al. 1994 und
Hermann et al. 1994 priipariert.

Die quantitative Erfassung der Bakterien-
zellen im Intestinaltrakt der Nematoden
wurde mit elektronenmikroskopischen
Aufnahmen durchgefiihrt. Foioserien mit
Lings- und Querschnitten auf der gesam-
ten Linge des Nematoden ergaben ein
Bild tiber die Verteilung der Bakterien im
Intestinaltrakt. Représentative Beispiele
sind in Abbildungen 6 und 7 dargestellt,
Die berechneten Dimensionen der drei
Abschnitte des Darmtraktes basierien auf
dem Mittel von 25 im Lichtmikroskop
ausgemessenen Nematoden (Abb. 8).

In allen drei Teilen des Nematodendarmes
wurden die vorhandenen Bakterienzellen
in den entsprechenden Querschnitten der
elekironenmikroskopischen Aufnahmen
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Abb, 3a. Die Ausstriche von P, luminescens
PW79 auf MacConkey-Agar sind dunkelrot
gefirbt, <4<

Abb. 3b. Die Formvariante SW79 nimmt das
Neutralrot des MacConkey-Agars nicht auf
und bildet ein gelbes Pigment, <

erfasst und aufgrund der Verteilung in den
Lingsschnitten auf die insgesamt vorhan-
denc Zellzahl hochgerechnet. Die Aus-
zéhhung der Bakterienzellen aus den Foto-
serien der Lings- und Querschnitte durch
die Nematoden ergab fiir das erste Teil-
stiick des Darmtraktes 2°140 Bakterien-
zellen, fir das mittlere Teilstiick 607 Bak-
terienzellen. im letzten Abschnitt des Tnte-
stinaltraktes konnten keinc Zellen gefun-
den werden. Mit diesen efektronenmikro-
skopischen Aufnahmen von Lings- und
Querschnitten durch den Intestinalirakt
des Nematoden konnten durchschnitilich
27700 Bakterienzellen pro Nematode ge-
zithlt werden.

Immunologische
Untersuchungen

Zur direkten Identifikation von natiirli-
chen Mikroysymbionten (P, luminescens)
und dessen Formvariante wurden spezifi-
sche Antiseren entwickelt. Anschlicssend
wurde eine Goldmarkierung der Epitope,
spezifische Bindestellen von Antigenen
und Antikérpern, auf der zu identifizieren-
den Zelloberfliche durchgefiihrt. Die kal-
loidalen Goldpartikel (Durchmesser = 10
nm) erzeugen im Elektronenstrahl ein spe-
zifisches Signal und sind als elektronen-
dichter, dunkler Punkt auf den Aufzeich-
nungen im Elektronenmikroskop erkenn-
bar. In der vorliegenden Arbeit gelang es
erstmals, die Baktetrien dirckt im Intesti-
naltrakt der Nematodenals P, luminescens
darzustelien. Die Verwendung der Antise-
ren ermdglichte es, die Bakterien in situ zu
identifizieren. Bisher konnte nur ein indi-
rekter Nachweis durch Isolation der sym-
biotischen Bakterien und anschliessender
Vermehrung in vitro-Kulturen auf be-
stimmten Testmedien durchgefiihrt wer-
den. Eigene Beobachtungen zeigten je-
doch, dass bereits die wiederholte Kulti-
vierung von P. luminescens auf kiinstli-
chen Medien den Phasenwechsel zu der
Formvariante einfeiten kann.

Aufgrund der Goldmarkierungen der Bak-
terienzellen konnte die Formvariante als
Mikrosymbiont im Nematoden ausge-
schlossen werden. Die Arbeitshypothese,
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dass die Formvariante eine Dauerform der
symbiotischen Bakterien im Nematoden
darstellt, konnte mit diesen Experimenten
widerlegt werden,

Mikrosymbionten
im Zyklus der Nematoden

Die Gesamtheit der Resultate ermiglichte
es, den Lebenszyklus von Nematoden und
den symbiontischen Bakterien darzustel-
fen. Die Abbildung 9 zeigt schematisch
den Lebenszyklus von P. luminescens im
Zusammenhang mit den Nematoden und
dem Insektenwirt. Der Nematode bietet
den Zeller von P. luminescens Schutz und
Transport bis in die Himolymphe eines
Wirtinsektes (Abb, 9/Pos. 1+2). Mit dem
sklerotinisierten Zahn kann das infektive
Nematodenstadium direkt durch die Kuti-
kula in das Insckt eindringen {(Abb. 10).
Das Zusammenwirken der Bakterien und
der Nematoden fiithrt zum Tod des Insek-
tes. Withrend des Infektionsvorganges ist
die Temperatur entscheidend fiir die Ver-
mehrung der Bakferien in der Himolym-
phe des Insektes (Abb. 9/Pos. 3+4). Ver-
suche von Grunder (1983) zeigten eine
erhéhte Mortalitdt der Wirtsinsekten beli
Bodentemperaturen iber 12°C, welche
aul die Wachstumsgeschwindigkeit von
P. luminescens zuriickzufiihren war.

Die Vermehrung der Bakterien zeigt sich
in der intensiven Rotverfarbung der befal-
tenen Larven (Abb. 11}, Die von den Bak-
terien wihrend der spiten exponentiellen
und der stationiren Wachstumsphase pro-
duzierte Biolumineszenz weist vermut-
lich weitere Bodenlebewesen ab, in den
Insektenkdrper einzudringen (Abb. 9/Pos.
3). Zusitzlich verhindert die Produktion
antibiotischer Wirkstoffe das Eindringen
und die Besiedlung des Inscktenkérpers
durch andere Mikroorganismen.

Dic Vermehrung von P, luminescens und
der Abbau der Insektenhdmolymphe sind
Voraussetzung fiir die Entwicklung und
die Vermehrung der Nematoden (Abb. 9/
Pos. 6). Am Ende des Vermehrungszyklus
der Nematoden hatte jede infektive Dau-
erfarve durchschnittlich 2’700 Zellen von
P. luminescens in thren Intestinaltrakt auf-
genommen (Abb. 9/Pos. 7). Die Nemato-
den verlassen den Insektenkadaver und
suchen im Boden nach neuen Wirtsinsek-
ten (Abb. 3/Pos. 8). Bis zur erneuten Frei-
lassung verbleiben die Bakterienzellen in
einer Uberdauerungsphase im Darmtrakt
des Nematoden.

Dic im Insekienkadaver verbiicbenen
Bakterienzellen haben nun keine biologi-

Abb. 5. Die Zelten von P. lumine-
seens PW79 zeigen deutlich den fiir
gram-negative Balkterien typi-
schen Zellwandaufbau mit einer
Zellwand (Z) und einer Cytoplas-
mamembran {CM). In einem Teil
der Zellen von P. luminescens sind
arosse kristalline Einschliisse (K) zu
erkennen,

Abb. 6. Der Querschnitt durch den
verderan Teil des Nematoden zeigt
mehrere Muskelstringe (M), die
gerippte Gussere Kutikula {K2) des
J2d-Stadivms und die Kutikula (K)
der Daverlarve mit zwei seitlichen
Léangslinien (LL)., Kiar erkennbar
sind die Bakterienzellen von P. lu-
minescens (Pl) im Darmlumen so-
wie die Fetireserven (Fettvakuo-
ten: F) und die Profeinkdrper (P)
des Nematoden.

Abb. 7. Léingsschnit durch den var-
dersten Teil des Intestinaltraktes
eines Nematoden (DL} nach 20 Ta-
gen lagerungszeit. Deutlich sind
die Zellen von P. luminescens im
Darmlumen des Nematoden zu er-
kennen.

tegende zu Abbildungen 5 bis 7 und 10:
Pl = Zellen von P. fuminescens, SZ = Skle-
rofinisierter Zahn, DW = Darmwand, DL =
Darmlumen, DM = Darmzellenmembean,
NK = Nematodenkutikula, LL = Léingslinien,
MV = Mikrovili-Fortstitze, MF = Muskel-
fasern, F = Fettvakuolen, P = Proteinkérper,
CM = Cytoplasmamembran, Z = Zellwand,
K = Kristalline Einschlisse
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sche Funktion mehr, welche das Uberle-
ben der Nematoden als Symbiosepartner
beeinflussen konnte. Mit dem Abschiuss
der Nematodenvermehrung und der Auf-
nahme der Bakterien in den Intestinaltrakt
der Nematoden schliesst sich der Lebens-
zyklus der Symbionten. Die Formvariante
konnte erst nach dem Verlassen der Ne-
matoden im Insekt isoliert werden (Abb.
9/Pos. 9). Mit der nachlassenden Aktivitit
der ansibiotischen Wirkstoffe werden Mi-
kroorganismen aus dem umgebenden Bo-
den den Insektenkadaver besiedeln und
zersetzen (Abb. 9/Pos. 10). Dic Formvari-
ante konnte bisher noch nicht frei im Bo-
den nachgewicsen werden. Im Lebenszy-
klus mit den Nematoden konnte ihr keine
essentielle Aufgabe zugeordnet werden.
Sie war nicht in der Lage die Funktion als
Mikrosymbiont der Nematoden auvszu-
tiben. Im Gegenteil, die Nematodenver-
mehrung wurde im Beiscin der Formvari-
ante blockiert.

Schlussbemerkungen

Die vorliegende Asbeit leistete neben den
wissenschaftlichen Resultaten auch einen
Beitrag zur Verbesserung der in vilro-
Produktion insektenpathogener Nemato-
den auf festem Medium. Kostspiclige

Misserfolge durch den Verlust von Pro-
duktionseinheiten, indem anstelle von P.
luminescens die Formvariante verwendet
wurde, lassen sich in Zukunft vermeiden.
Es konnte gezeigt werden, dass lebende
Zellen von P. luminescens fir die Ver-
mehrung der Nematoden unerlasslich
sind. Die Inokulation der Formvasziante in
ein Produktionsmedium verunméglichte
die Vermehrung der Nematoden. Sobald
die Bakterienpopulation keiner Reinkul-
tur von P. luminescens mehr entsprach,
verminderie sich der Ertrag an Nemato-
den. Jeder neue Ansatz einer Produktions-
einheit muss demnach mit einer gepriiften
Stammkultur beimpft werden. Damit ldsst
sich eine Sammiung an optimierten und
konirollierten Kulturen mit P. lumine-
scens aufbauen, um bei einem Zusammen-
bruch der Vermehrungsraten sofort mit
einer neu angesetzten Stammkultur weiter
arbeiten zu kdnnen. Die Zuverlissigkeit,
in der industriellen Produktion hohe Ver-
mehrungsraten zu crreichen, ist fiix die
Produzenten von ausschlaggebender Be-
deutung und triigt letzlich dazu bei, dass
diese Methode der biologischen Schiid-
lingsbekimpfung in der Landwistschaft,
in Baumschulen, Girtnereien, sowic im
privaten Gartenbereich vermehit einge-
setzt werden kann.
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RESUME

Recherche sur la baciérie
Photorabdus luminescens en tant

que symbionte de nématodes )
entomopathogénes

Les nématodes entomopathogénes du genre
Heterorhabditis sont utilisés pour confréler bio-
logiquement les insectes ravageurs au stade
farvaire. Durantleur période de vie libre dans le
sol, les nématodes parviennent & localiser leurs
hétes potentiels d'une maniére physique et chi-
mique. s pénétrent dans [hémolymphe de
Vinsecte et ils y relachent la bactérie symbioti-
que Photorabelus luminescens. En se multipliant
a Vintérieur de Vinsecte, la bactérie fournit I
base nutritionelle nécessaire au développement
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Abb. 11. Diese rot pigmentierte Larve des Gefurchten Dickmaulrisslers {Otiorhynchus sulcatus) wurde von Nematoden befailen und von den

symbiontischen Bakterien P. fuminescens PW79 infiziert.

de la nouvelle génération de nématodes. Ceux-
¢i quitient le corps de Iinsecte pour rechercher
de nouveaux hétes dans le sol environnant.

In vitro, lors de lo multiplication de P. lumines-
cens PW79, est opparue sponfonément une
forme secondaire SW79. Celle ci inferfére avec
la symbiose ef inhibe le développement et fa
multiplication du nématode. L'objectif principal
de ceffe thése de doctorat était d'éludier lo
biologie des deux formes de la bactérie ainsi
que leur symbiose avec le nématode.

Des méthodes bactériologigues et chimiques
ontété utilisées afin de caractériser le symbionte
P. luminescens PW79 ainsi que sa forme
secondaire SW 79, En ufilisant de Vantisérum
contre P. Juminescens et sa forme secondaire, il
o été possible d'identifier pour la premiére fois
la boctérie & I'intérieur du nématode. L'hypo-
thése d'origine selon laquelle la forme secon-
daire serait identique & la «daverformy (forme
permanente) du tractus infestinal du nématode
a été réfutée. La microscopie électronique o été
utilisée afin d’analyser fa longueur et les sec-
Fions fransversales du fractus intestinal. Il y a
env. 2700 bactéries par nématode. Nos études
mettent en évidence les cycles des nématodes et
de leurs bactéries symbiotiques.

En se basant sur ces résultats, des recommanda-
tions ont &té présentées afin de maintenir une
culiure pure de P. luminescens PW79 et dfin de
garantir des condifions opfimales & la repro-
duction des nématodes. L'glevage de masse de
nématodes & des fins commercicles sur mitieu
solide pourraitinsi &tre sensiblement amélioré.

SUMMARY

Investigation on the bacderium
Photorhabdus luminescens as
symbiont of insect pathogenic
nematodes

Entomopathogenic nematodes of the genus
Heterorhabditis are used for the biological con-
trol of pest insects in their larval stage. During
their free-living period in soif, the nematode
locates the hosts by physical and chemical
means and enters the insect-hemolymph where
it releases the symbiotic baclerium Photorhab-
dus luminescens. The multiplicafion of the bac-
teria within the insect forms the nutritional basis
for the development of a new generation of
nematodes, which subsequently teave the insect
bo&l'.iy to attack other hosts in the surrounding
soil.

During the in vitro mulfiplication of P. lumines-
cens PW79 o secondary form SW79 occurs
spontaneously. It interferes with the symbiosis
and inhibits the development and mulfiplication
of the nematode. The investigation of the biolo-
gy of both forms of bacteria and their symbiosis
with nematodes was the main objective of this
studly.

The natural symbiont P. fuminescens PW79 and
its secondary form SW79 were characterised
using bacteriological and chemicat methods.
The use of antiserum against P. luminescens and
its secondary form allowed for the first time o
identify the bacteria within the nematode. The
original hypothesis, that the secondary form is
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identically o the ,daverform” in the intestinal
tract of the nematode, was refuted. Using elec-
fron microscopy to analyse length and cross
sections through the intestinal tract of the nema-
tode, the number of bacteria per nematode was
approximately 2700. The results of the studies
aliowed the demonstration of the life cycle of
nematodes and their symbiotic bacteria.
Basad on these results, recommendations were
made how to maintain a pure culture of P.
luminescens PW79 and to guaraniee optimel
conditions for the reproduction of the nemato-
des. By preventing losses of whole beiches, the
base of commercial mass production of nema-
todes on solid medium could be markediy im-
proved.
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