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1.  Einleitung

1.1. Schistocerca piceifrons — zur Zeit der Maya-Hochkultur und heute

Der Himmel verdunkelt sich fiir zwei bis drei Stunden beim Uberflug der
Heuschrecken. Unter dem Gewicht der Insekten brechen die Aste. Nicht nur der Mais
auf den Feldern, sondern auch die Décher der Behausungen werden gefressen. Das
Trinkwasser der Brunnen und Cenotes ist durch tote Heuschrecken verseucht.
Infolgedessen breiten sich unter der Bevolkerung Angst, Hungersndte und Krankheiten
aus (Interpretation von Quintanilla 2007). So bildhaft und eindriicklich dokumentierte
die Hochkultur der Maya in den Chilam-Balam-Biichern (Chroniken und
Ubersetzungen der Maya-Schrift) Heuschreckenschwirme und deren Folgen in

Zentralamerika.

Auch gegenwirtig bildet die zentralamerikanische Heuschrecke Schistocerca
piceifrons (Walker 1870) (Orthoptera, Acrididae) periodisch Larvenverbiande und
Schwirme aus. Die Schwirme erreichen Geschwindigkeiten von 10 - 25 km/h und
legen Entfernungen von bis zu 20 km pro Tag zuriick (Poot-Pech & Marin-Correa
2007). Diese Aggregationen entwickeln ein groBes dkonomisches Schadpotential in
Mexiko und den zentralamerikanischen Staaten Costa Rica, Guatemala, El Salvador,
Honduras, Nicaragua und Belize (Barrientos-Lozano et al. 2002; Garza 2005;
Hernandez-Velazquez et al. 2000). Das Hauptbrut- und Gregarisationsgebiet befindet
sich auf der mexikanischen Halbinsel Yukatan im gleichnamigen Bundesstaat (COPR
1982). Dort umfasst die Aggregationsregion 10.000 km?, wihrend die restlichen 75 %
des Bundesstaats zum Invasionsgebiet zdhlen (Poot-Pech & Jasso-Argumedo 2007).
Angaben von 2008 beziffern die betroffenen Anbauflédchen in Mexiko, trotz intensiver
Kontrollmanahmen, auf 5,6 Mio. ha (22,6 %). Dieser Schaden entspricht mit
47,3 Mio. t der jahrlichen landwirtschaftlichen Gesamtproduktion einem Wert von
3,9 Mio. US$ (Servin 2009). Die groBiten landwirtschaftlichen Schaden durch

S. piceifrons entstehen auf den Maisfeldern.

1.2. Heuschreckenmonitoring und -bekampfung

Landwirtschaftliche Schaden durch Heuschrecken beschrinken sich nicht nur auf
Zentral- und Stidamerika, sondern entstehen ebenfalls in Australien durch Chortoicetes

terminifera (Hunter 2004) und in Asien und Afrika durch Locusta migratoria (Uvarov
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1977). Die destruktivste und deshalb seit biblischen Zeiten bekannteste Art ist jedoch
die afrikanische Wiistenheuschrecke, Schistocerca gregaria. Unter giinstigen
klimatischen Bedingungen verwandelt sich S.gregaria iiber mehrere Generationen
hinweg aus der solitdren in die gregire Phase. Gleichzeitig treten Verdnderungen in
Biochemie, Physiologie, Morphologie, Cuticulapigmentierung und Verhalten auf. In der
gregiren schwirmenden Phase verursacht S. gregaria enorme 6konomische Schaden im
afrikanischen Invasionsgebiet (> 29 Mio. km?) (Byers 1991; Ferenz 1990; Hassanali et
al. 2005; Loher 1990; Uvarov 1977).

Traditionell greifen alle Lander bei der Heuschreckenbekdmpfung auf synthetische
Pestizide zuriick, weil der Einsatz alternativer Bekdmpfungsstrategien bei hohen
Populationsdichten unzweckméBig ist (Lomer & Langewald 2001). In Mexiko wird
S. piceifrons bis heute mit Organophosphaten (Malathion, Fenitrothion) und
Phenylpyrazolen (Fipronil) bekdmpft (Garza 2005; Hernandez-Velazquez et al. 2000).
Beide Substanzklassen wirken schnell und effektiv, verursachen aber grofle bislang
unbezifferte Umweltschdden (Barrientos-Lozano et al. 2005). Im gesamten
zentralamerikanischen Verbreitungsgebiet von S. piceifrons werden jéhrlich mindestens
50.000 ha Ackerflichen und Weideland mit chemischen Insektiziden behandelt; die
Kosten fiir Anschaffung und Ausbringung betragen iiber 500.000 US$ (Barrientos-
Lozano et al. 2002). Einhergehende 6kologische Schédden sollten den Beobachtungen in
Afrika gleichen. Eine Datenbankanalyse zur Giftigkeit der gebrauchlichen Acridizide
(Malathion, Fenitrothion, Diflubenzuron) in der Sahelregion weist in 45 -55 % der
Vermerke Sterblichkeitsraten von iiber 90 % bei Nichtzielorganismen nach (Murphy et
al. 1994). Das Fehlen der natiirlichen Feinde begiinstigt wiederum das Wachstum der

Heuschreckenpopulationen (van der Valk et al. 1999).

Sowohl die betrachtlichen Gesundheitsrisiken fiir Menschen und Tiere als auch die
hohen Pestizidkosten rufen ein Umdenken hervor. Im Rahmen der integrierten
Schidlingsbekdmpfung (,,integrated pest management™; IPM) sollen préaventive
Uberwachungen der Brut- und Gregarisationsgebiete und der Einsatz spezifischer,
nebenwirkungsfreier biologischer MaBnahmen die Heuchreckenpopulation unter dem
okonomischen Schadniveau halten. Pestizide sollen nur als Notfallmaf3nahme und bei
Massenvermehrungen eingesetzt werden (Reviews: Lomer et al. 2001; Sword et al.
2010). Folglich steigt die Nachfrage nach Biopestiziden und natiirlichen Antagonisten
(Pathogene, Parasiten, Rauber). Natiirliche Feinde, wie der Mikrosporenparasit Nosema

locustae, der Pilz Entomophaga grylli und Eiparasitoide der Gattung Scelio
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(Hymenoptera), entfalten ihre Wirksamkeit nur langsam und sind deshalb zur
Einddmmung von Schwidrmen oder Larvenaggregationen ungeeignet (Lomer &
Langewald 2001). Am effektivsten erwies sich der entomopathogene Pilz Metarhizium
aniosopliae, der als Parasit zahlreiche Insekten befallt und tétet (Lomer & Langewald
2001). Olformulationen der Pilzsporen sind kommerziell zum FEinsatz gegen
Heuschrecken erhéltlich. Die grof3flichige Anwendung stockt allerdings wegen der
hohen Produktionskosten und den langen Uberlebenszeiten der infizierten
Heuschrecken (7 - 18 d) (Lomer et al. 2001). In Australien werden beispielsweise nur

10 % der Heuschreckenbekdmpfung mit M. aniosopliae durchgefiihrt (Lecoq 2010).

In Mexiko findet seit 1949 eine permanente Kampagne zur Kontrolle und
Verhinderung von S. piceifrons-Aggregationen durch kontinuierliche Begutachtungen
der Brutgebiete statt (Hernandez-Veldzquez et al. 2000). Im Mittelpunkt biologischer
Bekampfungsstrategien steht auch in Mexiko M. aniosopliae (Review: Williams et al.
2013). Laborstudien belegen eine 97 %ige Mortalitédtsrate bei adulten S. piceifrons-
Individuen nach bis zu 20 Tagen (Hernandez-Velazquez et al. 2003). Der
Freilandeinsatz befindet sich noch in der Testphase. Studien zur Wirkung auf

Nichtzielorganismen fehlen (Barrientos-Lozano et al. 2007).

1.3. Acari als Parasiten und Rauber von Orthoptera

Neben Schidlingsbekdmpfungsmitteln auf mikrobieller Basis (Bakterien, Pilze,
Protozoen, Viren) entfalten Invertebraten (Insecta, Arachnida) als Rauber und Parasiten
ein grofes Potential (Thacker 2002). Kommerziell ist die Nutzung auf parasitoide
Schlupfwespen, rduberische Wanzen, Kéfer, Miicken, Florfliegen und Milben der
Familien Phytoseiidae und Laelapidae beschrinkt (Gerson & Weintraub 2007; Saenz de
Cabezon et al. 2010; Thacker 2002). Aussagekriftige Studien an Orthoptera fehlen
bislang. Ein Potential als biologisches Kontrollagens von Heuschrecken wird fiir Milben
der Familien Microtrombidiidae und Podapolididae vermutet (Eickwort 1983;
Welbourn 1983). Auch larvale und adulte S. piceifrons werden Berichten der lokalen
mexikanischen Pflanzenschutzorganisation Comite Estatal de Sanidad Vegetal de
Yukatan (mdl. Mitteilung M. Poot Pech) zufolge von ektoparasitischen Milben
parasitiert. Freilandfange von S. piceifrons, die 2009 zur Verstirkung der halleschen
Heuschreckenzucht aus Mexiko eingefiihrt wurden, wiesen eine hohe Parasitierung

durch verschiedene Acari auf. Referenzexemplare identifizierten Husband und
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Wohltmann (2011) als Podapolipoides yucatanensis (Acari, Podapolipidae),
Proctotydeus spec. (Acari, Iolinidae) und Eutrombidium locustarum (Acari,
Microtrombidiidae). Weiterhin parasitieren Vertreter der Acari-Familien Erythracoidea
(z.B. Caculisoma, Callidosoma, Charletonia, Leptus, Phanolophus, Erythrites) und
Trombidioidea (z.B. Chyzeria, Eutrombidium, Trombella, = Neothrombium,
Dasitrombium, Trombidium, Allothrombium) auf Orthoptera (Welbourn 1983,
Wohltmann 2000, Zhang 1998).

Vor allem E. locustarum wird, basierend auf deskriptiven Freiland- und
Laborbeobachtungen zur Biologie und dem Parasitierungsverhalten, ein hohes Potential
als biologisches Kontrollagens von Orthoptera zugesprochen (Huggans & Blickenstaff
1966; Husband & Wohltmann 2011; Severin 1944 (dort fdlschlich als E. trigonum
identifiziert); Welbourn 1983). Der maximale Befall pro Heuschrecke liegt in
Ausnahmefillen bei 175 E. locustarum-Larven (Severin 1944). Effekte auf die
Reproduktion und Lebensdauer der Wirte werden kontrovers beschrieben (Belovsky et
al. 1997; Branson 2003; Severin 1944). Da detaillierte Studien zur Interaktion zwischen
E. locustarum und Orthoptera fehlen, wurde fiir E. locustarum —als natiirlichem
lokalem  Gegenspieler von S. piceifrons— das Wirtsfindungspotential, der
Parasitierungserfolg und die Beeintrachtigung larvaler und adulter Wirte (Fitness,
Reproduktion, Lebensdauer) untersucht. Zudem werden in dieser Arbeit die

Anwendbarkeit und Effektivitit von E. locustarum im Rahmen eines IPM diskutiert.

Hinsichtlich der Anwendbarkeit als Kontrollagens sind lange Ontogenesezeiten
nachteilig. Aufgrund einer Diapause im DN-Stadium dauert der Entwicklungszyklus
von E. locustarum im Labor circa ein Jahr (Husband & Wohltmann 2011). Deshalb
wurden durch die Manipulation externer Faktoren (Temperatur, Tageslinge und

Lichtintensitdt) die Regulationsmechanismen der Diapause untersucht.

Das Schadpotential von Parasitengona beschrdankt sich nicht nur auf das
parasitische Larvenstadium, denn hdufig erndhren sich aktive postlarvale Stadien
(Deutonymphe (DN), Adultus) rduberisch von Arthropodeneiern und/oder —larven
(Wohltmann 2000). Daher stellten die Analyse des Nahrungsbedarfs der postlarvalen
E. locustarum-Stadien, der Fralschdden an Heuschreckengelegen und die
Entwicklungsfahigkeit der darin  befindlichen  Eier weitere interessante

Untersuchungsansitze dieser Arbeit dar.
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Abgesehen von E. locustarum schitzt Welbourn (1983) die Nutzbarkeit von
Erythracoidea, vor allem Charletonia- und Leptus-Arten, zur biologischen
Schadlingsbekdmpfung von Orthoptera als hoch ein. Vertreter beider Milben-Gattungen
wurden auf S. piceifrons-Individuen aus dem mexikanischen Freiland innerhalb dieser
Studie nachgewiesen. Thr Lebenszyklus wurde beschrieben und Parasitierungsversuche

durchgefiihrt.

1.4. Pheromone bei Orthoptera

Alternative IPM-Konzepte zur Heuschreckenbekdmpfung sehen ebenfalls die
Anwendung von Pheromonen vor (Ferenz 1989; Lecoq 2005, 2010). Der Vorteil von
Pheromonen besteht in der Artspezifitit, der Ungiftigkeit (meist) und der Wirksamkeit
von kleinen Mengen (Review: Witzgall et al. 2010). Zur erfolgreichen Bekdmpfung
schidlicher Coleoptera, Diptera und Lepidoptera wurden schon vor 12 Jahren iiber 50
verschiedene Pheromone eingesetzt (Thacker 2002). Ihre Funktion besteht im
Monitoring, dem Massenfang, der Storung der Paarung (,,mating disruption) oder der
Aggregation von Schadinsekten zum gezielten Pestizideinsatz (,lure and kill). Die
Pheromonforschung an  Heuschrecken  verfolgt die  Verhinderung  von
Massenvermehrungen und Schwarmbildungen. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf
Solitarisierungs-, Anti-Gregarisierungs-, Ovipositions- und Sexpheromonen (Ferenz
1989). Die beiden erst genannten Pheromonfunktionen wurden weder bei S. gregaria
noch L. migratoria nachgewiesen (Reviews: Ferenz & Seidelmann 2003; Hassanali et
al. 2005). Zum Vorhandensein eines Ovipositionsaggregationspheromons bei
S.gregaria bestehen kontrire Auffassungen (Reviews: Byers 1991; Ferenz &
Seidelmann 2003; Hassanali et al. 2005; Loher 1990; Whitman 1990). Ebenso
gegensitzlich wird die Wirkung von Phenylacetonitril (PAN, Synonym: Benzylcyanid),
der Hauptkomponente des Pheromonbouquets von gregiren geschlechtsreifen
S. gregaria-Méannchen, diskutiert. Seidelmann und Ferenz (2002) beschrieben PAN als
,courtship-inhibiting™ Pheromon (CIP) zur Unterdriickung des Werbungsverhaltens von
Rivalen in der gregédren Phase. Dem gegeniiber postulierten Torto et al. (1994) PAN als
Aggregationspheromon. Die gleiche Arbeitsgruppe beschrieb auch fiir L. migratoria ein
Aggregationspheromon (Niassy et al. 1999). Allerdings fehlen Erfolg versprechende

Freilandstudien zum Einsatz von PAN in der biologischen Schidlingsbekdmpfung.
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Untersuchungen zur Pheromonbiologie von S. piceifrons bicten einerseits die
Perspektive ein biologisches Bekdmpfungstool zu entwickeln. Andererseits liefern diese
Studien interessante Aspekte zur Pheromonevolution und -funktion in Adaptation an die
Auspriagung von Schwarmverhalten und Phasenpolyphinismus innerhalb der Gattung
Schistocerca. S. piceifrons tibernimmt beziiglich des Schwarmverhaltens und des
Phasenpolyphédnismus eine Ubergangsstellung zwischen den beiden
pheromonbiologisch gut erforschten Arten S. gregaria und S. americana. S. gregaria
exprimiert das extremste Schwarmverhalten und bildet in der gregiren Phase die
grofften  Aggregationen aus (Review: Song 2011). S. piceifrons zeigt einen
dichtebedingten Phasenpolymorphismus und Schwarmverhalten, Aggregationen
bestehen jedoch aus weniger Individuen und beschridnken sich auf kleinere Gebiete
(Barrientos-Lozano et al. 1992; Garza 2005; Harvey 1981; Hunter-Jones 1966; Poot-
Pech & Marin-Correa 2007; Song 2011; Song & Wenzel 2008). Bei der amerikanischen
Heuschrecke, S.americana, sind Schwarmverhalten und Phasenpolymorphismus
fehlend bzw. reduziert (Gotham & Song 2013; Song & Wenzel 2008; Sword 2003).
Pheromonphysiologisch unterscheiden sich S. americana und S. gregaria sowohl in den
Pheromonbouquets, den Biosynthesewegen, den Abgabemustern, als auch den
Funktionen. S. gregaria-Mannchen emittieren mit PAN einen Aromaten, der aus dem
Phenylalanin-Metabolismus hervorgeht und bei extrem gregidren Bedingungen als CIP
wirkt (Ferenz & Seidelmann 2003; Seidelmann et al. 2003; Seidelmann & Ferenz
2002). Hingegen ist die Hauptkomponente des S.americana-Ménnchenbouquets
z-3-Nonen-1-ol, ein kurzkettiger ungesattigter Alkohol aus dem Fettsdurestoffwechsel,
der als ,,mate assessment* Pheromon bei der kryptischen Weibchenwahl fungiert (Stahr

2008; Stahr et al. 2013).

Zur Charakterisierung der Pheromonbiologie von S. piceifrons wurden zunichst in
gaschromatographisch-massenspektrometrischen ~ (GC-MS)  Untersuchungen die
Einzelkomponenten des Pheromonbouquets identifiziert. —Dabei lag das
Hauptaugenmerk auf elektroantennographisch aktiven Substanzen des Ménnchendufts.
Mit der Solid-Phase-Mikroextraktions-Technik (SPME) wurden der Beginn der
Pheromonemission, der Hauptabgabeort und die Abhingigkeit der Pheromonabgabe
von der Populationsdichte, der Anwesenheit von Weibchen oder sexuellen
Konkurrenten gaschromatographisch untersucht. Dieses Abgabemuster erlaubte erste
Riickschliisse auf die Funktion, welche mittels umfangreicher Olfaktometertests und

Verpaarungsexperimente detailliert erforscht wurde. Die Eignung der Pheromone im
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IPM wurde hinsichtlich ihrer Funktion diskutiert. Zudem wurden die chemische

Variabilitdt und die Funktion der Pheromone innerhalb der Gattung Schistocerca im

Kontext des Phasenpolymorphismus interpretiert.
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2.  Biologie und Lebenszyklus

2.1. Schistocerca piceifrons

Die Gattung Schistocerca besteht aus circa 50 sehr heterogenen Arten, die sich
beispielsweise in Schwarmverhalten, Phasenpolyphéinismus, Biochemie und Aussehen
unterscheiden (Dirsh 1974). Das Verbreitungsgebiet beschriankt sich auf den
amerikanischen Kontinent, mit Ausnahme der afrikanischen Waiistenheuschrecke
S. gregaria (Harvey 1981; Lovejoy 2006; Song 2004). S.gregaria und die zwei
amerikanischen Arten S. piceifrons und S. cancellata exprimieren ausgeprigtes
Schwarmverhalten und einen dichteabhingigen Phasenpolyphinismus (solitdr versus
gregir) (Harvey 1983; Hunter-Jones 1966; Jago et al. 1982). Die gregidre Form entsteht
nach  Niederschligen in Folge ldngerer Diirreperioden aus  kleineren
Heuschreckengruppen, die sich wéihrend der Trockenzeit an diirreresistenten Pflanzen
ansammeln (S. piceifrons: Cabrera 2003; Poot-Pech & Garcia-Ramirez 2007,
S. gregaria: Bouaichi et al. 1996; Despland et al. 2000; Despland & Simpson 2000).
Der Wechsel von der solitdren Form verlduft {iber mehrere transiente Generationen zur
gregiaren Form (S. piceifrons: Cabrera 2003; Garza 2005; S. gregaria: Pener 1991,
Uvarov 1977). Alle anderen amerikanischen Arten schwédrmen nicht und gehdren bis
auf S.americana, die kleinere Aggregationen bildet und einen reduzierten
Phasenpolyphénismus exprimiert (Gotham & Song 2013; Song & Wenzel 2008; Sword
2003), zur Gruppe der solitiren Arten (Harvey 1981, 1982; Song 2004, 2005, 2011).

Bei der zentralamerikanischen Heuschrecke S. piceifrons sind sowohl die
Schwarmbildung als auch die Phénologie klimaabhéngig (Cabrera 2003; COPR 1982;
Harvey 1983; Poot-Pech & Marin-Correa 2007). Pro Jahr bildet S. piceifrons zwei
Generationen aus (Abb. 2.1). Die Wintergeneration (2. Generation) iiberdauert den
trockenen Winter als schwidrmender Adultus in einer reproduktiven Diapause.
Kopulation und Eiablage finden mit Beginn der Regenzeit im April/Mai statt. Die
Weibchen legen ein bis drei Gelege ab, aus denen nach 26 bis 42 Tagen die Larven der
Sommergeneration schliipfen. Nach fiinf bis sechs Larvenstadien vollziehen die Larven
im Juli den Adultschlupf (AS) (Garza 2005; Harvey 1983; Hunter-Jones 1966). Im
September erreichen die adulten schwiarmenden Heuschrecken die Geschlechtsreife und

beginnen mit der Eiablage. Aus diesen Gelegen schliipfen im Oktober die Larven der
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zweilten Generation. Mit dem AS dieser Individuen im Dezember schliefit sich der

Jahreszyklus.

A Oviposition

4, Larven- \
stadium

< \"(?""——.. 5 /5" f ;‘- -
) Vi
3. Larven- ﬁ‘{ﬁ&% 1. Larven-
stadium 5 Larven- stadium
stadium

B
Oviposition

e I

Feb Mirz Apr Mai Jun Jul Aug Sept

Jan Okt Nov Dez

Abb. 2.1: Lebenszyklus (A; vom Landwirtschafts-, Fischerei- und Forstwirtschaftsministerium
der australischen Regierung) und Phanologie von S. piceifrons im Hauptverbreitungsgebiet
Yukatan (B; aus Cabrera 2003)

Das bevorzugte Brut- und Gregarisationshabitat von S. piceifrons besteht aus semi-
xerophytischer Mosaik-Vegetation mit einer Vegetationshdhe von einem bis zwei Meter
und stellenweise kahlem Boden zur Eiablage (COPR 1982; Harvey 1983). Ungeeignete

Lebens- und Eiablagegebiete stellen gepflegte Monokulturen, intensiv genutzte Weide-
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und Waldflichen dar (COPR 1982). Permanente Populationen kommen in Gebieten mit
einer Jahresdurchschnittstemperatur von 28 bis 32 °C, jihrlichen Niederschligen von
250 bis 1000 mm und Hohenlagen von 100 m iiber NN vor (Astacio & Landaverde
1988; COPR 1982; Harvey 1983). S. piceifrons ist polyphag und préferiert verschiedene
Kulturpflanzen (Mais, Soja, Sesam, Hirse, Erdniisse, Baumwolle, Zuckerrohr, Bananen;

Garza 2005).

2.2. terrestrische Parasitengona

Innerhalb der Chelicerata sind die Parasitengona ein sehr mannigfaltiges Taxon
beziiglich der bewohnten Biotope, den ausgeprigten Lebensweisen (Wohltmann et al.
2007) und vor allem des Artenreichtums (ca. 11500 Arten; Makol & Wohltmann
2012a, b; Zhang et al. 2011). Neben den rund 6000 Wassermilbenarten (Hydrachnidia;
Zhang et al. 2011) unterteilen sich die terrestrischen Parasitengona in Erythraeoidea,
Calyptostomatoidea (monophyletisch) und Trombidioidea (Wohltmann 2000). Die
terrestrischen Parasitengona besiedeln xerische bis hygrische Habitate vom Flachland
bis ins Gebirge mit Ausnahme der antarktischen Regionen (Reviews: Wohltmann 2000;
Wohltmann et al. 2007). Die Trombidioidea priferieren eine edaphische Lebensweise,
hingegen bewegen sich die Erythracoidea auf oder in der Streuschicht (Review:

Wohltmann 2000).

Der Lebenszyklus der terrestrischen Parasitengona ist komplex und besteht aus
folgenden Stadien: Ei, Prilarve, Larve, Protonymphe (PN), Deutonymphe (DN),
Tritonymphe (TN) und Adultus (Belozerov 2008; Reviews: Wohltmann 2000;
Wohltmann et al. 2007; Zhang 1998; Abb. 2.2). Die Spermieniibertragung erfolgt meist
indirekt mittels gestielter Spermatophoren; die Insemination findet im Ovar statt. Die
Eier werden in einem oder mehreren Gelegen abgelegt. Der Beginn des
Prilarvenstadiums ist hdufig gekennzeichnet durch die Spaltung der Eihiille und dem
Sichtbarwerden der rudimentdren Beinanlagen der immobilen Prilarve. Innerhalb der
Prilarvenhaut entwickelt sich die Larve. Nach dem Larvenschlupf verhalten sich die
Parasitengona-Larven ektoparasitisch und befallen Arthropoden oder Vertebrata
(ausschlieBlich Trombiculidae). Nur selten erndhren sich die Larven rduberisch. Einige
Arten sind sehr wirtsspezifisch, andere polyphag. Die Parasitierungsdauer variiert
zwischen den Arten stark. Normalerweise iliberlebt der Wirt die Parasitierung. Nach der

Losung vom Wirt suchen die Larven geschiitzte Stellen im organischen Substrat oder
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unter Steinen auf, um das PN-Stadium zu iiberdauern. Das PN- und TN-Stadium sind
calyptostatisch; die PN und TN schliipfen nicht als mobiles Stadium, sondern
entwickeln sich gleich zum Folgestadium (innerhalb der Larven- bzw. DN-Haut) weiter.
Der Beginn des PN-Stadiums ist haufig gekennzeichnet durch das Vorstrecken des
ersten Laufbeinpaares. Die postlarvalen freilebenden DN und Adulti unterscheiden sich
morphologisch und in ihrer Lebensweise sehr stark von den Larven. Meist erndhren sich
DN und Adulti rduberisch von Insekteneiern, -larven und -imagines, teilweise auch von
anderen Milben oder sogar phytophag. Uberleben und Entwicklungsdauer jedes
Stadiums sind abhidngig von der Temperatur, der relativen Luftfeuchtigkeit, der
Nahrungsverfiigbarkeit und -qualitit. Die calyptostatischen Stadien der PN und TN
synchronisieren, wie die Diapausen, den Lebenszyklus mit der Wirtsverfiigbarkeit.
Diapausen sind obligatorisch bei uni- und semivoltinen Arten und beginnen unabhéngig
von Umweltsignalen. Das diapausierende Stadium ist artspezifisch fixiert, variiert aber
auch zwischen nah verwandten Arten. Diapausen treten bei Eiern, calyptostatischen
oder aktiven Stadien auf. Letztere bleiben aktiv, erreichen aber nicht das néichste

Ontogenesestadium (Reviews: Wohltmann 2000; Wohltmann et al. 2007; Zhang 1998).

Adultus
rauberisch

Tritonymphe \
calyptostatisch

Spermatophore

.

sarot 4 f u\ X Pralarve

* calyptostatisch

______ LY Larve
Deutonymphe ‘\?’ # parasitisch
i . ( )
rduberisch . 4
Protonymphe
calyptostatisch

Abb. 2.2: generalisierter Lebenszyklus der Parasitengona; calyptostatische Stadien (Pralarve,
Proto- und Tritonymphe) verbleiben in der Cuticula des vorherigen Stadiums (aus Wohltmann et
al. 2007)
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3. Material und Methoden

3.1. Zucht und Haltung der Acrididae

Alle Versuchstiere der Familie Acrididae stammten aus etablierten Zuchten der
Abteilung Tierphysiologie, Institut fiir Biologie/Zoologie der Martin-Luther Universitét
Halle-Wittenberg. S. piceifrons, S. gregaria und L. migratoria sind Nachzuchten von
Wildfangen aus Yukatan (Mexiko, 2009) bzw. Niger (1991). S. americana geht auf
Eigelege der Zucht des California Institute of Technology, Division of Biology von
2007 zuriick.

Die Zucht und Haltung erfolgte unter gregiren Bedingungen mit 150+ 50
Individuen je Edelstahlkéfig (48 x 48 x 45 cm mit einer Plexiglasscheibe auf der
Vorderseite, einem Beliiftungsgitter in der Decke und einem Gitterrost am Boden) bei
30£2°C, 14L:10 D Licht-Regime (Licht an: 5.00 Uhr). Eine 40 W Gliihlampe
(12L:12D; Licht an: 6.00 Uhr) an der Kifigdecke imitierte die natiirliche Ddmmerung
und erzeugte einen lokalen Temperaturgradienten. Zur Eiablage standen mit feuchtem
Sand befiillte Plastikbecher zur Verfiigung. Nach dem Schlupf durchlaufen die Larven
finf bis sechs Stadien bis zum AS. Adulti wurden in Gruppen mit +zwei Tagen
Differenz im AS zusammengesetzt (im Folgenden als ,gregidr bezeichnet). Als
Nahrung standen Weizenkeimlinge, Haferflocken und Hundeflocken (leichte Flocken,
NaturFloq, Happy Dog) ad libitum zur Verfligung. Im Winter wurden zusitzlich
Chinakohl und in den Sommermonaten Siifl- (Phragmites-, Dactylus- und Phalaris-
Arten), Sauergrdaser (Carex-Arten), Taraxacum spec., Zea mays und Arctium spec.

geflittert.

Die physische Isolation von Einzeltieren fand in speziell viergeteilten
Edelstahlkdfigen (10 x 10 x 20 cm pro Kompartiment) statt. Zur Gruppierung mehrerer
Individuen standen zwei Grof3en an Gitterkdfigen zur Verfiigung (bis 15 Heuschrecken:
20x20x 20 cm; max. 50 Tiere: 30x30x30cm). Gefiittert wurde taglich mit
Haferflocken ad libitum und Weizenkeimlingen bzw. Chinakohl. Die Haltung erfolgte
in Klimaschrianken (35 °C; 14 L:10 D, Licht an: 6.00 Uhr).

Im Folgenden werden die Tiere entsprechend ihres Imaginalalters als subadult (ein
bis zwolf Tage nach dem AS) bzw. adult (mindestens 15 Tage nach dem AS)

bezeichnet. Zur individuellen Markierung von Einzeltieren wurde den Heuschrecken
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verschiedenfarbiges Strickgarn um das Halsschild gebunden. Diese Manipulation

beeinflusste die Heuschrecken nicht in threm Verhalten.

3.2. Identifikation der Pheromone bei S. piceifrons
3.2.1. Probengewinnung

Leichtfliichtige Pheromonproben wurden mit der ,closed-loop-stripping-analysis®
(CLSA) Anlage (Luber 1995, abgewandelt nach: Boland et al. 1983; Grob & Ziircher
1976) gewonnen. Diese Apparatur besteht aus einem Exsikkator (@: 25 cm), einem
Filterhalter mit Aktivkohlefilter (Grinicher & Quartero, Low Resistance, 1,8 mg,
2: 3,6 mm), einer Metallbalg-Pumpe (Fluss: 200 ml/min), einer Glasflasche mit
Aktivkohle zur Reinigung der zirkulierenden Luft sowie Verbindungsleitungen aus
Edelstahl. Das System hat ein Gesamtgasvolumen von 121 und war in einem
Klimaschrank (35 °C; 14 L:10 D, Licht an: 6.00 Uhr) installiert. Zur Quantifizierung
der auf dem Filter gesammelten fliichtigen tierischen Substanzen wurde ein interner
Standard (4,96 pg Tetradekan) in ein Glasrohrchen im Exsikkator zugegeben. Nach
22 h wurde der Filter mit 50 pl DCIM (Roth) eluiert und die Probe bis zur Analyse bei
-18 °C gelagert.

3.2.2. GC-MS Analysen

Die Strukturaufkldrung der Pheromonkomponenten aus den CLSA-Proben erfolgte mit
einem CP 3900 Gaschromatographen (GC) (Injektortyp: 1177, Varian; Factor Four
VF-5ms Séule: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), gekoppelt iiber eine Transferline (280 °C)
an ein Saturn 2100 T ElektronenstoB3-lonisations Massenspektrometer (EI-MS). Die
Probeninjektion wurde manuell (10 ul Spritze, SGE) splitlos bei 250 °C (SGE-Liner:
Split/Splitlos Focus Liner mit Quarzwolle gefiillt) durchgefiihrt. Als Trégergas diente
Helium (He) mit einer Flussrate von 0,7 ml/min. Die Sdulenofentemperatur war fiir
I min auf 40 °C, 10 °C/min auf 220 °C, 20 °C/min auf 280 °C und 3 min bei 280 °C
eingestellt. Die lonenfalle detektierte bei einer Arbeitstemperatur von 180 °C Fragmente
im Massenbereich von 40 - 240 m/z (AUTO-Ionisationsmodus). Die Datenerfassung

und -analyse erfolgte mit dem Programm Saturn Workstation V.6.2 (Varian).

Zur Bestimmung der Doppelbindungsposition der primédren Alkohole wurde

zunichst eine Acetylierung, gefolgt von einer Derivatisierung durchgefiihrt. 50 pl



3. Material und Methoden 14

CLSA-Probe (in einem 1,5ml Glasvial mit Septum) wurden mit 1 pl
Essigsdureanhydrid (Fluka) und 1,5 pl Triethylamin (Sigma-Aldrich) - als Katalysator -
fiir 2 h bei Raumtemperatur acetyliert. Zur Entfernung iiberschiissiger Essigsdure
wurden 200 pl Aqua bidest. zugegeben und geschiittelt. Nach Zugabe von 50 ul DCIM
konnte der organische Unterstand, der die veresterten Pheromonkomponenten enthielt,
abgenommen werden. Zur wéssrigen Phase wurden nochmals 100 ul DCIM zugegeben,
kréftig geschiittelt und der Unterstand mit dem ersten vereint. Der Erfolg der
Acetylierung wurde mittels GC-MS kontrolliert. Bei der Derivatisierung wurden 10 pl
5 %iger Jodlosung (60 mg J, (99,9 % Aldrich) in 1 ml Diethylether) und 60 pl
Dimethyldisulfid (DMDS; 99+ % Aldrich) zur Probe gegeben, geschiittelt und tiber
Nacht bei 55°C im Dunkeln inkubiert. Durch Zugabe von 50 pul 5 %iger
Natriumthiosulfatlosung (50 mg Natriumthiosulfat pentahydrat (99,9 % Aldrich) in 1 ml
Aqua dest.) und schiitteln bis zur vollstindigen Entfirbung der Lésung wurde die
Derivatisierung abgebrochen. 150 ul Pentan wurden zur Volumenvergréflerung
zugefiigt, erneut geschiittelt, der organische Uberstand abgenommen und 1 pl ins

GC-MS (Methode siehe oben) injiziert.

Die Identifikation der Sterioisomerie erfolgte mit einer chiralen GC-Saule (chiral
cap. Rt-bDEXsm: 30mx0,25mmx0,25u5", Restek), einem Shimadzu
MS-QP 2010S und einem GC 2010 (Injektortemperatur: 230 °C; GC-Ofenprogramm:
40 °C fir 1 min, 10 °C/min auf 210 °C, 210 °C fiir 1 min, 15 °C/min auf 230 °C;
Trégergas: Wasserstoff; Flussrate: 1,1 ml/min). Verglichen wurden die Retentionszeiten
der tierischen Stoffe mit den Reinsubstanzen t-2-Okten-1-ol (SAFC), z-3-Nonen-1-ol
(Aldrich), z-2-Okten-1-o0l und t-3-Nonen-1-o0l (Synthese durch Prof. R. Csuk, Abteilung
Org. Chemie, Martin-Luther Universitit Halle-Wittenberg).

Zur quantitativen Bestimmung der Pheromonmengen in den CLSA-Proben wurden
Eichreihen mittels verschiedener Konzentrationen der Reinsubstanzen (Tetradekan,
Phenylethylalkohol (PEA; Aldrich), z-3-Nonen-1-ol, z-2-Okten-1-ol, Phenol, Guaiacol,
Veratrol) in DCIM angefertigt (Abb. A.3.1).
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3.2.3. GC-EAD Analysen

Mit  Elektroantennogrammen (EAD) werden die Antworten antennaler
Geruchsrezeptoren auf olfaktorische Stimuli detektiert. In Kombination mit einem GC
(GC-EAD) konnen Substanzgemische getrennt, Reaktion auf Einzelkomponenten
aufgezeichnet und mit Reaktionen auf Reinsubstanzen verglichen werden. Der GC war
ein Varian CP 3800 (PTV Injektor 1079; Autoinjektor: 8410 Varian; Vorsédule: 3 m,
Fused Silica; analytische Sdule: 30 mx 0,32 mm x 1,0 um, EC-5 Alltech). Als
Trégergas wurde He (1,5 ml/min) verwendet. Je Lauf wurden 5 pl Probe als Large
Volume Injektion in einen mit Quarzwolle gefiillten Split/Splitlos Focus Liner (SGE)
injiziert (PTV: 220 °C; Splittverhédltnis zu Beginn: 10, nach 0,01 min geschlossen, nach
2 min auf 100, nach 4 min auf 10). Der Sdulenofen war fiir 3 min auf 40 °C, 10 °C/min
auf 200 °C, 200 °C fiir 1 min, 20 °C/min auf 300 °C fiir 5 min programmiert. Am
variablen Auslasssplitter wurde die Probe im Verhiltnis von 2,1:11,2 (FID/EAD)
aufgeteilt und 25 ml/min MakeUp Gas (He) zugeleitet. Eine 3 m lange Kapillare
(@innen: 0,25 mm) endete am Flammenionisationsdetektor (FID; 300 °C) und eine 0,6 m
lange Kapillare (@innen: 0,32 mm) fiihrte liber eine beheizte Transferline (THC-3,
Syntech; 280 °C) zum EAD. Das EAD bestand aus einer mit unbedufteter Luft
durchstromten Sammelrohre (o: 0,5 cm; 15 ml/s; CS 01, Syntech), in diese endete die

GC-Séaule.

Die Antenne wurde 2 mm oberhalb der Basis mit einer Schere abgetrennt, und
zwischen zwei ausgezogene Glaskapillaren geschoben. Zur Sicherstellung der
Leitfahigkeit, der Anpassung der Ionenkonzentration und Osmolaritit an die
Insektenhdmolymphe waren beide Kapillaren mit physiologischem Schistocerca-Ringer
(Angaben pro 1000 ml Aqua dest.: NaCl: 9,82 g; KCl: 0,48 g; MgCl, x 6 H,0O: 0,73 g;
NaH,PO4 x H,0: 0,67 g; NaHCOs: 0,18 g; CaCl,: 0,31 g; pH-Wert: 7,2) befiillt.
Silberdrahtelektroden, die mit einer Silberoxidschicht iiberzogen waren, vermittelten
den Kontakt zwischen den Glaskapillaren und dem Messvorverstirker (PB-01/s,
Syntech). Der Messvorverstirker war auf einem Mikromanipulator (Syntech) installiert.
Ein Messwandler (automatischer Basislinienabgleich: 1's; IDAC-232, Syntech)
zeichnete die aufsummierten Rezeptorpotentiale der Antennenneurone auf. Registriert
und ausgewertet wurde mit dem Programm GC-EAD 2000 (externer

Amplifikationsfaktor: GC: 1 und EAD: 10; GC delay: -30 Dezisekunden; Syntech).
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3.3. Abgabe der Pheromone bei S. piceifrons

3.3.1. Pheromonmessung

Neben der CLSA-Technik (Kap. 3.2.1.) kam die Solid-Phase-Mikroextraktion (SPME)
zur Bestimmung der Pheromonemission von Einzeltieren bzw. deren Korperteilen zur
Anwendung. Das Testtier wurde bei 35 °C in ein 40 ml Glasvial gesetzt und das Vial
mit einem Teflonseptum luftdicht verschlossen. Nach Akkumulation der Duftstoffe fiir
90 min wurde das Septum mit der SPME-Faser (Polydimethylsiloxane, 100 um,
SUPELCO) durchstochen. Nach 30 min wurden die auf der SPME-Faser absorbierten
Analyten im Injektor (Split/Splitlos Focus Liner (SGE), splitlos, 220 °C) eines Hewlett
Packard 5890A Serie II (Alltech EC-5: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) oder eines Varian
CP 3800 (Varian WCOT: 15 mx 0,25 mm x 0,25 um, Injektor: 1079) desorbiert. Die
Analysebedingungen beider GCs waren: 2 min bei 40 °C, 5°C/min auf 100 °C,
16 °C/min auf 276 °C (HP) bzw. 15°C/min auf 280 °C (Varian). Beide Gerite
verwendeten He als Tragergas (HP: 1 ml/min; Varian: 0.8 ml/min) und die FIDs waren
auf 300 °C programmiert. Die Datenregistration und —analyse erfolgte mit dem

Programm Star Chromatography Workstation V.6.0 (Varian).

Aufgrund variabler Detektionssensibilitdten beider GCs und der Verwendung von
zwei SPME-Fasern wurden Korrekturfaktoren fiir die Analyten bestimmt (Abb. A.3.2).
Dazu wurde gleichzeitig mit beiden Fasern im Probengefil gesammelt und die
ermittelten Peakflachen korreliert. Die detektierten Pheromonmengen wurden durch
Eichkurven (Abb. A.3.3) quantifiziert: In eine Glasflasche (V = 1157 ml) wurde durch
das Teflonseptum ein Metallstab gehdngt und auf diesen mit einer 5 pl
Borosilikatspritze (ILS) 1 pul Reinsubstanz aufgetragen. Nach 24 h bei 35 °C war die
Probe vollstindig verdampft und gleichmaBig in der Gasphase verteilt. Mit einer 50 pl
gasdichten Spritze (Hamilton) wurden verschiedene Volumina Luft in ein mit Septum
verschlossenes Glasvial (4 ml) iiberfithrt. Nach 45 min erfolgte die Analyse mit der

oben beschrieben SPME-Technik.
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3.3.2. Abhéngigkeit der Pheromonemission vom Alter und Koérpermasse

Der Beginn der individuellen Pheromonabgabe von gregéren S. piceifrons-Méannchen
wurde durch wiederholte Pheromon-Detektionen bestimmt. Die erste Messung erfolgte
fiinf bis sechs Tage nach dem AS. Weitere Messungen folgten im Abstand von drei bis
vier Tagen. Als Beginn der Geschlechtsreife wurde das Stattfinden der ersten

Kopulationen definiert.

Die Variabilitit der individuellen Pheromonemission geschlechtsreifer Méannchen
(Alter: 25 — 27 Tage nach AS) wurde durch tdgliche Messungen (Zeitraum: 3 Wochen;
je 5 d Messung gefolgt von 2 d Unterbrechung) untersucht. Zwischen den Messungen
befanden sich die Versuchstiere im Zuchtkéfig mit gleichaltrigen Individuen. Zudem
wurden die emittierten Pheromonmengen von zufillig aus dem Zuchtkéfig
entnommenen S. piceifrons-Méannchen mit deren Korpermasse (Laborwaage: Satorius

BP 310S) verglichen.

3.3.3. Einfluss der Anwesenheit von Artgenossen auf die Pheromonemission

In einem Isolations- und Regruppierungsversuch wurde der Einfluss der
Populationsdichte auf die Pheromonemission analysiert. Geschlechtsreife S. piceifrons-
Minnchen wurden aus der Zucht entnommen und sofort der Pheromonstatus bestimmt.
Im ersten Design wurden sechs Mannchen isoliert und sechs Méannchen in einem Kéfig
(20 x 20 x 20 cm) gruppiert. Im zweiten Versuchsansatz wurden die Tiere stattdessen
im Zuchtkdfig mit anderen geschlechtsreifen Ménnchen und Weibchen belassen, die
Isolation erfolgte wie im ersten Design. Nach sieben Tagen wurde die
Pheromonemission jedes Ménnchens bestimmt. Danach wurden die Heuschrecken bei
reversen  Versuchsbedingungen fiir sieben Tage bis zur abschlieBenden

Pheromonbestimmung gehalten.

Um die Reduktion und Stimulation der Pheromonemission bei Isolation bzw.
Gruppierung in Minnchengruppen detaillierter zu untersuchen, wurde der erste
Versuchsansatz in der CLSA (Kap. 3.2.1.) wiederholt. In der ersten Woche wurden
sechs adulte Ménnchen jeden zweiten Tag im Exsikkator und in der Zwischenzeit in
einem Kiéfig (20 x 20 x 20 cm) mit Weizenkeimlingen gruppiert. Fiir die Isolation
wurde der Exsikkator durch einen Einsatz in sechs gleichgroe Kompartimente
unterteilt; zwischendurch erfolgte die Haltung in Isolationskédfigen. Die

Regruppierungsphase verlief wie in der ersten Woche.
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Der Einfluss von Weibchen wurde in einem separaten Versuch erforscht: Gruppen
bestehend aus zehn adulten Ménnchen wurden fiir sieben Tage ohne oder zusammen
mit fiinf geschlechtsreifen S. piceifrons-Weibchen gehalten. Eine identische
Populationsdichte wurde durch 20x20x20cm groBe Kifige bzw. deren

Flachenreduktion, durch eine Trennwand, auf 2/3 erreicht.

Zudem wurde der Einfluss von Gruppierungseffekten, wie sexueller Konkurrenz
zwischen Minnchen, untersucht: in Isolationskédfigen wurden adulte S. piceifrons-
Mainnchen in variabler Anzahl (1 - 4 Méannchen) in Gruppen mit konstanter (1:3 bis 4:0,
Minnchen: Weibchen) und variabler (1:1 bis 4:1) Populationsdichte (2 - 5 Individuen je
Kompartiment) gehalten. Die Fiitterung erfolgte tdglich. Die Pheromonemission wurde
vor Versuchsbeginn und nach sieben Tagen ermittelt. Eine konstante Besatzdichte
wurde sichergestellt indem verstorbene Individuen durch Tiere, die bei denselben

Versuchsbedingungen lebten, ersetzt wurden.

3.3.4. Abhingigkeit der PEA-Emission vom Phenylalanin-Gehalt der Nahrung

PEA, eine der Pheromonhauptkomponenten, wird aus Phenylalanin synthetisiert
(Kap.4.4). In Fitterungsversuchen wurde die PEA-Emission bei variablem
Phenylalanin-Gehalt der Nahrung analysiert. Neben der reguldren Fiitterung mit
Weizenkeimlingen und Haferflocken (0,78 % Phenylalanin) wurden die Haferflocken
mit L-Phenylalanin (Sigma) bestreut. In einem zweiten Ansatz erhielten die Testtiere
zusétzlich zum iiblichen Futter zerbrockeltes Zuchtdidt-Hamsterfutter (Altromin 7014;
Inhaltsstoffe: 1,1 % Phenylalanin; 23 % Rohprotein; 5 % Rohfett; 4,2 % Rohfaser;
6,5 % Rohasche; 0,9 % Calcium; 0,8 % Phosphor; 0,2% Natrium). Die
Pheromonemission individuell markierter gregirer geschlechtsreifer S. piceifrons-

Minnchen wurde vor Versuchsbeginn und nach sieben Tagen bestimmt.

3.3.5. stressbedingte Reduktion der Pheromonemission

Stress durch Handling (Beriihrungen; Entnahme aus der Zucht zur Pheromondetektion)
verringert bei S.americana die Pheromonabgabe (Stahr et al. 2013). Um &hnliche
Artefakte bei S. piceifrons zu beriicksichtigen wurden individuell markierte adulte
S. piceifrons-Ménnchen 8mal tdglich (8.00 - 15.00 Uhr; stiindlich) aus der Zucht

entnommen und jeweils 1 min leicht zwischen beiden Handen hin und her gerollt. Die
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Pheromonmessung erfolgte einen Tag vor Versuchsbeginn und nach 3tigiger

Behandlung. Die Kontrollgruppe verblieb ungestort im Zuchtkifig.

Nachweislich beruht die stressbedingte Pheromonreduktion bei S. americana auf
der Ausschiittung des Stresshormons Octopamin (Stahr et al. 2013). Dieser
Regulationsmechanismus wurde auch fiir gregdre geschlechtsreife S. piceifrons-
Mainnchen durch Octopamin-Injektionen untersucht: je 50 ng
DL-Octopaminhydrochlorid (Sigma) gelost in 10 pul Insektenringer wurden an zwei
aufeinander folgenden Tagen injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt 10 pl Ringer. Die
individuelle Pheromonemission wurde einen Tag vor und nach den Injektionen

detektiert.

3.4. Regulation der Pheromon-Biosynthese

Neben Octopamin wird die Pheromon-Freisetzung bei Schistocerca durch ein
Pheromon-Biosynthese-Aktivierendes-Neuropeptid (PBAN) aus dem Nervensystem
reguliert (vgl. KieBling 2004; Kiefling & Seidelmann 2006 fiir S. gregaria). Bei
S. piceifrons wurden Extrakte aus dem Oberschlund- (OG; Proto-, Deuto-,
Tritocerebrum, Retrocerebraler Komplex und optische Loben), dem Unterschlund-
(UG) und den Thorakalganglien 1 -3 (TG), dem thorakalen perisympatischen Organ
(PSO), den Abdominalganglien (AG) und der Perineuralmembran (PNM) auf ihre

Pheromon-Biosynthese stimulierende Wirkung getestet.

Zur Probengewinnung wurden die Tiere dekapitiert, die Kopfkapsel durch einen
Transversalschnitt hinter den Komplexaugen geteilt und das OG und UG entnommen.
Der Thorax wurde entlang des ersten Abdominalsegments vom Abdomen getrennt,
Beine und Fliigel entfernt. Durch einen seitlichen Schnitt oberhalb der Beinansdtze
konnte das Thoraxsternum mit den TG (Pro-, Meso- und Metathorakalganglien) und
den PSO abgehoben werden. Das Abdomen wurde lidngs der Pleuralmembran
aufgeschnitten und die PNM und die AG inklusive der Konnektive aus dem Sternum

herausprépariert.

Zur methanolischen Peptidextraktion wurden die Gewebe von je 50 Tieren in 1 ml
Extraktionspuffer (Methanol-Wasser-Eisessig 100:10:1) gesammelt und bis zur
weiteren Aufarbeitung bei -18 °C gelagert. Die Homogenisierung erfolgte in 10 ml
Borosilikatzentrifugenréhrchen  fiir 2 min durch einen  Sonopuls-Ultraschall-

Homogenisator (Bandelin Sonopuls, HF-Generator GM 70, Ultraschallwandler UW 70)
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bei einer Arbeitsdauer von 0,5 s und 35 W. AnschlieBend wurde das Homogenat bei
4°C und 12.096 g fir 15 min zentrifugiert (Beckmann, Avanti TM-J 25 I), der
Uberstand abgenommen, zum verbliebenen Pellet 500 pl Extraktionspuffer gegeben und
die Homogenisierung und Zentrifugation wiederholt. Beide Uberstinde wurden

vereinigt und getrocknet (Vakuumtrockner: Eppendorf concentrator plus; 30 °C).

Die Pheromon-Biosynthese aktivierende Wirkung der Extrakte wurde an isolierten
adulten S. piceifrons-Mannchen, deren Pheromonemission durch eine 7tdgige Isolation
gestoppt war, gepriift. Das Peptidmaterial (6,2 - 7,5 Aquivalente/Tag/Tier) wurde in
10 ul Insektenringer (Rezept siche Kap. 3.2.3.) gelost und am 8. und 9. Tag injiziert.
Am 10. Tag erfolgte die Pheromonbestimmung mit der SPME-Technik. Die
Kontrollgruppe erhielt nur 10 pl Insektenringer.

Zur definitiven Substanzaufkldrung des Pheromon-Biosynthese stimulierenden
Faktors erfolgte ein enzymatischer Peptidverdau mit Proteinase K. Die aufgearbeiteten
Extrakte von je 250 adulten gregéren S. piceifrons-Ménnchen wurden in 800 pul Aqua
dest. gelost und in vier Aliquots aufgeteilt: Positiv-Kontrolle (1), Zugabe von 20 pl
Proteinase K 10fach (Sigma-Aldrich; aus Tritirachium album, 2 mg in 100 ul 0,1 M
TrisHCI Puffer (pH-Wert: 8) und 100 pul 4 M NaCl Puffer) (2), Zugabe von je 10 pul
beider Reaktionspuffer (3), Kontrolle fiir Hitzebehandlung (4). Nach der
Durchmischung (VORTEX, Schiittler Genius) wurden Aliquot 2 und 3 fiir 4 h bei 42 °C
(Rotilabo-Block-Heater H250) inkubiert. Aliquot2 wurde zur thermischen
Inaktivierung der Proteinase K auf 95°C (10 min) erhitzt, ebenso Aliquot 4.

Anschlieend wurden alle vier Proben eingedampft und im Biotest untersucht.

3.5. PEA-Biosynthese

Um nachzuweisen, dass geschlechtsreife S. piceifrons-Méannchen Phenylalanin als
Precursor fiir die PEA-Biosynthese nutzen, wurden zunéchst Individuen, die viel PEA
(> 1750 ng/Tier/h) emittierten, mittels SPME-Technik identifiziert, markiert und zuriick
in den Zuchtkéfig gesetzt. Am folgenden Tag wurden die Tibien und Femora der
vorderen und mittleren Laufbeine oder das Abdomen (ohne innere Organe) zerschnitten
und in 240 ul Medium (Minimum Essential Medium (10 fach) ohne Phenylalanin,
Tyrosin, L-Glutamin, NaHCO;, L-Methionin: 100 ml/I; HEPES-Na-Salz: 5,205 g/l;
Ficolle 400: 10 g/l) inkubiert. AnschlieBend wurden 30 pul Medium, versetzt mit
L-[U-"*C]-Phenylalanin (Perkin Elmer), dem Ansatz hinzugefiigt (Endkonzentration:
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1,93 ng/ml; entspricht 185 KBq). Nach Inkubation im ThermoMixer (Eppendorf,
comfort) fiir 3,5 h wurden 400 ul Ethylacetat (AppliChem) zugegeben, geschiittelt und
10 min bei 9.257 g und 4 °C zentrifugiert (Universal 30RF, Hettich). 250 ul des
Uberstandes, mit den enthaltenen synthetisierten Produkten, wurden abgenommen und
auf eine Diinnschichtplatte (G 60 Fys4, Merck) aufgetragen. Dem verbliebenen
Inkubationsmedium wurden erneut 250 pl Ethylacetat beigefiigt, die Ethylacetat-Phase
extrahiert und auf dem selben Startpunkt appliziert. Zusdtzlich wurden 5 pul PEA (10 %
in Ethylacetat) zur Identifikation des PEA-Flecks auf den Startpunkt aufgetragen. Zur
Trennung von PEA und '“C-Phenylalanin wurde ein Hexan:Ethylacetat:Wasser—
Gemisch (12:8:1) als Laufmittel verwendet. Die PEA-Spots wurden mittels UV-Licht
(Desaga Heidelberg, Duo-Strahler fiir Diinnschicht- und Sé&ulenchromatographie,
366 nm, 254 nm) identifiziert, abgekratzt und in einem Szintillationsréhrchen mit 5 ml
Szintillationsfliissigkeit (Opti-Fluor, Packard) gemischt. Die Radioaktivitdt wurde mit
einem Flissigszintillationszdhler (Tri-carb 2100TR, Packard) ermittelt. Als
Referenzprobe diente ein Ansatz ohne Gewebe. Zusdtzlich wurden die Reinsubstanzen
Zimtsdure (Aldrich; 10 % in Ethylacetat) und Phenylethylamin (Fluka; 10 % in
Ethylacetat) aufgetragen.

3.6. Bildungsort der Pheromone

Die Pheromonemission einzelner Korperteile wurde bei adulten S. piceifrons-
Minnchen, die hohe Pheromonmengen (PEA > 1750 ng/h; z-3-Nonen-1-ol > 1360 ng/h)
emittierten, ermittelt. Dazu wurden die Testtiere nach der Pheromonbestimmung in den
Zuchtkdfig zuriickgesetzt. Am Folgetag wurden die Tiere zerteilt in: Kopf; Thorax;
Vorder- und Hinterfliigel; vordere und mittlere Laufbeine und Sprungbeine. Zur
spezifischeren Bestimmung wurden das Abdomen in erstes bis drittes Abdomensegment
und restliche Segmente oder Tergite und Sternite, die Vorder- und Hinterfliigel in
Fliigelbasis und —spitze und die Beine in Tarsen, Tibien und Femora unterteilt. Die
Korperteile wurden separat, die paarigen Extremititen zusammen in Vials (40 ml)
gegeben und nach mindestens 172 h die Pheromonemission mit der SPME-Technik
bestimmt. Die Oberflichenbestimmung der Fliigel erfolgte mit dem
Bildanalyseprogramm Scion Image (Scion Corp. USA), die Oberflichen der anderen

Korperteile wurden tiber deren geometrische Form berechnet.
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3.7. Funktion der Pheromone
3.7.1. Olfaktometertest

Die Funktion von Duftstoffen kann durch die Reaktion der Tiere auf diese Substanzen
beurteilt werden. Versuche in einem dynamischen Y-T-Olfaktometer (Seidelmann &
Warnstorff 2001; Abb. 3.1) lassen Riickschliisse auf Attraktantien und Repellentien zu.
Dazu wurde durch beide Schenkel des Borosilikatglas-Olfaktometers (Innen-g: 40 mm)
mit einer Pumpe ein erwérmter (32 °C), durch einen Aktivkohlefilter gereinigter und
befeuchteter Luftstrom gesaugt (2 I/min/Arm). Die Testsubstanzen wurden auf einem
Filterpapierstreifen (5 cm”) im linken Schenkel fir maximal 1h prisentiert. Um
geringere Substanzkonzentrationen zu testen wurde vor dem linken Schenkel eine
Glasflasche (2250 ml) installiert. Die Flasche enthielt ein Vial (4 ml; mit perforiertem
Septum; Loch-@: 1,5 mm) in dem sich die Testsubstanz, verdiinnt in 3 ml Paraffinol,
befand (maximale Testdauer: 2 h). Die gesamte Apparatur war in einer temperierten
(32+2°C) und beleuchteten (4 x 36 W Leuchtstoffrohren ,,Neutralweill, NARVA)
Messkammer aufgebaut. Das Testtier wurde in den seitlichen Einlassstutzen am langen
Arm des Y hineingesetzt und hatte dann die Wahl sich gegen den Luftstrom zur
Duftquelle hin zu bewegen (Attraktion) oder mit dem Luftstrom weg (Repulsion).
Protokolliert wurde die Wabhlzeit bis zum Erreichen einer Position, wobei nur Zeiten
>20 s gewertet wurden; vorher war der Luftstrom nicht konstant. Folgende Positionen
waren moglich: mit dem Luftstrom (Substanzmeidung, Ausgang ,,A*), gegen den
Luftstrom in den linken (Attraktion, ,li*) oder rechten Schenkel (keine Attraktion,
,»re®). Befand sich die Heuschrecke nach 180 s an keiner der vorigen Positionen, wurde

Position als Mitte (,,M*) registriert.

Die effektive Substanzkonzentration im Luftstrom wurde mittels SPME-Technik
ermittelt (Eichreihen: Abb. A.3.4): direkt nach der Duftapplikation, anschliefend im
Abstand von 20 min wurde eine SPME-Faser (Polydimethylsiloxane, 100 pm,
SUPELCO) im Ausgang des Olfaktometers fiir 10 min exponiert. Die Desorption
erfolgte im Injektor (Split/Splitlos Focus Liner (SGE), splitlos, 200 °C) eines Hewlett
Packard 5890A Serie I GC (Alltech EC-5, 30 mx 0,25 mm x 0,25 um). Der
Saulenofen war fiir 3 min auf 40 °C, mit 12 °C/min auf 172 °C und fiir 2 min auf
172 °C programmiert. Als Trigergas diente He (1 ml/min). Der FID war auf 300 °C

eingestellt. Innerhalb des Untersuchungszeitraums variierten die Konzentrationen
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zwischen: 1,10 - 1,96 pg/l bei z-2-Okten-1-ol, 0,11 - 1717,08 ug/l bei z-3-Nonen-1-ol
und 0,14 - 1093,87ug/l PEA.

“Ausgang”

Abb. 3.1: dynamisches Y-T-Olfaktometer: Flasche mit Aktivkohle (1), Wasserflasche (2),
Durchflussmesser (3), Probenkammer (4), Abfangflasche fir Heuschrecken (5), Einlassstutzen
(6), Pumpe (7) (aus Seidelmann & Warnstorff 2001)

3.7.2. Pheromone beim Paarungsverhalten

In ,,open field“-Tests wurde eine Beeinflussung des Paarungsverhaltens durch
Pheromone beispielsweise als Aphrodisiakum oder CIP untersucht. Aphrodisiaka
sollten die Akzeptanz der Weibchen gegeniiber Paarungspartnern steigern (Shorey
1973). Beurteilt wurde die Akzeptanz anhand der Zeitspanne zwischen Gruppierung
und Beginn der Paarung und dem Paarungserfolg. Adulte unverpaarte S. piceifrons-
Weibchen aus der Zucht wurden mit Mannchen unterschiedlicher Pheromonemission
verpaart: keine Pheromonemission durch eine 7tigige Isolation oder Pheromonemission
durch Applikation von 0,1 pul Pheromon (PEA und z-3-Nonen-1-ol, 1:1) nach einer
Ttagigen Isolation. Die Kontrollgruppen bestanden aus adulten gregidren Mannchen oder
7 d gruppierten Méannchen. Die metallischen Verhaltensarena (26 x 31 x 6 cm) waren
mit weillem Papier ausgelegt, mit einer Glasscheibe abgedeckt und befanden sich in
einer temperierten (32+2°C) und beleuchteten (4 x36 W Leuchtstoffrohren
,Neutralweil*“, NARVA) Kammer. Das Verhalten wurde mit einer CCD Infrarot-Licht-
Kamera (s/w 1380: 2,1 mm Miniobjektiv, S-Mount M2 x 0,5 Fisheye) iiber einen

Zeitraum von 10 h aufgezeichnet.

Die Funktion eines CIPs wurde in denselben Versuchsarenen bei identischen

Versuchsbedingungen getestet. S. piceifrons-Parchen wurden aus der Zucht entnommen,



3. Material und Methoden 24

getrennt und in die Arenen gesetzt. Wenn eine Paarung innerhalb von 70 min nach dem
Zusammensetzen erfolgte, wurden die Méannchen abermals vom Weibchen gelost, 0,1 pl
Testsubstanz (z-3-Nonen-1-ol, PEA oder 1:1 Mix) auf das Halsschild des Weibchens
aufgetragen und beide Tiere zuriick in die Arena gesetzt. Bei der Kontrollgruppe fand
keine Substanzapplikation statt. Protokolliert wurde fiir 70 min oder bis zur Kopulation
die Anzahl der Attacken, die Zeitspanne bis zur 1. Attacke, zur Paarung und zur
Kopulation. Fand keine Paarung statt, wurde als Dauer bis zur Paarung bzw. Kopulation
der maximale Beobachtungszeitraum plus 10 min bzw. 20 min angesetzt. Innerhalb des
gesamten Testzeitraumes emittierten die Weibchen von ihrer Korperoberflache
20770 - 2480 ng/h z-3-Nonen-1-ol und/oder 26310 - 360 ng/h PEA. Zur Erstellung der
Abdampfkurven (Abb. A.3.5) wurde die Substanzemission der S. piceifrons-Weibchen
jeweils 1, 15, 30, 45, 60 und 75 min nach der Pheromonapplikation mit der SPME—
Technik bestimmt. Wihrend des Abdampfzeitraumes befanden sich die Tiere in kleinen

Kéfigen im Zuchtraum.

Die geringe Paarungsmotivation Weibchen-deprivierter S. piceifrons-Ménnchen
(vgl. Kap.4.6.2), deutete auf einen Solitarisierungseffekt, der zur Meidung von
Artgenossen fiihrt und mit einer Verringerung der Laufaktivitit einhergeht, hin (fiir
S. gregaria: Roessingh et al. 1993; Simpson et al. 1999). Deshalb wurden die
lokomotorische Aktivitdit und das Verhalten gegeniiber Heuschreckengruppen von
isolierten und gregdren Maénnchen verglichen. Die Glas-Arenen (25x25x 5 cm)
enthielten auf einer Schmalseite ein Kompartiment (5 x 25 x 5 cm), welches leer oder
mit zehn adulten Heuschrecken besetzt war. Die Arena befand sich in einer temperierten
(32+2°C) und beleuchteten (4 x 36 W Leuchtstoffrohren ,,Neutralweill*, NARVA)
Messkammer. Der Aufenthaltsort des Versuchstiers, der Abstand zum Kompartiment
und die zuriickgelegte Wegstrecke wurden in 30 Zyklen (a 60 sec alle 2 min) innerhalb
lh ausgewertet (CCD Fingerkamera s/w P17, CTCN  BehavioQuant
Objektiiberwachungsprogramm und QTRANS Tranferprogramm (GSF
Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit, Metacom GmbH); Arena-

Positionsprogramm (Seidelmann)).
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3.7.3. Kryptische Weibchenwahl (,cryptic female choice™) basierend auf der

Pheromonemission des Mannchens

Mit der ,,sterilen Ménnchentechnik® (Parker 1970) wurde getestet, ob Weibchen nach
zwei sukzessiven Paarungen das Sperma des S. piceifrons-Mannchens mit hoherer
Pheromonemission bevorzugen. Sublethale Strahlendosen induzieren dominante lethale
Mutationen in den Spermien und verhindern die Embryonalentwicklung (Boorman &
Parker 1976). Bei einer zweifachen Verpaarung sterben die Nachkommen des sterilen
Minnchens (R), hingegen zeugen nicht bestrahlte Maiannchen (,,normal®, N)

lebensfahigen Nachwuchs.

Innerhalb eines Vorversuchs wurde die adidquate Strahlendosis zur Erzeugung
fitter, kopulationsfahiger, steriler Ménnchen an S. americana etabliert. Trotz dhnlicher
Korperrelationen wurde die Wirksamkeit der optimalen Dosis fiir S. piceifrons-
Minnchen separat bestétigt. Bestrahlt wurde mit einem Linearbeschleuniger
(Mevatron-MXE-2, Siemens; Photonenstrahlung: 4 Gy, 8 Gy, 16 Gy, 25 Gy, 50 Gy).
Zur Behandlung saBlen je sechs gregire geschlechtsreife Midnnchen eng beieinander in
einer Petrischale (o: 8,5 cm). Nach der Bestrahlung wurden die Heuschrecken im
Zuchtraum in Kifigen (20 x 20 x 20 cm) mit Weizen und Haferflocken ad libitum
gehalten und die Mortalitédt tdglich protokolliert. Die Kontrollgruppe bestand aus der
identischen Anzahl gleichaltriger unbehandelter Méannchen. Einen Tag nach der
Bestrahlung wurde die Fertilitit der Mannchen durch die Verpaarung mit einem
virginen geschlechtsreifen Weibchen (Separation von Miénnchen 1—-2d nach AS)
untersucht. Nach der Kopulation wurde das Méannchen aus dem Kifig (10 x 20 x 20 cm)
entfernt und ein Eiablagebecher mit feuchtem Sand hinzugestellt. Die Eiablagebecher
wurden jeden 3. Tag ausgetauscht und bei 30 + 2 °C inkubiert. Zwei Tage nach dem
Beginn des Larvenschlupfs wurden die Larven durch Einfrieren abgetotet und die
Anzahl der geschliipften, der nicht geschliipften aber entwickelten Larven und der
sterilen Eier bestimmt. Eine Strahlendosis von 50 Gy induzierte sowohl bei
S. americana- (Alter: 15-25 Tage nach AS) als auch bei S. piceifrons-Méannchen
(Alter: 18 -21 d nach AS) eine 98 %ige Sterilitét.

Die olfaktorische Sperma-Diskriminierung bei sukzessiven Paarungen wurde fiir
S. piceifrons untersucht. Einen Tag nach der Bestrahlung (50 Gy) wurde den Mannchen
(R) 0,1 ul Pheromon (z-3-Nonen-1-ol, PEA oder deren Mix (1:1)) auf das Halsschild

und die Fliigel appliziert, danach erfolgte die Verpaarung mit einem jungfridulichen
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Weibchen. Nach 24 h wurde das Minnchen (R) durch ein fertiles, isoliertes, kein
Pheromon emittierendes geschlechtsreifes S. piceifrons-Mannchen (N) ersetzt. 24 h
spater wurde das zweite Méannchen aus dem Kifig (10 x 20 x 20 cm) entfernt und dem
Weibchen ein Eiablagebecher zur Verfiigung gestellt. Im Kontrollexperiment (NR) war
die Paarungsreihenfolge umgekehrt. Regelmdlig wurde {tberpriift, ob das Paar
kopulierte. Um einen Einfluss der Korpermasse des Ménnchens auf eine Sperma-
Bevorzugung zu vermeiden, wurden Weibchen vornehmlich mit gleichschweren
Partnern verpaart. Aus der Schlupfrate des jeweils ersten Geleges wurde der Anteil der

Nachkommen (Pr) des sterilen Pheromon-emittierenden Mannchens berechnet:

Pr = (1-(x/y))+((z/y)*[1-(x/y))/[1-(z/y)] (Boorman & Parker 1976). Dabei ist y die
Fruchtbarkeit nach einer Verpaarung mit einem fertilen Minnchen, unter
Berticksichtigung der natiirlichen Unfruchtbarkeit durch ineffektive Befruchtung oder
natiirliche Gametensterblichkeit. Z ist der Anteil der iiberlebenden Nachkommen, die
aus einer Paarung mit einem sterilen Ménnchen hervorgehen und x die Fruchtbarkeit
nach einer zweifachen Verpaarung (NR oder RN). Pr wurde nach der Formel von Cook

et al. (1997) korrigiert:

kPR; = (Pri—PRrmin)/(PRmax—Prmin). Hierbei entspricht Pg; dem individuellen Pr-Wert,
Prmin dem kleinsten und Pgrpyax dem groBten Pr-Wert im Datensatz. Die statistischen
Analysen wurden mit Arkussinus transformierten kPri—Werten durchgefiihrt; beim

Spermamix nimmt der kPg; einen Arkussinus von 0,5 an.

3.7.4. Histologie des Receptaculum seminis

Um den Prozess der Sperma-Bevorzugung nach zwei sukzessiven Paarungen
aufzuklaren, wurde die Morphologie der Spermathek von S. piceifrons und
S. americana beschrieben. Zytologischer Aufbau und Speicherung des Spermas wurden
nach einer und zwei Kopulationen (Abstand der Verpaarungen: 1 Tag; Préparation:

1 Tag nach letzter Kopulation) anhand histologische Schnitte untersucht.

Fiir die Pridparation der Spermathek wurde das Abdomen mit einer Schere vom
Thorax getrennt, die Sternite lateral von cranial nach caudal aufgeschnitten und zur
Seite geklappt. Die Spermathek wurde entnommen und fir 1h in 5 %ige
Kaliumhydroxid-Losung {iberfithrt. Durch den Verdau lieBen sich Fettgewebe und

Tracheen entfernen und die Anatomie beschreiben.
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Zur Herstellung histologischer Prdparate wurde die Spermathek nach der
Entnahme fiir 5 min mit dem Vitalfarbstoff Methylenblau (1 g/30 ml Aqua dest.)
angefarbt und 3mal in Aqua dest. gespiilt. Die Fixierung erfolgte fiir 2 h in Bouin
(Pikrinséure 1,3 %ig: 15 ml; Formalin: 5 ml; Eisessig: 1 ml). Danach wurden die
Priparate {iber eine aufsteigende Alkoholreihe (80 %, 90 % und 96 % Ethanol: je 1 h;
Isopropanol I und II: je 1 h, Isopropanol III: iiber Nacht) entwéssert, anschliefend im
Wirmeschrank (68 °C) mit Paraffin (Paraffin:Isopropanol (1:1): 1 h, Paraffin [ und II: je
2 h, Paraffin III: 3 h) durchtridnkt, in Paraffinblocke gegossen und auf Holzkldtzen
(1 x 1 cm) befestigt. Mit einem Schlittenmikrotom (Leica, Typ SM 2000 R) wurden
sagittale und transversale Schnittserien (Schnittstirke: 7 um) angefertigt und auf
Objekttrager (mit Eiwei-Glycerin-Losung (1:1)) aufgebracht. Nach der Trocknung auf
einer Heizplatte (42 °C; 24 h) wurden die Schnitte fiir 5 min in Xylol, fiir 3 min in
Isopropanol und einer absteigenden Alkoholreihe (96 %, 80 % und 60 % Ethanol je
3 min) entparaffiniert. Nach dem Spiilen der Priparate in Aqua dest. (3 min) erfolgte die
Standard Hdmalaun-Eosin-Fiarbung nach Mayer (Romeis 1968): Féarben in Hiamalaun
(5 min; Angaben pro 1000 ml Aqua dest.: Himatoxylin: 1 g; NaJO;: 0,2 g; Kalialaun:
50 g; Chloralhydrat: 50 g; Zitronensdure: 1 g), Auswaschen in Leitungswasser (10 min),
Spiilen in Aqua dest. (1 min), Farben mit Eosin (4 min; 1 g in 1000 ml Aqua dest.),
Spiilen in 96 %igem Ethanol (1 min), Abbruch der Differenzierung durch Isopropanol
(2 min) und Uberfiihrung der Objekttriger fiir mindestens 2 min in Xylol. Die xylol-
feuchten Schnitte wurden in Kanadabalsam eingebettet. Die Priparate wurden

lichtmikroskopisch (Leica DMLB) untersucht.

3.8. Reifungsbeschleunigung/-verzogerung

Der Einfluss olfaktorischer, taktiler und/oder optischer Stimuli auf den Beginn der
Geschlechtsreife wurde bei méannlichen S. piceifrons untersucht. Ein bis zwei Tage nach
dem AS wurden S. piceifrons-Ménnchen markiert und in einen Zuchtkifig mit
geschlechtsreifen Méannchen und Weibchen (23 - 28 Tage nach AS) oder Larven und
subadulten Artgenossen umgesetzt. Der Beginn der Pheromonemission wurde im
Abstand von zwei bis drei Tagen mit der SPME-Technik ermittelt. Tiere der
Kontrollgruppe verblieben nach dem AS im Zuchtkédfig und reiften mit ihren
gleichaltrigen Artgenossen heran. Um einen reifungsbeschleunigenden Effekt der

Pheromone nachzuweisen wurden fiinf Ménnchen und ein Weibchen (Alter: 1-2d
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nach AS) im Exsikkator zusammen mit 1 ul z-3-Nonen-1-ol (tdgliche Applikation)
gruppiert. Bestimmt wurden der Zeitpunkt der ersten Paarungsversuche und der Beginn
der Pheromonabgabe. Die Kontrollgruppe bestand aus fiinf Méinnchen und einem
Weibchen desselben ASs, die im selben Klimaschrank in einem Gitterkifig

(20 x 20 x 20 cm) gruppiert waren.

3.9. Herkunft, Zucht und Haltung der Acari

Die Milbenzuchten basierten auf Charletonia spec. A-, Leptus spec. A- und
E. locustarum-Larven, die an subadulten S. piceifrons-Individuen parasitierten. Die
S. piceifrons wurden mit den angehefteten Parasiten in Yukatan (Mexiko) am
3. Dezember 2010 30 km nordlich von Tizimin (N 21.36268°, W -88.12759)) und am
7. Dezember 2011 60 km westlich von Tizimin auf der Ranch ,San Agustin

(N 20.99141°, W -88.73756°)) durch M. Poot Pech gefangen.

Nach der selbststindigen Ablosung vom Wirt (Ende der Parasitierungsphase)
wurden die Milben in zwdlf Loch-Greinerplatten (Nunc, @: 21 mm; Hoéhe: 1,7 cm)
gehalten. Zur Aufrechterhaltung einer hohen Luftfeuchtigkeit waren die Wells mit
befeuchtetem Gips-Aktivkohlesubstrat (20:1) befiillt. Die Haltung von Charletonia
spec. A und Leptus spec. A erfolgte bei zwei verschiedenen Bedingungen: 25 +2 °C
und 16 L:8 D (Licht an: 5:00 Uhr) oder 22 +£2 °C und 14 L:10 D (Licht an: 7:00 Uhr).
Die E. locustarum-Individuen wurden bei Langtagbedingungen (16 L:8 D; Licht an:
5:00 Uhr) und zwei verschiedenen Umgebungstemperaturen (25 + 2 °C oder 29 + 2 °C)
gehalten.

Die Eier wurden nach der Ablage aus den HélterungsgefdBen entfernt und bis zum
Larvenschlupf in mit Leitungswasser befiillten 4 ml Gléschen bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Vermessung der Eier fand mit einem Okularmikrometer (1/100) in
Kombination mit einer 10/100 mm Objektstrichplatte am Mikroskop (Leica DMLB)
statt. Die anderen Entwicklungsstadien wurden am Binokular (Leica MZ6 und Schott
KL750 Kaltlichtquelle) vermessen. Das Volumen der Individuen wurde kurz nach dem
Schlupf ohne vorhergehende Nahrungsaufnahme mit der Formel des Rotationsellipsoids

ermittelt.

E. locustarum durchlduft im DN-Stadium eine Diapause (Husband & Wohltmann
2011). Als Diapause-beeinflussende Parameter wurden die Haltungstemperatur, die

Lichtintensitdt und die Tagesldnge variiert: 21 — 37 d alte DN wurden fiir 30, 60 oder
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90 d in Kurztagsbedingungen (8 L:16 D; 25 + 2 °C oder 29 + 2 °C; abhédngig von der
Exposition zur Lichtquelle betrug die Lichtintensitdt 200 - 4000 Ix) umgesetzt. Adulti,
die vor Ablauf des Zeitraums unter Kurztagbedingungen schliipften, wurden in den
Langtag (16 L:8D; 15001x; 25+2°C oder 29+2°C) zuriickgesetzt. Die
Kontrollgruppen im Langtag (16 L:8 D; 25+ 2°C oder 29+2°C) wurden bei
Beleuchtungsstirken von 200 bis 1200 1x, 1500 Ix (Aquarienlampe: Solar Tropic
LT15W) oder 20000 Ix (23 + 2 °C) gehalten. Protokolliert wurden der Beginn des TN-
Stadiums, die Dauer des DN-Stadiums und die Héaufigkeit der erfolgreichen

Umwandlung zur TN innerhalb der Kurz- bzw. Langtagbedingungen.

3.10. Hungerfédhigkeit praparasitischer Larven

Die Uberlebensdauer ohne Nahrungsaufnahme wurde an gruppierten (20 - 27
Individuen), frisch geschliipften, ungefiitterten Larven aus der eigenen Nachzucht in
einem 4 ml Glasvial (zu einem Drittel mit Gips-Aktivkohlesubstrat befiillt; angefeuchtet
mit Leitungswasser; 22 +£2 °C; 14 L:10 D) getestet. Protokolliert wurde der Zeitraum

vom Schlupf (Mittelwert der Schlupfdauer) bis zum Tod der letzten Larve.

3.11. Wirtsfindungsmechanismen priparasitischer Larven

Als Wirtsfindungsmechanismen wurden Geo-, Phototaxis und olfaktorische Reize
analysiert. Gruppen von 11 - 19 frisch geschliipften Leptus spec. A- und E. locustarum-
Larven der eigenen Nachzucht wurden in ein horizontal liegendes Glasrohr (Linge:
28,5 cm, Gipnen: 0,54 cm; Enden mit feiner Gaze verschlossen) gesetzt. Eine Hélfte des
Rohres war mit schwarzem Tonpapier umwickelt, wihrend die andere Seite mit Licht
aus einer Kaltlichtlampe (Schott KL.750) bestrahlt wurde. Leichtes Schiitteln des Rohres
beforderte alle Individuen in die abgedunkelte Hélfte und nach 15 min wurde die
Verteilung der Larven protokolliert. Untersuchungen zur Geotaxis erfolgten in einem
parallel zu einer senkrechten Leuchtstoffrohre exponierten Glasrohr (ohne schwarze

Abdeckung).

Die Wirtsfindung durch volatile Substanzen wurde in einem Y-Olfaktometer
(Glas; @imnen: 0,6 cm) getestet. Dazu driickte eine Pumpe (Aquarienpumpe: Tetratec
APS 150, Tetra GmbH) die Luft zur Reinigung durch einen Aktivkohlefilter; ein
Splitter verteilte den Luftstrom (112 ml/min/Arm) auf die beiden Y-Schenkel
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(Lange: 4,5 cm). Eine Gruppe von 8 - 16 frisch geschliipften E. locustarum-Larven
wurde in den langen Schenkel (5,0 cm) gesetzt und das Ortswahlverhalten nach 15 min
protokolliert. Eine Bewegung gegen den Luftstrom in den Y-Schenkel, der durch ein
vorgeschaltetes mit acht adulten S. piceifrons besetztem Glas (580 ml) beliiftet wurde,

wies auf eine Attraktion durch den Heuschreckenduft hin.

3.12. Parasitierungsverhalten von Leptus spec. A-Larven

Larven der Gattung Leptus sind wirtsspezifisch oder generalistisch (Review:
Wohltmann 2000). Das spezifische das Wirtsspektrum und Parasitierungsverhalten von
Leptus spec. A wurde an verschiedenen potentiellen Wirten: adulte nicht ndher
bestimmte Opiliones und Pholcidae; adulte Osmia bicornis, Tenebrio molitor,
Pyrrhocoris apterus, Lucilia sericata und S. piceifrons; larvale und adulte Gryllus
bimaculatus und larvale Tettigonia viridissima untersucht. Jeweils zwei bis sechs Wirte
wurden abhédngig von ihrer Korpergrofie in unterschiedlichen Gefdflen (Glaser: 500 ml
bzw. 750 ml; transparente Schraubdeckeldosen: 200 ml; Boden: ca. 1 cm dicke Schicht
Gips-Aktivkohlesubstrat) bei 22 =2 °C und 14 L:10 D gruppiert. Zum Versuchsbeginn
wurden 20 - 50 Leptus spec. A-Larven mit einem Pinsel an die Innenwinde des
Parasitierungsgefifles iiberfiihrt. Nach zwei Tagen wurden die Heuschrecken zur
besseren Fiitterung in Gitterkdfige (10 x 20 x 20 cm; 29 +£2 °C; 16 L:8 D) umgesetzt,
alle anderen potentiellen Wirte verblieben in den Parasitierungsgefa3en. Jeden zweiten
Tag erfolgte die Fiitterung der Wirte (Opiliones und Pholcidae mit Schistocerca-Larven
und Aphidoidea; Osmia bicornis: Honig; Tenebrio molitor und Gryllus bimaculatus:
Haferflocken, Apfel; Pyrrhocoris apterus: Sonnenblumenkerne, Wasser; Lucilia
sericata: Zucker, Wasser; Tettigonia viridissima: Weizenkeimlinge) und die Kontrolle
auf Parasitenbefall. Zum Nachweis des Parasitierungserfolgs wurden die Milbenlarven

nach der selbststindigen Ablosung vom Wirt einzeln bis zum DN-Schlupf gehalten.

Eine Priferenz innerhalb verschiedener Acrididae-Arten wurde in einem
Wahlversuch getestet. Je ein larvales oder adultes S. piceifrons-, S.americana-,
S. gregaria- und L. migratoria-Weibchen wurden zusammen mit Leptus spec. A-Larven
gruppiert (Applikation und Haélterung siehe oben) und der Parasitenbefall je Wirt

ausgewertet.
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3.13. Parasitierungsverhalten von E. locustarum-Larven

Die Parasitierungsversuche mit E. locustarum-Larven erfolgten an adulten S. piceifrons-
Minnchen und Weibchen, adulten S. gregaria- und L. migratoria-Weibchen und
S. piceifrons-Larven kurz vor dem AS. Zur direkten Applikation wurden das Abdomen
und die Sprungbeine der Wirte in ein enges Kunststoffrohr geschoben. Bei adulten
Tieren wurden zusdtzlich die Fliigel ventro-lateral mit einem Gummiring auf dem
Rohrchen fixiert. Entsprechend der Verfiigbarkeit wurden zwischen 20 -200
E. locustarum—Larven mit einem Pinsel im Bereich der Fliigelbasen auf den Thorax und
das Halsschild der Heuschrecken appliziert. Danach wurden die Heuschrecken in ein
50 ml Greinerrdhrchen gesetzt, dessen Schraubverschluss zum Luftaustausch ein durch
feine Gaze abgedichtetes Loch besa3. Zur Untersuchung des Parasitierungserfolgs bei
eigenstdndiger Wirtssuche wurden 155 bzw. 166 E. locustarum-Larven auf einen
senkrecht mittig im Parasitierungsgefal (500 ml; Glas; Gips-Aktivkohlesubstratsicht:
1 cm) stehenden Holzstab aufgetragen. Nach zwei Tagen wurde der Parasitenbefall
bestimmt und die Wirte in kleine Gitterkdfige (10 x 20 x 20 cm; 29 £ 2 °C; relative
Luftfeuchtigkeit: 58 = 10 %; 16 L:8 D) mit Futter umgesetzt; geschlechtsreife Weibchen
erhielten zusitzlich einen Eiablagebecher. Jeden zweiten Tag wurde die Anzahl der
selbststindig gelosten Larven protokolliert. AuBerdem wurde die Parasitierungsdauer
bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 28 +10 % in einer trockenen Kammer

(39 x 21 x 23 cm; Trocknungsmittel: Kieselgel; 29 £ 2 °C; 16 L:8 D) untersucht.

Des Weiteren wurde die Moglichkeit der Ubertragung parasitierender
E. locustarum-Larven von einem toten auf einen vitalen potentiellen Wirt getestet. Dazu
wurde ein adultes S. piceifrons-Weibchen fiir ein bis zwei Tage zusammen mit einer
toten parasitierten Heuschrecke in einem 50 ml Greinerrdhrchen gehalten. Versuche zur
Wirtsspezifitidt von E. locustarum-Larven wurden nicht durchgefiihrt, weil die Gattung
Acrididae (Orthoptera)-spezifisch ist (Welbourn 1983; Wohltmann et al. 1996).

3.14. Effekte parasitierender E. locustarum-Larven auf S. piceifrons

Die Beeintrachtigung von S. piceifrons durch den Parasitismus wurde anhand der
Uberlebensdauer und der Reproduktionsrate der Weibchen, gekennzeichnet durch die
Gelegegrofle und das Eivolumen (Berechnung als Rotationsellipsoid), eingeschitzt.
E. locustarum-Larven beziehen alle Néahrstoffe aus der Wirtshimolymphe. Lipide

dienen vor allem als Ressource zur Uberdauerung des calyptostatischen PN-Stadiums.
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Proteine werden zum neosomatischen Wachstum der Cuticula und zum Aufbau der
Folgestadien (PN, DN) genutzt. Der Lipid- und Proteinverlust der Wirte wéhrend der
Parasitierung wurde ausgehend vom Lipid- und Proteingehalt postparasitischer
E. locustarum-Larven kalkuliert. Wihrend Anderungen im Lipid- und Proteingehalt der
Heuschreckenhdmolymphe Hinweise auf parasiteninduzierte Stoffwechselprozesse

liefern.

Die Hiamolymphentnahme fand bei S. piceifrons-Weibchen (wéhrend und nach der
Parasitierung) durch Anstechen der Intersegmentalhaut zwischen Kopf und Halsschild
statt. Pro Tier wurden mit einer Glaskapillare (20 ul) 10-20 pl Hamolymphe
abgenommen, 1:1 in Insektenringer (Zusammensetzung siche Kap. 3.2.3) verdiinnt und
bei -18 °C gelagert. Zur weiteren Aufarbeitung wurden die Proben zentrifugiert
(10 min; 4 °C; 588 g). Vom Uberstand wurden 10 pl fiir die Lipidextraktion mit 30 ul
Insektenringer und 100 pl Chloroform:Methanol (1:1) versetzt, geschiittelt, nach 10 min
erneut geschiittelt und anschlieend fiir 10 min bei 4 °C und 588 g zentrifugiert. Die
untere organische Phase wurde abgenommen, mit Stickstoff eingedampft und in 40 pl
Chloroform aufgenommen. Die quantitative Analyse des Gesamtlipidgehalts wurde
nach der Sulphovanillin-Methode (modifiziert nach Zollner & Kirsch 1962)
durchgefiihrt. Zur Doppelbestimmung wurden je 20 ul der Chloroformprobe mit 500 pl
konzentrierter Schwefelsdure (95 - 97 %; Applichem) versetzt, gemischt, 10 min bei
95 °C im Thermoblock erhitzt und in Eis abgekiihlt. Zu 100 pl Probe wurden 1000 pl
Sulpho-Phospho-Vanillin Farbreagenz (13 mmol Vanillin (Sigma-Aldrich) in 14 mol
Phosphorsédure (Applichem)) pipettiert, gemischt und nach 30 min wurde die Extinktion
bei 547 nm gemessen (Spektrophotometer Beckman DU640). Als Standard diente eine
Cholesterinlosung (Boehringer; 10 mg/ml Ethanol).

Der Gesamtproteingehalt wurde aus dem oben beschriebenen aufgearbeiteten
Héamolymphprobeniiberstand mit der Methode nach Lowry et al. (1951) bestimmt. Die
Probe (0,5 - 1 pl) wurde mit Aqua dest. auf 100 pl aufgefiillt und mit 500 pl Reagenz A
(20 mg CuSO4 * 5 H,0, 40 mg C4H4Na,O¢ * 2 H,0, 2 g Na,CO3 in 20 ml Aqua dest.;
40 ml 5% SDS; 20 ml 0,8 M NaOH) gemischt. Nach 10 min wurde dem Gemisch
250 ml Folin-Reagenz (20 ml Folin (Merck) in 80 ml Aqua dest.) zugefiigt, gemischt
und nach 30 min die Extinktion bei 750 nm gemessen. Die Eichkurve wurde mit einer
BSA-Standardlosung (Merck; 1mg/ml) erstellt. Als Kontrollgruppe dienten
unparasitierte Heuschrecken, bei denen die Applikation von Milbenlarven simuliert

wurde.
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Eine ausreichende Himolymphabnahme war bei E. locustarum-Larven unmdoglich,
deshalb wurde jedes Individuum in 20 pl Insektenringer fiir 4 min durch einen
Sonopuls-Ultraschall-Homogenisator (Bandelin Sonopuls, HF-Generator GM 70,
Ultraschallwandler UW 70; Arbeitsdauer: 0,5 s; 35 W) zerkleinert und die Probe auf
zwei Aliquots aufgeteilt. Ein Aliquot wurde fiir die Lipidbestimmung (sieche oben) mit
30 ul  Insektenringer und Chloroform:Methanol (1:1) extrahiert und der
Gesamtlipidgehalt bestimmt. Wéhrend das zweite Aliquot zentrifugiert und 1 pl des

Uberstands fiir die Proteinbestimmung (siehe oben) verwendet wurde.

3.15. Effekte pradatorischer E. locustarum-DN auf Heuschreckengelege

Zunichst wurde gepriift, ob DN ein Heuschreckengelege unter einer Sandschicht
(Dicke: 2 - 3 cm; Geinerrohrchen: 50 ml) finden. Dazu wurden frisch geschliipfte DN
vermessen und auf die Sandoberflache gesetzt. Nach zwei Wochen wurde der aktuelle
Aufenthaltsort der DN lokalisiert und die DN erneut gemessen; eine Volumenzunahme
wurde als Indikator einer erfolgreichen Nahrungsaufnahme gewertet. Zur Bestimmung
des Nahrungsbedarf der DN wihrend des gesamten Ontogenesestadiums wurde
Einzelindividuen wochentlich ein frisch abgelegtes S. piceifrons-Ei angeboten. Nach
einem Tag wurde die Eihiille auf Einstichstellen (braune melanisierte Punkte) und das
Ei auf einen  Volumenverlust kontrolliert. =~ Zur  Dokumentation  der
Entwicklungsfiahigkeit wurden die Heuschreckeneier mit einem befeuchteten
Zellstoffstiick (1 cm? 10 ul  Leitungswasser) in Eppendorf-Tubes inkubiert
(Dauer: 40 - 48 d; 29 = 2 °C).

3.16. Statistische Auswertung

Die Uberpriifung auf Normalverteilung und die statistischen Datenanalysen (ANOVA;
T-Test, Wilcoxen-Test, Friedman ANOVA, Mann-Whitney-Test, Kruskal-Wallis Test,
y*>-Test, Pearson-Korrelation, Regression, Mantel-Cox Log Rang-Test) erfolgten mit
dem Programm PASW 21.0 fiir Windows. Olfaktometerdaten, Paarungsverhalten von
S. piceifrons und geo- und phototaktisches Verhaltens der Acari wurden mit einer

Kontingenztafel- und Kontrastanalyse ausgewertet (Warnstorff & Dorfel 1998). Alle

Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardfehler (SE) oder als Median (%) und
Interquartilabstand (IQR) bei nicht normalverteilten Daten (Shapiro-Wilk Test)
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angeben. Die Anzahl der Testtiere (n) wurde beim statistischen Vergleich von zwei
Gruppen als Individuenanzahl je Gruppe mit n; , bezeichnet; n,.s r kennzeichnet die
gesamte Anzahl der Versuchstiere und die Replikationen je Test. Als Signifikanzniveau

wurde p < 0,05 festgelegt.
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4.  Ergebnisse

4.1. Identifikation der Pheromone bei S. piceifrons

Die Chromatogramme adulter S. piceifrons-Miannchen enthalten neben einem kleineren
Peak (Substanz 1 Retentionszeit (RT): 9,377 min) zwei charakteristische Hauptpeaks
(2: 10,264 min; 3: 10,786 min; Abb. 4.1), deren Vorkommen an die Geschlechtsreife
gekoppelt ist. Vereinzelt sind die Substanzen in geringen Mengen auch im Bouquet
adulter Weibchen enthalten (<17 %; Tab. 4.1). Substanz 2 wurde aufgrund ihres
charakteristischen =~ Massenspektrums  (Basispeak: m/z91;  Abb. A.4.1) als
Phenylalkylverbindung klassifiziert. Ein Vergleich mit der Spektrenbibliothek NIST
(NIST MS Search Version 2.0) fiihrte zur Identifikation als Phenylethylalkohol (PEA),
bestdtigt durch RT- und Spektrenvergleich mit der Reinsubstanz (Abb. A.4.2). Ein
Spektrenabgleich mit NIST zeigte, dass es sich bei Peak 1 und 3 um ungesittigte
primdre Alkohole handelt. Nach der Acetylierung waren die Ausgangspeaks
verschwunden und zwei neue Peaks (RT: 11,568 min bzw. 12,756 min; Abb. A.4.3)
entstanden. Die EI-Spektren zeigten charakteristische Fragmente fiir primaére
aliphatische Acetate ([M-AcOH]™": m/z 43) (Abb. A.4.1). Bei der Ionisierung im MS
brechen die entstandenen DMDS-Derivate (RT: 19,057 min bzw. 20,102 min; [M]+':
m/z 264 bzw. m/z 278; Abb. A.4.3) bevorzugt an den beiden Thiomethylgruppen, der
Position der ehemaligen Doppelbindung. Das Spektrum des zweiten Addukts enthielt
markante Fragmente bei m/z 131 und m/z 87, (Abb. A.4.1), welche charakteristisch fiir
ein Acetatmethylthiolation nach Essigsdureabspaltung sind. Dies bedeutet, dass sich die
Doppelbindung an Position 3 befindet und die Substanz 3 als 3-Nonen-1-ol identifiziert
wurde (Abb. A.4.4). Auch das erste Addukt enthielt ein prominentes Ion m/z 131 und
wurde als 2-Okten-1-ol bestimmt. Der erfolgreiche und korrekte Ablauf der
Acetylierung und Derivatisierung wurde mittels Reinsubstanzen bestitigt. Durch Co-
Injektion beider Sterioisomere auf einer chiralen Séule erfolgte deren Trennung
(2-Okten-1-ol: 10,636 min (trans) bzw. 10,800 min (cis); 3-Nonen-1-ol: 11,730 min
(trans) bzw. 12,008 min (cis)). S. piceifrons-Méannchen emittieren von beiden priméren
Alkohole jeweils die cis-Isomere (Abb. A.4.5-A.4.7). Die Aromaten Guaiacol
(9,784 min), Veratrol (10,631 min) und Phenol (7,980 min) kommen sowohl in
Mainnchen- als auch Weibchenproben vor (Abb. 4.1) und wurden durch einen Vergleich

mit synthetischen Substanzen verifiziert (Abb. A.4.1; Abb. A.4.2).
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Alle identifizierten Stoffe waren sowohl bei Antennen sub- als auch adulter
S. piceifrons  elektroantennographisch ~ aktiv.  (RT  von  Phenol: 14,998 min;
z-2-Okten-1-o0l: 16,668 min; Guaiacol: 17,358 min; PEA: 17,705 min;
Veratrol: 17,973 min; z-3-Nonen-1-ol: 18,197 min; Abb. 4.2). Ebenso reagierten die
Antennen auf alle synthetischen Substanzen und deren cis/trans Isomere

(Abb. A.4.8 - A.4.10).
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Abb. 4.1: normalisiertes Totalionenchromatogramm von subadulten (diinne Linie) und adulten
(dicke Linie) Mannchen und Weibchen; CLSA-Probe von je 6 gregdren Individuen;
z-2-Okten-1-ol (1),PEA (2), z-3-Nonen-1-ol (3), Phenol (P), Guaiacol (G), Veratrol (V)
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Abb. 4.2: Reaktion von adulten S. piceifrons-Mannchen- und Weibchenantennen auf die CLSA-
Probe adulter gregérer S. piceifrons-Mannchen; z-2-Okten-1-ol (1),PEA (2), z-3-Nonen-1-ol (3),
Guaiacol (G), Veratrol (V)
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4.2. Abgabe der Pheromone bei S. piceifrons

Zufillig ausgewdhlte geschlechtsreife gregére S. piceifrons-Mannchen emittieren sehr
variable Pheromonmengen (Tab. 4.1). Uber 70 % der CLSA-Proben enthielten PEA in
Mengen zwischen 0,97 - 6181,46 ng/Tier/h und z-3-Nonen-1-ol in Quantititen von
1,66 - 3652,68 ng/Tier/h. Z-2-Okten-1-ol kam in kleineren Mengen
(0,30 - 733,14 ng/Tier/h) vor und fehlte in iiber 60 % der Proben. Hohe Schwankungen
wurden auch bei Einzeltieren mit der SPME-Technik ermittelt. 99 % der untersuchten
adulten Méannchen gaben z-3-Nonen-1-ol im Bereich von 0,51 - 7543,71 ng/Tier/h
(856,42 + 34,26 ng/Tier/h; n=611) ab, gefolgt von PEA mit 0,63 - 5297,83 ng/Tier/h
(96 %; 570,87 + 30,93 ng/Tier/h; n=591) und z-2-Okten-1-ol mit
0,99 - 2341,95 ng/Tier/h (70 %; 146,75 + 13,91 ng/Tier/h; n = 432).

Auffillig war, dass die PEA-Emission innerhalb des gesamten
Untersuchungszeitraums abnahm (Regression: n=619; r=-0,414; p<0,001;
b=-1,031"; F=127,549). In der ersten Hilfte dieser Studie (07.2009 - 02.2010)
wurden 863,33 + 46,01 ng/Tier/h PEA detektiert, im zweiten Teil (09.2010 - 10.2012)
jedoch nur 263,17 + 32,38 ng/Tier/h (ANOVA; PEA: F=111,721; FG=1; p<0,001;
z-2-Okten-1-ol: F=1,693; FG=1; p=0,194; z-3-Nonen-1-ol: F=2,710; FG=1;
p =0,100). Beim Beginn der Untersuchung (07.2009 - 09.2009) folgt der Quotient aus
(z-3-Nonen-1-ol - PEA)/(z-3-Nonen-1-ol + PEA) einer bimodalen Verteilung: ein
Maxima entspricht der Maénnchengruppe mit hoherer PEA- gegeniiber der
z-3-Nonen-1-ol-Emission (Quotient <0; -0,527 +£0,0314; -0,860 - (-0,130); Median
(;) =-0,533; IQR=0,329; n=41); das Verhéltnis der beiden Substanzen in der
zweiten Gruppe ist invers (Quotient>0; 0,524 +0,029; 0,010 - 1,000; X = 0,547,
IQR =0,292; n=65; Abb. 4.3). Durch die kontinuierliche PEA-Abnahme folgt die
Verteilungscharakteristik im Messzeitraum vom Oktober 2009 bis Januar 2010 einer
unimodalen Verteilung mit einem Plateau von -0,5 bis 0,5 (-0,056 +0,028;
-0,970 - 1,000; X = -0,108; IQR =0,502; n=204). Die weitere drastische Reduktion
der PEA-Emission, teilweise bis zur vollstdndigen Einstellung (Quotient = 1), bedingt
die Haufung der Quotientenklassen 0,8 bis 1. Die Verteilung verschob sich in Richtung
einer iibermiBigen bis ausschlieBlichen z-3-Nonen-1-ol-Abgabe (0,577 + 0,029;
-1,000 - 1,000; X = 0,773; IQR = 0,632; n = 305). Bei der wiederholten Bestimmungen
des Pheromon-Quotienten von 18 zufillig ausgewidhlten gregiren Miannchen liel sich

jedes Tier eindeutig klassifizieren: als Individuum mit einer permanent hoheren



4. Ergebnisse 38

z-3-Nonen-1-ol-Emission im Vergleich zu PEA (61,1 %; T-Test gegen Quotient = 0:
alle T>2,640; FG >4; p <0,033) oder mit dominierender PEA-Abgabe (38,9 %; alle
T <-5,000; FG > 4; p <0,002; Abb. 4.4).

S. piceifrons-Mannchen synthetisieren PEA aus Phenylalanin (Kap. 4.4). Jedoch
steigerte eine erhohte Phenylalanin-Aufnahme iiber die Nahrung durch zusitzliche
Fiitterung mit Phenylalanin-reichem Hamsterfutter (Wilcoxon-Test: Z = -1,682; FG = 1;
p =0,093; n = 10) oder mit Phenylalanin-bestdubten Haferflocken (Z =-0,507; FG = 1;
p=0,612; n=7) nicht die PEA-Emission (Abb. A.4.11). Ebenfalls unbeeinflusst vom
Phenylalanin-Gehalt der Nahrung waren z-2-Okten-1-ol- und z-3-Nonen-1-ol-Abgabe
(z-2-Okten-1-ol Hamsterfutter: Z =-0,734; FG=1; p=0,463; n=10; Phenylalanin:
72=-0,674; FG=1; p=0,500; n=7; z-3-Nonen-1-ol Hamsterfutter: Z=-0,357;
FG=1;p=0,721; n = 10; Phenylalanin: Z =-1,014; FG=1; p=0,310; n=7).

Tab. 4.1: Detektionshaufigkeit (%) und Pheromonmenge (nur bei Detektion als MW £ SE) in
CLSA-Proben gregarer S. piceifrons-Individuen

Sex Mannchen Weibchen
Alter subadult adult subadult adult
(n=3) (n =43) (n=10) (n = 25)
z-2-Ok- ng/Tier/h | 59,29 + 12,80* 261,72 + 50,88 n.d. 15,07 £ 6,15
ten-1-ol % 25,6* 39,5 0,0 8,0
PEA ng/Tier/h n.d. | 1287,44 + 279,28 34,92 + 0,00 9,75+ 0,00
% 0,0 79,1 10,0 4,0
z-3-No- ng/Tier/h n.d.| 958,12 + 181,08 n.d. | 133,90 + 98,31
nen-1-ol | % 0,0 72,1 0,0 16,0
Phenol ng/Tier/h 1,85+ 0,00 | 562,48 + 193,57 | 364,04 + 284,35 | 232,19 + 113,13
% 33,3 44,2 90,0 52,0
Guaiacol ng/Tier/h | 74,56 + 73,72 126,37 + 39,55 | 661,83 + 277,63 | 289,12 + 73,11
% 100,0 53,5 100,0 100,0
ng/Tier/h 3,92 £ 0,00 168,74 + 75,93 20,01 £ 18,77 46,94 + 31,39
Veratrol
% 33,3 41,9 60,0 32,0

n.d. nicht detektiert; * Daten basieren auf SPME-Messungen zur altersabhangigen
z-2-Okten-1-ol-Abgabe (n = 39; vgl. Kap. 4.2.1. und Abb. 4.5), da in keiner der CLSA-Proben
z-2-Okten-1-ol detektiert wurde
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Abb. 4.3: Anderung der Haufigkeitsverteilung des Quotienten aus z-3-Nonen-1-ol und PEA von
einer bimodalen zur schiefen Verteilung durch Reduktion bzw. Einstellung der PEA-Emission
bei adulten gregaren S. piceifrons-Mannchen
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Abb. 4.4: Konstanz des Quotienten aus (z-3-Nonen-1-ol - PEA)/(z-3-Nonen-1-ol + PEA) bei

wiederholten Pheromon-Messungen (Messzeitraum: 5 -9 d (hellgrau); 10 — 15 d (dunkelgrau);
16 — 21 d (weil)) bei adulten gregaren S. piceifrons-Mannchen
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4.2.1. Abhéngigkeit der Pheromonemission vom Alter und Korpermasse

Sowohl der Beginn der z-3-Nonen-1-ol als auch der PEA-Emission fiel mit der
einsetzenden Geschlechtsreife, gekennzeichnet durch das Stattfinden der ersten
Kopulationen im Alter von 20 Tagen nach dem AS, zusammen (Abb. 4.5). Im Alter von
27 Tagen erreichte PEA- und z-3-Nonen-1-ol-Emission ihr Maximum und blieb mit
zunehmendem Alter der Heuschrecken konstant (SPME, Korrelation nach Pearson:
PEA: n=564; r=0,004; p=0,927; z-3-Nonen-1-ol: n=584; r=0,019; p = 0,640).
Z-2-Okten-1-o0l emittierten sowohl sub- als auch adulte S. piceifrons-Mannchen
altersunabhéngig (SPME: n =413; r=0,037; p = 0,454).

Bei  geschlechtsreifen  gregdren  S. piceifrons-Ménnchen  korrelierten
z-2-Okten-1-ol- und z-3-Nonen-1-ol-Abgabemengen positiv (n=428; r=0,125;
p=0,010). Z-2-Okten-1-ol- und PEA wurden hingegen unabhdngig voneinander
emittiert (n=419; r=0,028; p=0,563). Auch z-3-Nonen-1-ol und PEA wiesen zu
Beginn der Analyse keine Korrelation auf (Zeitraum: 07.2009 - 09.2009; n=103;
r=0,143; p=0,151). Jedoch korrelierten bei spdteren Messungen beide Substanzen
positiv  (10.2009 - 10.2012; n=484; r=0,290; p<0,001), verursacht durch die
Reduktion der PEA-Abgabe (siche oben).

Eine Korrelation zwischen der Korpermasse der Ménnchen und der
Pheromonemission trat ausschlieBlich fir PEA auf (Regression: n=271; r=0,207;
p=0,001; b="714,124; F = 12,021; Korrelation nach Pearson: z-2-Okten-1-ol: n = 183;
r=-0,046; p = 0,536; z-3-Nonen-1-ol: n =275; r =-0,020; p = 0,738).
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Abb. 4.5: Beginn der Pheromonabgabe von 16 S. piceifrons-Mannchen aus der Zucht
(wiederholte Messungen); hellgraue Rauten, schwarze Linie: PEA; weilde Vierecke, gepunktete
Linie: z-3-Nonen-1-ol; dunkelgraue Dreiecke: z-2-Okten-1-ol; dicker schwarzer Pfeil: erste
Kopulationen; MW + SE

4.2.2. Einfluss der Anwesenheit von Artgenossen auf die Pheromonemission

Adulte gregdre S. piceifrons-Mannchen stellten innerhalb einer siebentdgigen Isolation
ithre z-3-Nonen-1-0l- und PEA-Emission ein (Wilcoxon-Test, z-3-Nonen-1-ol:
7 =-5442; FG=1; p<0,001; n=39; PEA: Z=-5428; FG=1; p<0,001; n=39;
Abb. 4.6). In reinen Minnchen-Gruppen reduzierten die Heuschrecken die PEA-Abgabe
im mittel um 45 % und die z-3-Nonen-1-ol-Abgabe um zwei Drittel gegeniiber den
Ausgangswerten (PEA: Z=-1,859; FG=1; p=0,063; n=7; z-3-Nonen-1-ol:
7 =-2,028; FG=1; p=0,043; n= 7). Diese Pheromonmengen waren jedoch hoher als
diejenigen  der  isolierten = ménnlichen  Artgenossen  (Mann-Whitney-Test,
z-3-Nonen-1-ol: Z=-3,750; FG=1; p<0,001; n;»=7,39; PEA: Z=-4,144; FG =1,
p <0,001; n;»=7,39). Auch die zunichst gruppierten und anschlieBend isolierten
Minnchen stoppten ihre z-3-Nonen-1-ol- und PEA-Emission komplett (reine
Minnchengruppen beide Substanzen: Z =-2,023; FG=1; p=0,043; n=15; gemischte
Gruppen beide Substanzen: Z =-2,366; FG=1; p=0,018; n= 7).

Bei der siebentégigen Gruppierung der Minnchen in der CLSA mit zweitagiger

Pheromonbestimmung war eine kontinuierliche PEA- und z-3-Nonen-1-ol-Abnahme
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auf 22 % bzw. 26 % des Ausgangswerts zu beobachten (Abb. A.4.12). Direkt nach der
Isolation wurde die Pheromonemission vollkommen eingestellt. Bei Regruppierung in
Mainnchengruppen stiegen nach drei Tagen die emittierten PEA- und z-3-Nonen-1-ol-
Mengen leicht an (9 % bzw. 15 % des Ausgangswerts). Eine signifikante Zunahme der
Pheromonemission innerhalb von sieben Tagen war jedoch nicht nachweisbar
(z-3-Nonen-1-ol: Z=-0,830; FG=1; p=0,406; n=6; PEA: Z=-0,769; FG=1;
p=0,442; n=06).

Nur die Gruppierung vormals isolierter Méannchen in gemischt geschlechtlichen
Gruppen induzierte eine signifikante Steigerung der z-3-Nonen-1-ol- und PEA-
Emission (beide Substanzen: Z=-3,059; FG=1; p=0,002; n=12). Das
Ausgangsniveau wurde allerdings nicht erreicht (beide Substanzen: Z = 2,667; FG = 1,
p =0,008; n=12). Eine kontinuierliche Pheromonemission fand nur bei gemeinsamer
Haltung von adulten Minnchen und Weibchen statt (z-3-Nonen-1-ol: Z =-1,726;
FG=1;p=0,084;n=14; PEA: Z=-1,099; FG=1; p =0,272; n = 14; Abb. 4.6).

Der FEinfluss von An- bzw. Abwesenheit adulter Weibchen auf die
Pheromonabgabe der S. piceifrons-Ménnchen wurde in einem separaten Versuch mit
konstanter Populationsdichte bestitigt. In reinen Mannchengruppen reduzierte sich die
z-3-Nonen-1-ol-Emission signifikant (Z =-1,965; FG = 1; p =0,049; n = 17), hingegen
verhinderte die Gruppierung mit Weibchen eine Abnahme (Z=-0,631; FG=1;
p=0,528; n=18). Analog zum Isolations- und Regruppierungsversuch, unterschied
sich die PEA-Emission zwischen Versuchsbeginn und —ende weder in reinen
Minnchengruppen (Z=-0,517, FG=1; p=0,605; n=17) noch in Gruppen mit
Weibchen (Z =-0,196; FG =1; p = 0,845 n = 18; Abb. A.4.13).

Stattdessen war die PEA-Emission von der Ménnchenanzahl pro Gruppe abhéngig.
In Gruppen mit einem oder zwei Mannchen herrschte keine oder nur geringe sexuelle
Konkurrenz und die PEA-Abgabe war gegeniiber dem Ausgangswert verringert
(Wilcoxon-Test: 13+19: Z=-2,103; FG=1; p=10,035; n=14; 28+19: Z =-2,667,;
FG=1; p=0,008; n=12; Abb. A.4.14). Der gleiche Effekt trat bei mehr Weibchen je
Gruppe auf (18+39: Z2=-2,521; FG=1;p=0,012; n=8; 23+29: Z=-2,521; FG = 1;
p =0,012; n =8). Erst bei Anwesenheit von mindestens drei konkurrierenden Mannchen
blieb die PEA-Emission konstant gegeniiber dem Ausgangsniveau (33+19Q: Z =-1,755;
FG=1; p=0,079; n=20; 43+1%9: Z=-1,306; FG=1; p=0,191; n=16). Eine
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Relation zwischen Mainnchenanzahl und PEA-Emission kann aufgrund der hohen

individuellen Schwankungen nicht abgeleitet werden.

Die Reduktion der PEA-Emission bei der Gruppierung von vier Midnnchen
(Z=-3,309; FG=1; p=0,001; n=16) widerspricht einer Weibchen-unabhingigen
Pheromonabgabe. Jedoch weisen nicht quantifizierte Beobachtungen auf den Einfluss
volatiler Weibchensubstanzen als Anreiz fiir sexuelle Konkurrenz zwischen Mannchen
hin. Denn bei der Gruppierung von Méannchen mit bzw. ohne Weibchen befanden sich
die Kéifige zusammen in einem Klimaschrank, sodass olfaktorische Stimuli auch in der

Mainnchengruppe Rivalitdt verursachten.

Die z-3-Nonen-1-ol-Emission nahm unabhingig vom Geschlechterverhiltnis oder
der Populationsdichte stressbedingt (Kap.4.2.3.) in allen Designs signifikant ab
(Tab. A.4.1). Demgegeniiber war die z-2-Okten-1-ol-Abgabe unbeeinflusst von der
Populationsdichte der Ménnchen (Abb. A.4.14; Tab. A.4.1), der An- bzw. Abwesenheit
adulter S. piceifrons-Weibchen (ohne Weibchen: Z =-0,596; FG=1; p=0,551; n= 17,
mit Weibchen: Z=-0,414; FG=1; p=0,679; n=18; Abb.A.4.13) und der
Populationsdichte (Isolation versus gregir: Z =-1,769; FG = 1; p=0,077; n;, = 14,39;
Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Anderung der Pheromonemission adulter S. piceifrons-Mannchen in Abhangigkeit von
der Populationsdichte; unterbrochene Linie: 7-tdgige Gruppierung und anschlieBend Isolation;
durchgezogene Linie: Isolation und anschlieRend Regruppierung; schwarz:
Gruppierung/Regruppierung in reinen Mannchengruppen; grau: Gruppierung/Regruppierung im
Zuchtkafig mit adulten Mannchen und Weibchen (grau)

4.2.3. stressbedingte Reduktion der Pheromonemission

Wiederholte tagliche Beriihrungen induzierten innerhalb von drei Tagen bei adulten
S. piceifrons-Miannchen eine signifikante Reduktion sowohl der PEA-Abgabe um
40,1 £11,4% (3,9 - 80,5 %; Wilcoxon-Test: Z=-2,366; FG=1; p=0,018;, n=7;
Kontrolle: Z =-0,296; FG=1; p=10,767; n=9) als auch der z-3-Nonen-1-ol-Emission
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um 31,4+10,0% (2,5-66,3%; Z=-2,366; FG=1; p=0,018; n=7; Kontrolle:
7=-0,889; FG=1;p=0,374;n=9; Abb. A.4.15).

Ein Einfluss des Stresshormons Octopamin auf die z-3-Nonen-1-ol-Emission
wurde durch Octopamin-Injektionen ausgeschlossen (Z=-1,682; FG=1; p=0,093;
n = 10; Kontrolle: Z =-1,955; FG=1; p=0,051; n=9; Abb. A.4.16). Auch die PEA-
Abgabe war unabhédngig vom Octopamin-Level der Himolymphe (Z =-1,400; FG = 1;
p=0,161; n=10; Kontrolle: Z =-2,429; FG=1; p=0,015; n =9). Die PEA-Reduktion
innerhalb der Kontrollgruppe wird als Artefakt der hohen individuellen Schwankungen

interpretiert.

Die z-2-Okten-1-ol-Emission war vollkommen unbeeintrachtigt von Stress durch
Handling (Z=-0,105; FG=1; p=0,917; n=7; Kontrolle: Z=-0,533; FG=1;
p=0,594; n=9; Abb. A.4.15) und Octopamin-Injektionen (Z=-0,135; FG=1;
p=0,893; n=10; Kontrolle: Z=-1,014; FG=1; p=0,310; n =9; Abb. A.4.16).

4.3. Regulation der Pheromon-Biosynthese

Zum Nachweis der Regulation der Pheromonemission durch ein PBAN wurden
verschiedene Peptidextrakte aus dem Nervengewebe von adulten S. piceifrons auf ihre
pheromonotrophe Wirkung untersucht. Aktivierend auf die z-3-Nonen-1-ol-Emission
adulter S. piceifrons-Ménnchen wirkten ausschlieBflich Injektionen mit TG-Extrakten
von Weibchen (Mann-Whitney-Test (Bonferroni korrigiert): Z=-3,203; FG=1;
p=0,006; n;»=38,51; Tab. A.4.2; Abb. A.4.17) und Miénnchen (Z=-4,166; FG=1;
p<0,001; n;,=17,51) und die UG-Extrakte weiblicher S. piceifrons (Z =-3,203;
FG=1;p=10,006; n;»=8,51). Die PEA-Abgabe wurde durch keinen Extrakt stimuliert
(alle Z>-2,556; FG=1; alle p>0,066; Tab. A.4.2). Da ein artifizieller Stopp der
z-2-Okten-1-ol-Emission nicht moglich war (vgl. Isolation, Kap. 4.2.2.), konnte die

z-2-Okten-1-ol nicht untersucht werden.

Der enzymatische Peptidverdau bekréftigt die Wirkung eines pheromonotrophen
Neuropeptids. Erwartungsgemal stimulierte das mit Proteinase K verdaute TG-Aliquot
nicht die z-3-Nonen-1-ol-Abgabe (Z=-1,097; FG=1; p=1,000; n;,=35,29;
Tab. A.4.3; Abb. A.4.18). Jedoch waren neben der Positivkontrolle (Z = -3,400; FG = 1;
p = 0,004; n; » = 8,29), weder das mit Reaktionspuffer oder bei 95 °C inkubierte Aliquot
aktiv (Reaktionspuffer: Z =-1,235; FG=1; p=0,868; n;,=7,29; 95 °C: Z =-1,445;
FG=1; p=0,592; n;», =7,29). Valide Aussagen zur Stoffklasse und dem Herkunftsort
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des Pheromon-Biosynthese aktivierenden Faktors sind aufgrund der hohen individuellen

Schwankungen der Pheromonemission schwierig.

4.4. Phenylethylalkohol-Biosynthese

Im Radioassay wurde Phenylalanin als Precursor fiir die PEA-Synthese getestet. Dazu
wurden die Hauptabgabeorte von PEA, die Tibien und Femora der vorderen und
mittleren Laufbeine und das Abdomen, untersucht. Die Auftrennung der Extrakte aus
dem Beingewebe funktionierte mittels Diinnschichtchromatographie gut. Der PEA-Spot
(Retentionsfaktor (Ry) = 0,37) war unter dem UV-Licht in allen Proben klar abgegrenzt
(Abb. A.4.19). Hingegen wurden die Bestandteile der Abdomen-Extrakte schlecht
separiert. Nur eine der beiden Abdomen-Proben enthielt geringe Mengen '‘C-PEA
(399,94 pg), wihrend im Bereich unterhalb der PEA-Spots viel '*C-PEA
(871,21 £27,26 pg; n = 2) nachgewiesen wurde. Die entstandenen PEA-Banden aus den
Bein-Extrakten emittierten deutlich messbare Mengen '*C-PEA (536,02 + 132,09 pg;
n =4) und belegten die erfolgreiche Biosynthese von PEA aus Phenylalanin.

Mogliche Zwischenstufen im Stoffwechselweg von Phenylalanin zu PEA sind
Zimtsdure, Phenylethylamin und Phenylpyruvat. Phenylpyruvat ist nicht in Ethylacetat
verdliinnbar und konnte deshalb im Radioassay nicht als Vorstufe getestet werden.
Phenylethylamin zeigte eine sehr starke Affinitdt zur stationdren Phase (R¢=0,006),
deshalb war eine Unterscheidung zwischen einem potentiellen '*C-Phenylethylamin-
Spot aus der tierischen Proben und dem Startpunkt unmoglich. Zimtsdure lieB3 sich gut

auftrennen, jedoch war ihr R-Wert mit 0,42 demjenigen von PEA sehr &hnlich.

4.5. Bildungsort der Pheromone

Eine diskrete Driise als Pheromonabgabeort wurde in mikroskopischen Untersuchungen
an S. piceifrons nicht identifiziert. Alle drei Substanzen wurden stattdessen in variablen
absoluten Mengen von der gesamten Kdorperoberfliche emittiert (Friedman ANOVA;
z-2-Okten-1-ol: y* = 62,864; FG=7; p<0,001; PEA: x> =72,740; FG=7; p <0,001;
z-3-Nonen-1-ol: y*=62,110; FG=7; p<0,001). Hauptabgabeort fir alle drei
Minnchensubstanzen war das Abdomen (Tab.4.2). Zudem gaben Thorax und
Vorderfliigel erhebliche PEA-Mengen ab. Z-3-Nonen-1-ol wurde vor allem bei den

mittleren Laufbeinen und den Sprungbeinen detektiert.



4. Ergebnisse 47

Die Pheromonemission einzelner Korperteile korrelierte nicht mit deren
Oberfliche (Korrelation nach Pearson: n = 152; z-2-Okten-1-ol: r=-0,029; p =0,721;
PEA: r=-0,025; p = 0,761; z-3-Nonen-1-ol: r =-0,107; p = 0,191). Trotzdem emittierte
das Abdomen, auch in Relation zur Korperoberfliche, die betrdchtlichsten relativen
PEA- (1,2 + 0,3 ng/h/mm?) und z-3-Nonen-1-ol-Mengen (3,3 = 0,9 ng/h/mm?; Abb. 4.7;
Tab. 4.2). Dabei erfolgte die Hauptabgabe mit 1,0+ 0,3 ng/h/mm?> PEA und
1,3 + 0,6 ng/h/mm? z-3-Nonen-1-ol von den Sterniten (Wilcoxon-Test; beide
Substanzen: Z=-2,201; FG=1; p=0,028; n=6), die proximalen und distalen
Abdomensegmente unterschieden sich nicht (PEA: Z=-0,845; FG=1; p=0,398;
n=7; z-3-Nonen-1-ol: Z=-0,676; FG=1;p=10,499; n= 7).

Die absolute maximale z-2-Okten-1-ol-Emission fand durch das Abdomen statt. Das
Fehlen der Substanz in den Sternit- und Tergit-Proben beruht auf der individuellen und

interindividuellen Pheromonemission, die sich in betrdchtlichen Standardfehlern duBert.

[ ]
6 - T L 12
[ ]

(‘/\

S o ®

E 51 F 10 —~
~ N
%’ e
E I
i -
o b E

©

g 3- . L6
= m <
o

- o 2
& 27 ° - 4 2
é’ — ° ° >
o) * y N
& 1 T - -2

’{‘ ﬁé ﬁ : .i Ei@ )

[ ]
0 — i. El = |:_|:| Leg=[

T T T T T T T T
\(\o\),‘ ,“\0‘9* 60“\6“ \),{oe\“e \)‘\oé\(\e \oe\(\e (\\‘\‘)Qe‘\ y «\‘093\
2 2

. W) ae e
s de‘e . \\G‘e 59‘\) Nof e
NS v

Abb. 4.7: Vergleich der relativen Pheromonemission je Korperteil; hellgrau: z-2-Okten-1-ol,
dunkelgrau: PEA, weil3: z-3-Nonen-1-ol
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4.6. Funktion der Pheromone
4.6.1. Olfaktometertest

Die Reaktion der Heuschrecken im Olfaktometer lieferte Hinweise auf die Funktion der
Pheromone. Im unbedufteten Olfaktometer unterschied sich das Ortswahlverhalten
mannlicher und weiblicher S. piceifrons nicht (x*-Test: ¥* = 3,896; FG = 3; p = 0,273).
Beide Geschlechter bevorzugten mit 55,8 % und 56,6 % die Mitte gegeniiber allen
anderen Positionen (&: xz =56,538; FG=3; p<0,001; 9: x2 =56,491; FG=3;
p <0,001) (Abb. 4.8).

Bei Substanzapplikation wurde das Ortswahlverhalten (P) der Heuschrecken im
Olfaktometer durch die verschiedenen Duftstoffe (D) (Kontingenztafelanalyse:
21k = 12(Ho[D x P]) = 34,612; p=0,001) und das Geschlecht (S)
(2Ipg=3(Ho[S x P]) = 11,063; p=0,011) beeinflusst. Insgesamt reagierten nur wenige
Testtiere (8,6 - 21,4 %) auf eine Duftapplikation (Abb. 4.8). Geschlechtsspezifische
Unterschiede = gegeniiber dem  selben = Pheromon  traten  nicht  auf
(2Ipg = 15(Ho[S x P]/D) = 23,427; p =0,075). Gegeniiber dem Wahlverhalten im leeren
Olfaktometer unterschied sich das Verhalten der Médnnchen nur bei z-3-Nonen-1-ol-
Applikation und der Weibchen in Gegenwart des Duftbouquets (Abb. 4.8; Tab. 4.3).
Eine Kontrastbildung in der Variable P (M/li+re+A) belegte, dass z-3-Nonen-1-ol bei
Mainnchen zur signifikanten Steigerung der Lokomotion fithrte
(2lL4¢=1(Ho[D x Pmytirea )/Sminnchen) = 7,397; p = 0,007). Auch bei S. piceifrons-Weibchen
induzierte z-3-Nonen-1-ol eine Erhohung der ungerichteten Lautbereitschaft
(2Lgs= 1(Ho[D x Papiireal/Sweibchen) = 6,864; p =0,009). Dieser Effekt lieB sich bei
Weibchen durch die Applikation des synthetischen Bouquets noch verstirken
(2lar=1(Ho[D X Pwmyiireal/Sweibchen) = 9,774; p = 0,002).

Tab. 4.3: Ortswahlverhalten geschlechtsreifer gregarer S. piceifrons nach Substanzapplikation
gegeniiber dem unbedufteten Olfaktometer; D: Duftstoff; P: Position; S: Geschlecht

Ho[D X P)/Smannchen Ho[D x P}/Sweibchen
Substanz n | 2lgg-s p % | n | 2lg-3 P %"
z-2-Okten-1-ol | 100 | 4,158 | 0,245] 11,0 103 | 1,970 0579 | 8,6
PEA 102 | 3,043 | 0,385 11,7 | 103 | 5264 | 0,153 | 14,4
z-3-Nonen-1-ol | 110 | 11,010 | 0,012 | 19,5| 106 | 7,706 | 0,052 | 17,9
Bouquet 101 | 6,758 | 0,080 | 156 | 105 | 11,527 | 0,009 | 21,4

" Tiere, die bei Pheromonapplikation eine andere Position aufsuchten im Vergleich zum
unbedufteten Olfaktometer
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Abb. 4.8: Ortswahlverhalten geschlechtsreifer S. piceifrons-Mannchen (linke Spalte) und
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Bevorzugung; negative Werte: Meidung); z-2-Okten-1-ol (C, D); PEA (E, F); z-3-Nonen-1-ol (G,
H); Bouquet (1, J); Ort der Substanzapplikation: links (Pfeil)



4. Ergebnisse 51

4.6.2. Pheromone beim Paarungsverhalten

Pheromone konnen als Attractant eine aktive Weibchenwabhl initiieren. Diese Wirkung
wurde fiir z-3-Nonen-1-ol und PEA im Olfaktometer ausgeschlossen. Weiterhin
fungieren Méannchenpheromone als Aphrodisiakum und steigern die Akzeptanz der
Partnerin (Shorey 1973) oder unterdriicken als CIP Angriffe von Konkurrenten bei der
Paarung (fiir S. gregaria: Seidelmann et al. 2002, 2005).

Durch die Applikation von PEA- und/oder z-3-Nonen-1-ol auf ein adultes
S. piceifrons-Weibchen wurde die Paarung mit einem Ménnchen imitiert. Allerdings
unterschied sich das Paarungsverhalten des vermeintlichen Rivalen nicht in
Abhingigkeit von der Substanzemission des Weibchens in: der Zeitspanne bis zum
erstem Aufspringen auf das Weibchen (Kruskal-Wallis Test: y* =4,869; FG = 3;
p=0,184), dem Beginn der Paarung (x2 =6,253; FG=3; p=0,100) oder der
Kopulation (y* = 6,127; FG =3; p=0,106) oder der Anzahl der Attacken (x> = 5,819;
FG=3; p=0,121) (Abb. A.4.20). Nur die Abundanz der Paarungen wurde durch den
Duft des Weibchens (D) beeinflusst ((Kontingenztafelanalyse:
21gG = 3(Ho[D x Paarungsabundanz]) = 9,380; p =0,025). Die Paarungsabundanz bei
Weibchen ohne Pheromonapplikation lag bei 83,3 % (ngs = 12) und reduzierte sich
durch die Applikation des PEA- und z-3-Nonen-1-ol-Mix auf 50,0 % (nge = 8;
21pg = 1(Ho[D x Paarungsabundanz]) =4,007; p=0,045). Die Applikation der
Einzelsubstanzen beeinflusste die Paarungsabundanz nicht (z-3-Nonen-1-ol: 100,0 %;
Nges = 125 2Ipg = 1(Ho[D x Paarungsabundanz]) = 0,565; p=0,452; PEA: 64,3 %;
Nges = 14; 21k = 1(Ho[D x Paarungsabundanz]) = 2,478; p = 0,115).

Die Akzeptanz der Weibchen gegeniiber den Paarungspartnern hing nicht von der
z-3-Nonen-1-ol- und PEA-Abgabe ab. Die Paarungsabundanz der Miannchen ohne
Pheromonemission unterschied sich mit 75,0 % (ngs = 12) nicht von derjenigen der
pheromonemittierenden Partner (81,8 %; nges = 11; xz-Test: x2 =0,157;, FG=1,
p =0,692). Auch die Dauer bis zum Beginn der Paarung variierte mit 195,0 + 84,6 min
mit nicht ,parfiimierten Minnchen und 232,6 £+ 89,0 min mit pheromonemittierenden
Partnern nicht (Mann-Whitney-Test (Bonferroni korrigiert): Z=-0,403; FG=1;
p = 0,686). Folglich wirken z-3-Nonen-1-ol und PEA nicht als Aphrodisiakum.

Erstaunlicherweise beeinflusste die An- bzw. Abwesenheit adulter Weibchen bei

der Haltung der Ménnchen das Paarungsverhalten der Mannchen kaum. Zwischen

isolierten bzw. gruppierten Weibchen-deprivierten Ménnchen und Ménnchen aus der
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Zucht unterschied sich weder die Anzahl der Attacken auf das Weibchen (8,4 £+ 1,6;
0 - 65; n="71; Kruskal-Wallis Test: x2 =1,060; FG =3; p=0,787; Abb. 4.9) noch die
Dauer bis zur 1. Attacke (110,6 +20,3 min; 1,0 - 755,0 min; n = 70; xz =4,191; FG=3;
p=0,242; Abb. 4.9). Nur die Zeitspanne bis zur Paarung variierte (x> = 13,548; FG = 3;
p = 0,004), denn isolierte Méannchen paarten nach 195,0 & 84,6 min signifikant schneller
als Minnchen aus der Zucht (541,3 57,7 min; Mann-Whitney-Test (Bonferroni
korrigiert): Z =-2,896; FG = 1; p = 0,030; alle anderen Z <-2,679; FG = 1; p > 0,060).
Gleichzeitig erzielten isolierte = Weibchen-deprivierte ~Maénnchen mit einer
Paarungsabundanz von 75,0 % (ngs = 12) erfolgreicher Paarungen als Ménnchen aus
der Zucht (37,5 %; nges=24; ¥ =5931; FG=1, p=0,015). Eine gesteigerte
Paarungsmotivation wurde bei gruppierten Weibchen-deprivierten Ménnchen mit einer
Paarungsabundanz von 45,8 % (ng.s = 24) nicht beobachtet (Vergleich mit Mannchen
aus Zucht: y* = 0,343; FG = 1, p = 0,558).

Entgegen den Erwartungen zeigten Weibchen-deprivierte S. piceifrons-Méannchen
nur eine geringe Paarungsmotivation. Deshalb wurde ein  mdglicher
Solitarisierungseffekt, der bei solitiren Heuschrecken zur Meidung von Artgenossen
und einer reduzierten Lokomotion fiihrt (fiir S.gregaria: Roessingh et al. 1993;
Simpson et al. 1999), untersucht: isolierte S. piceifrons-Méannchen legten mit
3,94 £ 0,48 m (0,32 - 11,55 m; n = 33) eine geringere Wegstrecke als Méannchen aus der
Zucht zuriick (5,97 £ 0,52 m; 0,40 - 21,00 m; n = 56; Mann-Whitney-Test: Z = -2,582;
FG=1; p=0,010; Abb. A.4.20). Dabei war die Besetzung des Kompartiments ohne
Einfluss (isoliert: Z=-0,922; FG=1; p=0,722; n; ,=15,18; Zucht: Z=-1,744;
FG=1; p=0,162; n; , = 36,20). Isolierte S. piceifrons-Ménnchen hielten sich im mittel
9,3+ 1,3 cm (3,4 - 25,5 cm; max. mdglicher Abstand: 25,5 cm; n = 18) entfernt von der
Heuschreckengruppe auf und verhielten sich damit wie ihre Artgenossen aus dem
Zuchtkéfig (10,0+0,8cm; 5,3-20,2cm; n=20; Z=-1,199; FG=1; p=0,239;
Abb. A.4.20). Der Besatz des Kompartiments mit Heuschrecken fiihrte bei keiner der
beiden Mainnchengruppen zur Abstoung oder Anziehung (isoliert: 9,5+ 0,9 cm;
24-255cm; n=33; Z2=-0,362; FG=1; p=1,000; n;,=15,18; Zuchtméinnchen:
10,7+ 0,5cm; 5,3-21,7cm; n=56; Z=-0,940; FG=1; p=0,694; n; »=36,20),

sodass ein Solitarisierungseffekt ausgeschlossen wird.
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4.6.3. Kryptische Weibchenwahl (,,cryptic female choice®) basierend auf der

Pheromonemission des Mannchens

S. piceifrons-Weibchen wéhlten nicht direkt zwischen Paarungspartnern. Eine
postkopulatorische Weibchenwahl nach zwei sukzessiven Paarungen wurde mit Hilfe
der sterilen Minnchentechnik untersucht. Etabliert wurde diese Technik bei

S. americana.

Die  natiirliche  Unfruchtbarkeit,  durch  ineffiziente = Befruchtung  oder
Gametensterblichkeit, eines S.americana-Paares aus der Zucht lag bei 1,0 - 44,4 %
(Tab. 4.4; Abb. 4.10). Durch eine Bestrahlung mit 4 Gy nahm die Sterilitdt um den
Faktor 3,5 zu (14,8 - 100,0 %; Z=-3,613; FG=1; p<0,001) und erhdhte sich mit
zunehmender Dosis. Bei 50 Gy war die optimale Strahlendosis mit einer Sterilitdt von
88,5-100,0% erreicht. In nicht quantifizierbaren Studien wurden keine
Einschriankungen in der Lokomotion und Paarungswilligkeit der bestrahlten Ménnchen
beobachtet. Allerdings verringerte sich mit zunehmender Strahlungsdosis die
Uberlebenszeit: Unterschiede zu Kontrolltieren traten ab einer Dosis von 8 Gy auf
(Mantel-Cox Log Rang-Test: X2 =6,824; p =0,009; Tab. 4.5; Abb. 4.11). Die maximale
Uberlebensdauer betrug nach einer Bestrahlung mit 50 Gy 22 Tage und wurde von
6,5 % der Testtiere erreicht, wihrend 25,7 % der Kontrolltiere das Versuchsende nach

58 Tagen iiberlebten.

Tab. 4.4: Sterilitat bei S. americana-Mannchen, ausgel6ést durch natirliche und ionisierende
Strahlung

Sterilitét (%) Mann-Whitney-Test gegen 0 Gy

Behand- (Bonferroni korrigiert; FG = 1)
lung MW + SE min max z p n

0 Gy 18,3+2,6 1,0 44 4 26
4 Gy 64,7+ 10,5 | 14,8 | 100,0 -3,613 < 0,001 8
8 Gy 722+89 | 354 | 100,0 -4,061 < 0,001 8
16 Gy 78,8+4,7 | 62,5| 100,0 -4,416 < 0,001 9
25 Gy 944+35| 835 | 100,0 -3,492 < 0,001 5
50 Gy 984+1,6 | 885 | 100,0 -4,019 < 0,001 7
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Abb. 4.10: Dosiswirkungskurve der Bestrahlung bei S. americana-Mannchen: Haufigkeit steriler
Eier innerhalb des ersten Geleges, als Indikator fir die induzierte Sterilitdt (%); als Vergleich
naturliche Sterilitdt unbehandelter Mannchen und natirliche Sterblichkeit unbefruchteter Eier
jungfraulicher Weibchen

Tab. 4.5: mittlere Uberlebenszeit (+ SE) von geschlechtsreifen S. americana-Mannchen nach
der Behandlung mit ionisierender Strahlung; Berechung nach Kaplan-Meier-Methode; Mantel-
Cox Log Rang-Test zum Vergleich der Uberlebensverteilungen mit der Kontrolle (0 Gy)

Uberlebenszeit Mantel-Cox Log Rang-Test
Behand- nach Behand- gegen 0 Gy (FG =1)
lung lung (d) X p n
0 Gy 32,9+3,6 35
4 Gy 28,6 + 3,8 0,227 0,634 20
8 Gy 214+25 6,824 0,009 20
16 Gy 17,1+£1,2 12,342 | <0,001 14
25 Gy 11,6+1,3 23,501 | < 0,001 15
50 Gy 11,8+0,9 34,363 | <0,001 31
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Uberlebenswahrscheinlichkeit

25 Gy—'—. L.
50 cy—— |16 Gy i8 Gy

0,0 ~

Uberlebenszeit (d)

Abb. 4.11: Uberlebensfunktion nach Kaplan-Meier fiir unbestrahlte S. americana-Mannchen und
nach der Behandlung mit ionisierender Strahlung; + zensierte Falle

Bei S. piceifrons-Parchen aus der Zucht betrug die natiirliche Unfruchtbarkeit
43,8+ 10,3 % (7,1 - 86,7 %; n = 8; Abb. 4.13); parthenogenetisch pflanzten sich virgine
S. piceifrons-Weibchen zu 9,3 + 3,7 % (0,0 — 18,2 %; n = 5) fort. Eine Bestrahlung mit
50 Gy induzierte bei S. piceifrons-Ménnchen eine Sterilitit von 99,4+ 0,4 %
(97,8 - 100,0 %; n = 6), die signifikant hoher als bei den unbestrahlten Kontrollen war
(Mann-Whitney-Test (Bonferroni korrigiert): Z=-3,133; FG=1; p=0,0006).
Gleichzeitig reduzierte diese Bestrahlung die mittlere Uberlebenszeit von 18,4 = 1,8 d
(n=39) auf 10,2+0,9d (n=50; Mantel-Cox Log Rang-Test: x> =19,954; FG = I;
p <0,001; Abb. 4.12). Eine Beeinflussung oder Verdnderung des Paarungsverhaltens

wurde nicht beobachtet.

Die sukzessive Verpaarung eines jungfraulichen S. piceifrons-Weibchens mit
einem sterilen z-3-Nonen-1-ol und PEA emittierenden Miannchen gefolgt von einem
isolierten kein Pheromon emittierenden Maénnchen (RN) bewirkte eine
Embryonensterblichkeit von 89,1 +£12,2 % (68,6 - 100,0 %; n=4; Abb. 4.13). Diese
hohe Sterblichkeit belegt die Bevorzugung der Spermien des sterilen z-3-Nonen-1-ol
und PEA-emittierenden Ménnchens (T-Test gegen den Testwert von 50 % bei Sperma-
Mix: T =3,835; FG=3; p=0,031). Unabhingig von der Paarungsreihenfolge (RN,
NR) gleichen sich beide kPr-Werte (ANCOVA, Quotient aus der Korpermasse der
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Minnchen (R/N) als Kovariate: F=0,038; FG=1; p=0,854) und unterstiitzen die
Hypothese einer olfaktorischen Spermien-Diskriminierung. Auf stochastische Einfliisse
ist zurlickzufiihren, dass im reziproken Versuchsdesign (NR) Spermien des
pheromonemittierenden Ménnchens nur zu 80,8+ 12,2 % (45,0-100,0%; n=4)
praferiert wurden, folglich kein Unterschied zum Spermamix nachweisbar war
(T=2,362; FG=3; p=0,099). Wenn Minnchen ausschlieflich z-3-Nonen-1-ol
emittierten, wurden deren Spermien bei einer zweifachen Verpaarung (RN) ebenfalls
bevorzugt (87,3 £10,3 %; 35,9 - 100,0 %; n=6). Hingegen induzierte eine alleinige
PEA-Emission (64,1 +12,4%; 1,9-98,6 %; n=9) keine Priaferenz der Spermien
(T=1,613; FG=8; p=0,145). Weibchenwahl basierend auf der Korpermasse der
Minnchen wurde ausgeschlossen (Kovariate: F = 0,550; FG = 1; p = 0,492).

1,0 1
0,8
0,6

04

Uberlebenswahrscheinlichkeit

0,2 1

0.0 - 50 Gy b — —+'Ko'ntrollle

0 20 40 60
Uberlebenszeit (d)

Abb.4.12: Uberlebensfunktion nach Kaplan-Meier fir unbestrahlte und mit 50 Gy bestrahlte
S. piceifrons-Mannchen; + zensierte Falle
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Abb. 4.13: Anteil steriler Eier im ersten Geleges eines verpaarten oder jungfraulichen
S. piceifrons-Weibchens (A); Vaterschaft (untransformierte Daten) des bestrahlten (R)
Pheromon-emittierenden Maéannchens nach zweifacher Verpaarung eines jungfraulichen
S. piceifrons-Weibchens (NR, RN) (B)

4.6.4. Histologie des Receptaculum seminis

Im Gegensatz zu S.gregaria (Hunter-Jones 1960; Seidelmann 2006) wihlen
S. piceifrons- und S. americana-Weibchen (Stahr et al. 2013) nach zwei sukzessiven
Paarungen unabhingig von der Paarungsreihenfolge die Spermien des z-3-Nonen-1-ol
emittierenden Méannchens zur Befruchtung. Der zugrunde liegende Mechanismus ist
unbekannt. Um eine Theorie zur Funktionsweise zu entwickeln, wurden Anatomie und

Zytologie der Spermathek und die Spermienspeicherung untersucht.

Die Spermathek von S. piceifrons, S. americana und S. gregaria liegt dorsal vom
Oviductus communis und besteht aus einem bis zu 14 mm langen stark gewundenen
Ductus seminalis, der in das tubuldre zweikammerige Receptaculum seminis iibergeht
(Bildtafel 1-1; S. gregaria: Schobel 2005). In situ ist das Receptaculum seminis von
Fettgewebe und Tracheen umgeben und erscheint gelb und ellipsoid. Das

zweikammerige Receptaculum seminis setzt sich aus dem apikalen Diverticulum, mit
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einem dicken poximalen und einem diinnen blind endenden distalen Abschnitt, und dem
priapikalen Diverticulum zusammen. Das nierenformige posterior gebogene priapikale
Diverticulum zweigt vom proximalen apikalen Diverticulum ab. Sowohl die
Morphologie der Spermathek als auch Lénge und Durchmesser der einzelnen Tubuli
waren bei S. piceifrons, S. americana und S. gregaria identisch (Kruskal-Wallis Test:
alle y* < 1,216; FG = 2; p < 0,080; Tab. A.4.4).

Der strukturelle Aufbau des Receptaculum seminis-Epithels unterscheidet sich
weder zwischen den einzelnen Abschnitten noch den drei Schistocerca-Arten
(S. gregaria: Schobel 2005) (Bildtafel 1-2). Ausgehend vom Lumen besteht das Epithel
aus einer cuticuldren Intima, einer einschichtigen Epithelzellschicht, mit dicht
gepackten dunkel gefdrbten Nukleoli, einem ebenfalls einschichtigen Driisenepithel,
einer Basallamina und eine Muskelschicht. Die Zellen des Driisenepithels enthalten im
apikalen Teil eine grofle zentrale Kavitit als Sekretspeicher und einen distal gelegenen
Zellkern. Vereinzelt befinden sich zwischen den Driisenzellen diinne membranédhnliche
Gebilde die Zwischenzellen. Nach der Mazeration mit KOH waren auf der Cuticula-
AuBenseite des gesamten Receptaculum seminis und des Ductus seminalis blind
endende Tubuli (Sekretkanéle) sichtbar (Bildtafel 1-1). Diese Sekretionskanéle reichen
von den Driisenzellen bis ins Spermathek-Lumen. Eine distinkte Spermathekendriise

fehlt bei allen drei Schistocerca-Arten (S. gregaria: Schobel 2005).

Nach einer Kopulation befanden sich bei S. piceifrons die Spermien immer im pra-
und apikalen Diverticulum (n=3). Auch S.americana speicherten nach einer
Kopulation, unabhéngig von der z-3-Nonen-1-ol-Emission des Minnchens in beiden
Diverticula Spermien (n = 6). Auch bei einer zweifachen Verpaarung mit verschiedenen
S. americana-Mannchen waren ebenfalls beide Diverticula gefiillt (n=23).
Schlussfolgernd beruht der Prozess der selektiven Spermabevorzugung nicht auf einer

spezifischen Speicherung.
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4.7. Reifungsbeschleunigung/ -verzogerung

Der Beginn der Geschlechtsreife und der z-3-Nonen-1-ol-Emission ist bei S. piceifrons
vom Entwicklungsstadium der umgebenden Heuschrecken beeinflusst. Eine
Gruppierung mit geschlechtsreifen Individuen beschleunigte den Beginn der Abgabe
auf 8,0£0,7d (6-10d; n=8) nach dem AS. Demgegeniiber setzte die
z-3-Nonen-1-ol-Emission bei einer Haltung mit Gleichaltrigen erst mit 11,4+1,0d
(9 - 13 d; n=5; Mann-Whitney-Test: Z=-2,090; FG=1; p=0,037; Abb. 4.14) ein.
Diese Beschleunigung beruhte nicht auf der alleinigen Wirkung von z-3-Nonen-1-ol,
denn bei einer z-3-Nonen-1-ol-Applikation im Exsikkator setzte die Pheromonemission
verzogert im Alter von 25,4 +£ 1,5 d (20 - 28 d; n = 5; Kontrolle: 21,0 + 0,0 d; 20 - 28 d;
n=_8; Z=-2,006; FG=1; p=0,045) ein. Die groBen Variationen zwischen beiden
Kontrollgruppen (Z =-3,929; FG=1; p<0,001) beruhten auf den unterschiedlichen
PopulationsgroBen in beiden Designs (Zuchtkifig versus 5 & + 1 Q). Eine Retardation
des Beginns der Geschlechtsreife und der z-3-Nonen-1-ol-Emission auf 17,2 + 0,8 d
(16 - 20 d; n=5) wurde durch eine Haltung mit Larven und/oder unreifen Individuen

induziert (Z = -2,405; FG = 1; p = 0,016; Abb. 4.14).

Demgegeniiber war der Beginn der PEA-Emission weder vom Kontakt mit adulten
(11,4+£1,0d; 8-14d; n=7; Z=-0,389; FG = 1; p = 0,697) noch unreifen Artgenossen
(15,6 £1,0d; 12-18d; n=5; Z=-1,223; FG=1; p=0,221; Abb. 4.14) oder einer
z-3-Nonen-1-ol-Applikation im Exsikkator (25,8 £3,7d; 8-32d; n=6; Z=-1,950;
FG=1;p=0,051) beeinflusst.
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Abb. 4.14: Beschleunigung/ -verzégerung der Pheromonemission mannlicher S. piceifrons
durch gemeinsame Haltung im Zuchtkafig mit: adulten Tieren (schwarze durchgezogene Linie,
n=52; PEA: p=0,002; z-3-Nonen-1-ol: p =0,005); Larven oder subadulten Heuschrecken
(graue durchgezogene Linie, n=47; PEA: p =0,007; z-3-Nonen-1-ol: p = 0,023); Kontrolle:
Individuen des selben ASs im urspriinglichen Zuchtkafig (schwarze unterbrochene Linie, n = 42;
PEA: p = 0,008; z-3-Nonen-1-ol: p = 0,009; graue unterbrochene Linie, n = 33; PEA: p = 0,013;
z-3-Nonen-1-ol: p = 0,013); binar logistische Regression; Nagelkerks R?
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4.8. Parasitierungszustand von S. piceifrons aus Yukatan

Auf subadulten S. piceifrons, die im Dezember 2010 und 2011 in Yukatan (Mexiko)
gefangen wurden, parasitierten Charletonia spec. A-, Leptus spec. A- und
E. locustarum-Larven (Tab. 4.6). Andere Acari-Arten, beispielsweise Podapolipoides
yucatanensis, wie im September 2009 auf S. piceifrons nachgewiesen (Husband &
Wohltmann 2011; Bildtafel 2), wurden nicht beobachtet. Einige Milben waren bei der
Ankunft in Halle von ihren Wirten geldst, befanden sich aber noch nicht im PN-

Stadium. Die parasitischen Larven besal3en unterschiedliche Volumina.

Teilweise saugten E. locustarum-Larven simultan mit Charletonia spec. A oder
Leptus spec. A-Larven am selben Wirt. Leptus spec. A und Charletonia spec. A kamen
hingegen nie gleichzeitig an einem Wirt vor (Tab. 4.6). Parasitierungsrate und
maximale Parasitenanzahl pro Heuschrecke variierten zwischen den drei Acari-Arten
(Parasitierungsrate: y>-Test: y° = 38,494; FG =2; p <0,001; maximale Parasiten/Wirt:
v* =17,556; FG=2; p<0,001), wobei Charletonia spec. A die geringsten und
E. locustarum die hochsten Werte aufwies (Tab. 4.6). Die Parasitierung, kalkuliert als
Anzahl der Parasiten pro 100 Wirte, war durch Leptus spec. A in beiden
Untersuchungsjahren gleich (3* =2,133; FG=1; p=0,144). Wihrend 2010 sowohl
mehr E. locustarum- (x2 =129,643; FG=1; p<0,001) als auch Charletonia spec. A-
Larven ()(2 =8,167; FG = 1; p <0,004) auftraten. S. piceifrons wurden 2010 und 2011
unabhingig von ihrem Geschlecht von den drei Parasitengona-Arten parasitiert
(Charletonia spec. A: alle y* < 0,333; FG = 1; p > 0,564; Leptus spec. A: alle y* < 1,000;
FG=1; p>0,083; E. locustarum: alle ¥*<2,286; FG=1; p>0,131; Tab. 4.6). Die
bevorzugten Parasitierungsstellen der Milbenlarven waren bei S. piceifrons geschiitzte
Korperregionen (Abb. 4.15). Beinah alle der E. locustarum-Larven saugten an den
Adern der Hinter- und Vorderfliigel (ventral). Auch Charletonia spec. A-Larven
préferierten die Hinterfliigel (50 %) und zu gleichen Teilen Bereiche des Metathorax
(dorsal; 25 %) und der Tarsen (25 %). Leptus spec. A-Larven parasitierten an den
Fliigeln (46 %), am Tympaneum, dessen angrenzenden weichen Cuticulabereichen
(39 %) und den ebenfalls unsklerotisierten Regionen der Heuschrecken-Coxen (15 %;

Abb. 4.15).
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Tab. 4.6: Parasitierungszustand von in Yukatan gefangenen subadulten S. piceifrons-Individuen
im Dezember 2010 und 2011

Charletonia spec. A Leptus spec. A E. locustarum
2010* 2011 2010* 2011 2010* 2011
Anzahl der ges 2712 38/1 27/2 | 38/10 27126 38/26
S. piceifrons/ | & 13/1 16/ - 13 /- 16/2 13/12 16/9
davon Wirte Q 14 /1 22 /1 14/2 22/8 14 /14 22 /17
Parasitierungsrate (%) 7,4* 2,6 7.4* 26,3 96,3 68,4
Anzahl ges 5 2 14 26 158 97
parasitischer ange-
Milben heftet 2 2 3 8 199 %
_ 2,0;
Anzahl X: QR 3,25 20: 9,25
Milben / Wirt | min 2" 2 17 1 1 1
max 2" 2 2° 6 19 12
Leptus /
simultane Parasitierung £ oo, | 1* ) E.loc./ | E. loc. / 0,1* Leptus /
(Art / relative Haufigkeit) 1* 0,7 Charle. / 0,3
0,1*

* ein Teil der Larven war bei der Auswertung abgefallen und keinem Wirt eindeutig zuordenbar,
sodass die tatsachlichen Werte gréRer sein kénnten; * bezieht sich auf festgesaugte Larven

A

Vorderflugel
Hinterflligel

Tympanalorgan

Abb. 4.15:
Charletonia
E. locustarum- (B) und Leptus spec. A-
Larven (C) bei subadulten S. piceifrons
aus Yukatan

Anheftungsstellen
spec. A-

von
) (A),
lll Metathorax
Coxen
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4.9. Lebenszyklus von Charletonia spec. A

Die Ontogenese von Charletonia spec. A kann nur fiir die Individuen aus Yukatan
beschrieben werden, da die Laborzucht nicht erfolgreich verlief. Nach der
selbststdndigen Ablosung vom Wirt krabbelten die Charletonia spec. A-Larven zwei bis
vier Tage (n=15; 2011: 8d; n=1) auf dem Substrat herum (Bildtafel 3) oder
versteckten sich in Lochern. Ein bis zwei Tage nach Beginn des PN-Stadiums 10ste sich
die Larvenhaut ab, riss dorsal auf und wurde durch die Setae der sich entwickelnden PN
angehoben (Bildtafel 3). Nach 13 bis 17 Tagen (2010: 14,6 £0,7 d; n=15; 2011: 23 d;
n=1) schliipften die DN. Die DN waren sehr mobil. Eine Nahrungsaufnahme an
Heuschreckeneiern oder D. melanogaster-Larven wurde nie beobachtet. Die Eihaut
eines angebotenen Schistocerca-Eies war eingedellt und zeigte Einstichstellen,
vermutlich durch eine Nahrungsaufnahme (n=1). Unabhédngig von einer

Nahrungsaufnahme starben alle DN im Alter von fiinf bis 16 Tagen (n = 6).

4.10. Lebenszyklus von Leptus spec. A

Bei Exposition in Leitungswasser schliipften aus iiber 80 % der Eier nach 37 bis 41
Tagen Prélarven. Die restlichen Eier entwickelten sich nicht oder platzten durch
tibermdfige Wasseraufnahme. Das Stadium der Prilarve dauerte 14 bis 18 Tage
(15,7 £ 1,2 d; nges, r = 498,3; Bildtafel 4) und war gekennzeichnet durch die Spaltung
der Eihiille und dem Sichtbarwerden der orangefarbenen Prilarve. Einige Eihiillen
rollten sich vollstindig von den Prilarven ab, sodass nach spétestens 30 Tagen die roten
Augenanlagen sichtbar wurden. Nach dem Schlupf aus der Prilarvenhaut (Tab. 4.7,
Bildtafel 4) waren die préparasitischen Larven sehr aktiv, verhielten sich positiv
phototaktisch  (hell: 82% und 72 %; ngr=36,2; Kontingenztafelanalyse:
215G - 1(Ho[Replikation x P]) = 0,514; p = 0,462; x*-Test hell versus dunkel: ¥* = 10,314;
FG=1; p=0,001) und indifferent geotaktisch (oben: 61 % und 56 %; nges r = 35,2;
21gG - 1(Ho[Replikation x P]) = 0,114; p = 0,736; oben versus unten: x2 =1,000; FG=1;
p =0,317). Ohne Nahrungszufuhr {iberlebten Leptus spec. A-Larven bis zu 19 Tage. Bei
Anwesenheit der bevorzugten Wirte (Acrididae) fand die Parasitierung innerhalb von
24 Stunden statt (priparasitische Phase). Die Parasitierungsdauer war sehr verschieden
(Tab. 4.7) und variierte in Abhédngigkeit vom Entwicklungsstadium des Wirts (larvale
Acrididae: 9,6 £1,0d; 6 - 14 d; n=10; adulte Acrididae: 5,6 £0,1d; 5-6d; n=14;
Mann-Whitney Test: Z =-3,614; FG=1; p<0,001; n;»=10,14). Nach maximal drei
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Tagen endete die postparasitische Larvenphase. Zwei bis drei Tage nach Beginn des
calyptostatischen PN-Stadiums hob sich die Larvenhaut leicht von der PN ab und riss
transversal auf (Bildtafel 4). Die sehr aktiven DN schliipften frithestens nach 17 Tagen,
liefen auf dem Substrat herum, gruben sich aber weder ein noch versteckten sie sich in
Lochern. DN  erndhrten sich rduberisch von D. melanogaster-Larven und
Heuschreckeneiern. Die Dauer des DN- und des darauf folgenden calyptostatischen TN-
Stadiums hing von der Haltungstemperatur ab. Bei 25 + 2 °C war das DN-Stadium im
Mittel um 16 Tage und das TN-Stadium um elf Tage kiirzer als bei 22 + 2 °C (DN:
Z=-1,832; FG=1; p=0,067; n>=2,12; TN: Z=-2,262; FG=1; p=0,024;
nip=2,12; Tab.4.7). Die Lebenserwartung der sehr mobilen Adulti betrug
temperaturunabhingig iiber 99 Tage (Z=-0,366; FG=1; p=0,715; n;»=2,12).
Weibchen legten erstmals 34 Tage nach dem AS Eier auf der Oberfliche des Gips-
Aktivkohlesubstrats ab (Bildtafel 4). Spermatophoren wurden nie beobachtet. Ein
Gelege bestand aus 107 orangefarbenen, ovalen fast runden Eiern (Lénge: 230 &+ 2 um;
Breite: 200+ 1 um; n=11), die nach circa einem Tag eine tief schwarze Firbung
annahmen. In zwei weiteren Gelegen befanden sich zusammen 82 Eier; unklar ist, ob
die Eier von einem oder mehreren Weibchen stammten. Die Adulti erndhrten sich von
Acrididae-Eiern (Schistocera, Locusta), saugten jedoch nicht an Ameisen- oder
D. melanogaster-Larven. Insgesamt nahm das Volumen von Leptus spec. A ausgehend
von der préiparasitischen Larve bis zum AS durch die Nahrungs- und Wasseraufnahme

im Mittel um 98,8 % zu.

Im Labor verlief der Lebenszyklus von Leptus spec. A in allen Stadien ohne

obligate Diapause.
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Tab. 4.7: Entwicklungszeiten und Volumen der Ontogenesestadien von Leptus spec. A

(2010-2011:25+2°C, 16 L:8 D; 2011 - 2012: 22 + 2 °C, 14 L:10 D)

Entwicklungszeit (d) Volum3en
(mm?©)
Stadium MW+SE | x:|QR | mn max | n MW + SE
Ei - Pralarve 38,7+09 | 39,0;30| 37| 41] 340
Larve - PN * 10,5+0,7 | 10,0;4,0 6] 19| 24
praparasitisch * 13202 | 20,20 <1 2| 24| 0,006 + 0,001
parasitisch # 7607 6,0; 3,8 5 14| 25
postparasitisch # 2,0+£0,2 2,0; 2,0 1 3| 25 0,15+ 0,01
PN (calyptostatisch) * 21,103 | 220;3,0] 17| 23] 26 0,16 + 0,01
oN 2010-2011 16,5+ 3,5 165 13| 20| 2
2011-2012 305+2,8 | 33,0;176 | 16| 41| 12 0,13 £ 0,01
TN (calypto- | 2010-2011 14,0 £2,0 14,0 12| 16| 2
statisch) 2011-2012 249+09 | 250,65 21| 28| 12 0,32 + 0,08
2010-2011 59,5+ 3,5 505| 56| 63| 2
Adultus 2011-2012 51,5+ 8,9 | 43,5;58,0 3/>99| 12 0,50 + 0,04
1. Eiablage” 34 34 1

* Individuen der Nachzucht von 2012

4.11. Parasitierungsverhalten von Leptus spec. A-Larven

Innerhalb des getesteten umfangreichen Wirtsspektrums erwiesen sich Leptus spec. A-
Larven als Acrididae-spezifisch und parasitierten {iberwiegend Schistocerca und
Locusta. Der erste Wirtskontakt erfolgte nach zehnminiitigem ziellosem Herumlaufen,
nach weiteren 90 Minuten war die Larve festgesaugt (singuldre Beobachtung). Im
Wahlversuch mit vier verschiedenen Heuschreckenarten glich sich das
Parasitierungsverhalten sowohl im Parasitierungserfolg (adulte Wirte: xz-Test:

¥>=2,000; FG =3; p=0,572; larvale Wirte: y* =2,364; FG=3; p=0,500; Tab. 4.8)

als auch in den aufgesuchten Parasitierungsstellen (Kontingenztafelanalyse:
21pG = 12(Ho[Art x Parasitierungsstelle]/Stadiumagyy) = 15,042; p=0,239;
21pG = 12(Ho[ Art x Parasitierungsstelle]/Stadiumyarya) = 2,674; p=0,997; Tab. A.4.5).

Jedoch beeinflusste das Entwicklungsstadium des Wirts (larval, adult) die Parasitierung

spezifischer  Korperregionen  (2Ipg -4(Ho[Stadium x Parasitierungsstelle]) = 18,593;
p <0,001; Abb. 4.16; Tab. A.4.5). Bei adulten Acrididae zeigten Leptus spec. A-Larven
eine Affinitét fiir die Hinter- und Vorderfliigel (Innenseite), bei larvale Acrididae fiir die

Coxen und das Abdomen.
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40 % der adulten und 60 % der larvalen Acrididae-Wirte iiberlebten eine
erfolgreiche Parasitierung und waren noch mindestens zehn Tage nach der
Milbenapplikation vital. Die H&utung der larvalen Wirte zum Adultus verlief
problemlos. Das Verhalten der Leptus spec. A-Larven beim AS des Wirts konnte nicht

beobachtet werden, da die Parasitierung immer vor der Hiutung endete.

Andere Orthoptera (Gryllus bimaculatus, Tettigonia viridissima) ebenso wie
Osmia bicornis, Tenebrio molitor und Pholcidae wurden nicht von Leptus spec. A-
Larven parasitiert (Tab. 4.8). Vereinzelt wurde ein Kontakt mit dem potentiellen Wirt
beobachtet, trotzdem saugten sich die Parasiten nicht fest. Stattdessen wurde die
S. piceifrons-Larve, die den Pholcidae als Nahrung dienen sollte, von Leptus spec. A-
Larven parasitiert (Parasitierungserfolg: 20,5 %). Bei der einmaligen Parasitierung des
Opiliones im Bereich des dorsalen Prosomas (Carapax zwischen Augenhiigel und

erstem Beinpaar) vertrocknete die Leptus spec. A-Larve festgesaugt am Wirt.

Von den fiinf Lucilia sericata wurde nur ein Individuum nach zehn Tagen von
einer Leptus spec. A-Larve erfolgreich parasitiert (Anheftungstelle: Vorderfliigelbasis)
(Tab. 4.8). Hingegen wurde im selben Parasitierungsgefdl noch 19 Tage nach der
Milben-Applikation eine S. piceifrons-Larve durch Leptus spec. A-Larven befallen.
Finf Leptus spec. A-Larven hefteten sich bei Pyrrhocoris apterus an verschiedenen
Korperregionen (Femur, Coxa, Saugriisselansatz) an, vertrockneten aber im
festgesaugten Zustand am Wirt. Wenn Acrididae als Wirt fungierten, wurde das

Vertrocknen von parasitierenden Leptus spec. A-Larven nur einmal beobachtet.

Femora

.
%Tympanalorgan Tarsen Abdomen

Abb. 4.16: Anheftungsstellen von Leptus spec. A-Larven bei Acrididae verschiedener
Entwicklungsstadien: adulte Weibchen (A) und Weibchen im letzten Larvenstadium (B);
Laborversuch

Hinterfligel
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Tab. 4.8: Wirtsspektrum von Leptus spec. A-Larven und Wirtspraferenz innerhalb weiblicher
Acrididae-Larven und Adulti

Parasitierung

55
2 g 9 T ££s
g 2 S e o 22 C
o © c o £ c £ 5
4 S kS 5 2 8 ¢ =
=< 2 p Fz gcEl
N g S e ©og& aofg
< 2 o © @ ;O <
Z 5 o o 8 &
Wirte (n) 2 S N
(] c
Opiliones (2) 26 | + 0 3,8 2-3 7
Pholcidae (2) 44 | - 0 0 35
O. bicornis (4) 43 | - 0 0 12
S
2 L. sericata (5) 45 | + 2,2 0 8-9 19
e T. molitor (4) 31 - 0o o 30
(2]}
£ P. apterus (5) 56 | + 0 89 1-2 13
= G. bimaculatus (4) 30 - ol o 14
T. viridissima (6) 39| - 0 0 14
S. piceifrons (1) 19| +| 6847 <1 10
S. piceifrons (1) +| 1597
£ | S. americana (1) +| 205"
3 . 44 . <1 9
g < | S. gregaria (1) + 9,1
5 L. migratoria (1) +| 182"
O
S S. piceifrons (1) +| 12,07
£
S ¢ | S.americana (1) +| 16,07
g , 50 ) <1 13
© S. gregaria (1) + 10,0
L. migratoria (1) + 6,0"

* erfolgreiche Parasitierung nicht fir alle Individuen durch Zucht bis zum DN-Schlupf
nachgewiesen

4.12. Lebenszyklus von E. locustarum

Die runden, orangeroten E. locustarum-Eier (o: 166 + 5 um; n = 10) platzten nach 15

bis 21 Tagen auf, sodass die rudimentiren Beinanlagen der frithen Préilarve sichtbar

wurden (Bildtafel 5). Innerhalb der Prélarvenhaut entwickelte sich die orangerote spite

Prilarve, erkennbar an den roten Augenanlagen. Fiinf bis neun Tage spéter schliipften

die mobilen E. locustarum-Larven (Schlupfrate: >90 %; Bildtafel 5). Nahrungsfreie

Perioden iiberlebten priparasitische Larven 25,5+ 4,0 Tage (nges r=40,2). Die

praparasitischen Larven verhielten sich positiv phototaktisch (hell: 100 % und 81 %;

Nges, R = 27,2; Kontingenztafelanalyse: 2Irg-1(Ho[Replikation x P]) =2,394; p=0,122;
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y*-Test hell versus dunkel: y* = 16,333; FG = 1; p < 0,001). Bei Beleuchtung zeigten die
Larven eine indifferente Geotaxis (unten: 95% und 58 %; ngesr=38,2;
21rG - 1(Ho[Replikation x P]) = 7,904; p = 0,005). Im Olfaktometer waren E. locustarum-
Larven weder anemotaktisch (76,1 £ 6,0 %,; Nges, R = 86,7;
2IrG = s(Ho[Replikation X Pgingang/re+ii]) = 8,581; p=0,199) noch fanden sie potentielle
Wirte iiber kurze Distanzen anhand des Heuschreckendufts

(2IFG = 6(H0[Replikaﬁ011 X PEingang/Heuschreckenduft]) = 553 1 8: P= 05504)

Bei direkter Applikation der E.locustarum-Larven auf den Wirt wurden alle
angebotenen Acrididae-Arten und -Stadien erfolgreich parasitiert (vgl. Kap. 4.13). Die
Parasitierungsdauer variierte in Abhdngigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit: bei
58 £10 % saugen die Larven 25,4 + 0,5 Tage (10,0 -39,0d; X = 26,0; IQR =10,0;
n=161) am Wirt. Wahrend die Parasitierungsdauer bei 28 + 10 % mit 23,1 £ 0,7 Tagen
signifikant kiirzer war (12,0 - 33,0 d; X = 25,0; IQR = 8,0; n = 71; Mann-Whitney Test:
Z=-2,176; FG=1; p=0,030; n;»=161,71; ohne Beriicksichtigung des
Entwicklungsstadiums des Wirts). Die Parasitierungsdauer hing zudem vom
Entwicklungsstadium des Wirts ab (Bildtafel 5). Adulte S. piceifrons-Weibchen wurden
16,0 £ 0,3 Tage (8 - 26 d; X = 15,0; IQR =5,0; n=137) parasitiert; sogar acht Tage
reichten aus und die Entwicklung zur DN verlief erfolgreich. Dem gegeniiber
parasitierten E. locustarum-Larven auf larvalen Acrididae mit 27,0 +0,5 Tagen
(10-394d; X = 27,0; IQR=11,0 n=133) signifikant langer (Z=-12,975; FG=1;
p <0,001; n;»=137,133). Die selbststindige Ablosung vom larvalen Wirt fand nur
einmal statt (Parasitierungsdauer: 10 d); die postparasitische Larve verstarb. Ansonsten

erfolgte die fritheste Ablosung sechs Tage nach dem AS des Wirtes.

Innerhalb der ersten drei bis fiinf Tage der Parasitierung an einem adulten
S. piceifrons-Weibchen nahm das Idiosoma-Volumen der E. locustarum-Larven nicht

zu (Abb. 4.17). Bei der Parasitierung eines larvalen Wirts begann die kontinuierliche

Volumenzunahme erst ein bis drei Tage nach dem Heuschrecken-AS (£ 7 - 8 d nach

Beginn der Parasitierung), sodass sich das Volumen der E. locustarum-Larven nach
einer 7tdgigen Parasitierung in Abhédngigkeit vom Entwicklungsstadium des Wirts
unterschied (Z=-2,393; FG=1; p=0,017; n;»=3,7). Auch nach neun Tagen waren
die Milbenlarven, die an vormals larvalen Wirten parasitierten, mit 0,04 = 0,01 mm?
(0,03 - 0,06 mm?; n = 3) signifikant kleiner als dauerhaft an adulten Wirten saugende
(0,13 £ 0,03 mm?; 0,08 -0,25 mm? n=35; Z=-2,236; FG=1; p=0,025; n;»=3,5).
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Das Volumendefizit wurde erst nach einer Parasitierungsdauer von zwolf Tagen
kompensiert (Z=-0,980; FG=1; p=0,327; n;»=4.,5), wenn die Milbenlarven an
vormals larvalen Wirten 69,3 + 10,4 % (40,9 - 90,3 %; n=4) des Gesamtvolumens
(0,38 £ 0,02 mm* 2 79,9+3,7%; 0,30 - 0,48 mm3; X = 0,36; IQR=0,1; n=11;
Abb. 4.17) erreichten. Das Verhalten von E. locustarum—Larven beim AS des Wirts
wurde nie beobachtet. Nach der Hautung der Heuschrecke (n = 3) saugten 83 bis 100 %
der E. locustarum-Larven weiterhin am Wirt. Nur wenige kleine E. locustarum-Larven
vertrockneten an der Exuvie. E. locustarum-Larven verlieBen tote Wirte nach ein bis
zwei Tagen (n=53). Eine Abwanderung von ovipositierenden Wirten wurde nicht
beobachtet. An Heuschreckengelegen (n = 6) wurde nur eine vollgesogene Larve auf

der Sandoberfldche und eine postparasitische Larve an einem Gelege gefunden.

Die Dauer des mobilen, postparasitischen Larvenstadiums war sehr variabel
(Tab. 4.9). Wiahrend dieser Zeit versteckten sich E. locustarum—Larven, wenn moglich,
in Substratlochern. Das folgende calyptostatische PN-Stadium (Bildtafel 5) war bei
einer Haltungstemperatur von 25+ 2 °C mit 13,4 +0,2 Tagen im Mittel um elf Tage
kiirzer als bei 29 +2 °C (Tab. 4.9). Frisch geschliipfte DN waren sehr mobil, gruben
sich im Aktivkohle-Gipssubstrat ein oder versteckten sich in vorhandenen Ldchern
(Bildtafel 5). Die DN ernahrten sich rduberischen von Schistocerca- und Locusta-Eiern.
Dabei wurden Acrididae-Eier nicht zielgerichtet, sondern scheinbar zufillig beim
Herumlaufen gefunden. Trotzdem lag die Auffindungsrate von mit Sand
tiberschichteten Heuschreckengelege bei 79 % (n=19). Die DN leerten die
Heuschreckeneier ganz oder nur teilweise, sodass das Chorion leicht eingedellt war.
Einstichstellen der Cheliceren waren als kleine braune Verfiarbungen (Melanisierung)

des Chorions sichtbar. Bei der ersten Nahrungsaufnahme nach dem DN-Schlupf nahm

das Volumen der DN um 33 % bis 215 % (91,3 £ 24,6 % £ 2,24 £ 0,22 mm?; n=7) zu.

Wenn mehrere frisch abgelegte S. piceifrons-Eier zur Verfiigung standen, saugten
100 % der frisch geschliipften DN (n = 7) an mindestens einem Ei und 57 % an zwei
Eiern; die DN leerten die Eier nie vollig. 57 % der DN stachen weitere zwei
Heuschreckeneier ein- bis dreimal an. Insgesamt wiesen 54,3 + 8,4 % (20 - 80 %;
Nges, R = 35,7) der angebotenen Eier Beschiddigungen auf (Entwicklung der Eier:
Kap. 4.14). Wihrend des gesamten DN-Stadiums saugten 50 % der DN (n= 14)
zusdtzlich zur ersten Nahrungsaufnahme nach dem DN-Schlupf weitere ein- bis

zweimal an einem Heuschreckenei. Kurz vor dem Larvenschlupf befindliche
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Heuschreckeneier wurden bei der Nahrungsaufnahme gemieden (nges r =4,2). Zwar
wies das Chorion von 75 % dieser Eier ein bis zwei melanisierte Stellen auf, allerdings

nahm das Volumen der DN nicht zu (n = 4).

71,4 -100,0 % der E.locustarum-DN entwickelten sich erfolgreich zu TN
(Tab. 4.10). Vorher durchliefen die DN bis zum Erreichen des TN-Stadiums eine
Diapause. Die Dauer der Diapause unterlag starken individuellen Schwankungen und
externen Einflussfaktoren (Tageslédnge, Lichtintensitit und Temperatur) (Tab. 4.10): bei
Langtagbedingungen (200 - 1200 Ix) dauerte das DN-Stadium 105,0 + 7,4 Tage
(13-219d; n=153) und nur wenige Individuen erreichten das TN-Stadium innerhalb
von 30 Tagen (7% bei 29+2°C; 40% bet 25+2°C; ges=3%). Hingegen
beschleunigte eine Erhoéhung der Lichtintensitit auf 1500 Ix (16 L:8 D) die DN-
Entwicklung (Z =-3,554; FG=1; p <0,001; n; 2 = 32,20). Sowohl die Photoperiode als
auch die Expositionsdauer im Kurztag beeinflussten nicht die Entwicklungsdauer
(Haltungstemperatur: 25 + 2 °C; Photoperiode: Kruskal-Wallis Test: x> = 4,380; FG = 3;
p = 0,223; Expositionsdauer im Kurztag: > = 1,881; FG = 2; p = 0,390). Demgegeniiber
variierte die DN-Entwicklung bei 29 + 2 °C zwischen den Photoperioden (y* = 29,307;
FG=4; p<0,001): am schnellsten fand die Umwandlung zur TN bei
Langtagbedingungen (1500 Ix) oder Kurztagbedingungen (30 d; 200 - 4000 Ix) statt
(zwischen beiden Gruppen: Z =-1,097; FG=1; p=0,272; n;,=20,19). Eine ldngere
Exposition im Kurztag (60 d; 90 d) induzierte eine Entwicklungsverzogerung gegeniiber
einer 30tigigen Kurztag-Halterung (alle Z<-2,497; FG=1; p<0,013). Generell
verkiirzte sich das DN-Stadium bei 25 &+ 2 °C gegeniiber 29 £ 2 °C, ausgenommen der
Hélterung im Langtag (200 - 1200 Ix) und Kurztag (30d) (Tab.4.10). Diese
Entwicklungsbeschleunigung bei 25+ 2 °C bewirkte, dass ein Teil der DN eine
erfolgreiche Umwandlung zur TN wéhrend der Kurztagbedingungen absolvierte

(Tab. 4.10).

Auch die Linge des TN-Stadiums verkiirzte sich durch eine Temperaturreduktion
von 4 °C auf 25 +2 °C (Tab. 4.9). Das TN-Stadium wurde calyptostatisch versteckt im
Substrat tiberdauert (Bildtafel 5). E. locustarum-Adulti waren sehr aktiv und erndhrten
sich rduberisch von Acrididae-Eiern. Die Reproduktion setzte bei Ménnchen nach
10 Tagen ein (n=3). Nach dem Absetzen der gestielten, farblosen bis hellbeigen
Spermatophore, folgte ein kreisformiger Schwénzeltanz. Weibchen begannen friithestens
im Alter von 22 Tagen mit der ersten Eiablage (n = 15). Dabei wurden die Eier in einem

oder mehreren Gelegen von 84 bis 1047 Eiern auf dem Substrat abgelegt.
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Abb. 4.17: Anderung des normierten Idiosoma-Volumens von E. locustarum-Larven bei der
Parasitierung adulter S. piceifrons-Weibchen (grau) und weiblicher S. piceifrons-Larven (AS der
Wirte 5 bzw. 7 Tage nach Beginn der Parasitierung; schwarz)

Tab.4.9:  Entwicklungszeiten der  Ontogenesestadien von  E.locustarum  unter
Langtagbedingungen (16 L:8 D)

- Mann-Whitney-
Temper Entwicklungszeit (d) y
Stadium atur Test (FG =1)
(°C) MW + SE ;; IQR | min | max n V4 p
Ei - Larve 41,3+£0,6 42,0; 3,0 38 43| 3700
Pralarve
29+2
frah* 18,9+0,5 20,0;4,0, 15 21| 3700
spat” 15,5+0,6 15,0; 3,0/ 13 19| 3700
Larve — PN 30,9+0,6| 30,0;150| 16 53| 202
parasitisch 21,5+0,5| 21,0;10,5 8 39| 269
29+2
postparasi-
) 6,2+ 0,1 6,0; 2,0 2 13| 383
tisch
PN (calypto- [25%2 13,4+0,2 13,0; 2,0/ 10 17 64
. -12,824| < 0,001
statisch) 29+2 24,2+0,2 24,0;5,0 16 32| 312
DN Diapause
TN (calypto- 25+2 15,7+ 0,5 16,0; 3,5| 10 21 29
. -2,298 0,022
statisch) 29+2 199+0,6/| 17,0;11,0 8 44 169
. 25+2 69,9 £ 8,0 | 68,5; 34,75 7| 162 24
Adultus -0,392 0,695
29+2 76,7+4,0| 70,0;78,0 2| 258 163

* Zeitraum vom Aufplatzen des Eies und Sichtbarwerden der rudimentéren Beinanlage bis zur
spaten Pralarve mit den roten Augenanlagen; # Zeitraum vom Sichtbarwerden der roten
Augenanlagen bis zum Larvenschlupf; © Angaben entsprechen der Lebensdauer
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4.13. Parasitierungserfolg von E. locustarum-Larven auf Acrididae

Bei direkter Applikation der E.locustarum-Larven auf den Wirt betrug der
Parasitierungserfolg bei einem adulten S. piceifrons-Méannchen 45 %. Der
Parasitierungserfolg bei adulten S. piceifrons-Weibchen unterschied sich mit
46,6 £4,3% (11,1 -81,4%; nwiwe=17; detaillierte Daten zu Einzelindividuen:
Tab. A.4.6) nicht von demjenigen bei weiblichen S. piceifrons-Larven (53,8 £ 5,2 %;
23,1 -79,0 %; nwie=9; Mann-Whitney Test: Z=-0,835; FG=1; p=0,403).
Selbststandig suchende E. locustarum-Larven (Suchzeitraum: 3 d) waren nur zu
19,0+ 0,3 % erfolgreich (direkte Applikation versus selbststindige Wirtssuche:
Z=-1860; FG=1; p=0,063; n;»=2,17). Innerhalb der Acrididac =zeigten
E. locustarum-Larven mit einem Parasitierungserfolg von 28 % bei einem adulten
L. migratoria-Weibchen und 63 % bei ecinem S. gregaria-Weibchen keine
Wirtsspezifitit (Kruskal-Wallis-Test: x> = 2,686; FG = 2; p = 0,261).

Bevorzugte Anheftungsstellen bei adulten S. piceifrons waren mit 55,9 + 4.4 %
(nwire = 18) die Hinterfliigel, im Bereich der Fliigeladern und den unsklerotisierten
Ansatzstellen (Abb. 4.18; Tab. A.4.7; Bildtafel 5). Auch die Innenseiten und
Ansatzstellen der Vorderfliigel wurden stark parasitiert (39,2 & 3,6 %; nwire = 18).
Erwartungsgemdll ~ wiesen  larvale  S. piceifrons-Wirte ein  abweichendes
Parasitierungsmuster auf (Kontingenztafelanalyse:
21k = 7(Ho[Stadium x Parasitierungsstelle]) = 1926,797; p <0,001).
Hauptparasitierungsstelle war mit 48,8 + 6,8 % der dorsale Metathorax im Bereich der

Fliigelanlagen, gefolgt von den ebenfalls weichen (Inter-)segmentalhduten des

Abdomens (22,9 + 4,6 %; nwire = 9; Abb. 4.18; Tab. A.4.7).

Die Ubertragung parasitierender E. locustarum-Larven von einem toten auf einen
neuen Wirt wurde vereinzelt beobachtet: nach drei- bis flinftigiger Parasitierung 16sten
sich 23 von den noch kleinen 653 E. locustarum-Larven (nwir =9) selbststindig und
hefteten sich erfolgreich an einem neuen Wirt an (Ubertragungsrate: 6,8 1,5 %;
1,4 - 13,2 %). Die restlichen E. locustarum-Larven verstarben. Verstarb der Wirt spéter

zeigten die E. locustarum-Larven postparasitisches Verhalten.
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Abb. 4.18: bevorzugte Anheftungsstellen von E. locustarum-Larven im Laborversuch bei
adulten S. piceifrons-Weibchen (A) und weiblichen S. piceifrons-Larven (B)

4.14. Effekte der Parasitierung durch E. locustarum auf die Lebenserwartung und

Reproduktion der Wirte

Eine Beeintrichtigung der Wirte kann direkt durch die parasitischen E. locustarum-
Larven oder durch Fraflschiden an Heuschreckengelegen durch rauberische
postparasitische Milbenstadien (DN, Adultus) entstehen (vgl. Kap. 4.12). Einfliisse auf
die Lebenserwartung parasitierter adulter S. piceifrons-Weibchen (23,3 £5,6 d; 3 - 86 d;
x =8.,5; IQR =10,75; nwire = 19; Tab. A.4.6) traten im Vergleich zu unparasitierten
Artgenossen (9,9 +2,7d; 1-34d; x =38,0; IQR =17,5; nwire = 11; Mann-Whitney Test:
Z=-1488; FG=1; p=0,137; nj2=19,11) nicht auf. Auch die Lebenserwartung
larvaler Wirte war mit 16,1 +£4,6 Tagen (3 -40d; X =6,0; IQR =30,0; nwixe=11)
unbeeinflusst (unparasitierte Kontrolle: 35,3+ 11,7d; 17 d, 32d, 57 d; nwire = 3;
Z=-1,486; FG=1; p=0,137; nj2 = 11,3). Von den elf larvalen Wirten verstarben fiinf
beim AS. Die iibrigen Larven héuteten sich problemlos, wie die drei unparasitierten

Kontrollindividuen.

Die Parasitierung adulter S. piceifrons-Weibchen induzierte eine signifikante
Reduktion der GelegegroBe von 92,8+ 1,9 Eiern (89 -98 Eier; n=4) auf
80,5 = 3,1 Eier (61 - 93 Eier; n=10; Z =-2,480; FG = 1; p=0,013). Allerdings war das
mittlere Eivolumen von Gelegen parasitierter Heuschrecken circa 20 % groBer
(6,5+0,2 pl; 5,7—7,21 pl; nges r = 110,11) als dasjenige der unparasitierten Kontrollen
(5,3+0,2pl; 49-58ul; ngsr=404; Z2=-2,742; FG=1; p=0,006). Folglich
unterschieden sich die Gelegevolumina (GelegegroBe x Eivolumen) nicht (Z = -0,566;

FG=1; p=0,572; n;»,=4,10). Korrelationen zwischen Gelegegrole oder mittlerem
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Eivolumen und der Anzahl der parasitierenden E. locustarum-Larven zum
Versuchsbeginn (Pearson-Korrelation: GelegegroBe: r=0,204; p=0,573; n=10;
Eivolumen: r =-0,124; p=0,717; n=11) oder zum Zeitpunkt der Eiablage traten nicht
auf (GelegegroBBe: r=0,413; p=0,236; n=10; Eivolumen: r=0,080; p=0,816;
n=11).

Die Himolymphe ist das Transportmedium der Nihrstoffe. [hre Zusammensetzung
ermoglicht keine direkten Riickschliisse auf die Ressourcen oder die Fitness des
Organismus, gibt aber Hinweise auf parasiteninduzierte Stoffwechseldnderungen. Der
Gehalt der 16slichen Hamolymphproteine adulter S. piceifrons-Weibchen, die von
mindestens 30 E. locustarum—Larven parasitiert wurden, glich demjenigen
unparasitierter Kontrolltiere (Z =-0,552; FG=1; p=0,581; n;,=13,44; Tab. 4.11).
Allerdings induzierte die Parasitierung signifikant hohere Lipidgehalte (Z =-1,997;
FG=1;p=0,046;n;,=13,44).

Der Lipidgehalt und die Menge 16slicher Proteine postparasitischer E. locustarum—
Larven wurden unter Vernachldssigung der Ausgangswerte priparasitischer Larven
ermittelt (Tab. 4.11). Quantitativ entsprach die Summe aus der gemessener Lipid- und
Proteinmenge 50,8 £2,6 % (36,4 — 94,6 %; X =46,2; IQR =9,2) der
Gesamtkdrpermasse postparasitischer Larven (0,71 = 0,03 mg; 0,3 - 0,9 mg; x =0,80;
IQR=0,10; n=27; Volumen: 131+0,07mm’; 0,51-1,78mm’ x =1,42;
IQR = 0,44; n=27). Dabei wiesen vor allem kleine und leichte E. locustarum-Larven
hohe Lipid- (versus Korpermasse: r=-0,891; FG=26; p<0,001; b=-0,359;
F =95,865; versus Volumen: r =-0,586; FG =26; p=0,001; b=-102,914; F = 13,046)
und Proteinmengen auf (versus Korpermasse: r=-0,789; FG=26; p<0,001;

=-0,363; F =41,224; versus Volumen: r=-0,432; FG =26; p=0,025; b =-86,609;
F =5,723).

Eine Kalkulation des Nahrstoffverlusts parasitierter Heuschrecken basierend auf
dem ermittelten Lipid- und Proteingehalt postparasitischer E. locustarum-Larven ist
duferst problematisch, sodass folgende Werte nur als relative SchétzgroBe betrachtet
werden konnen: wird ein Wirt von 30 E. locustarum-Larven befallen, betrdgt der
Nahrstoffverlust innerhalb des gesamten Parasitierungszeitraums circa 5,9 mg gelOste
Proteine und 5,0 mg Lipid. Bezogen auf den Gesamtlipidgehalt einer Heuschrecke mit
circa 160 mg (Oonincx & van der Poel 2011 fiir L. migratoria; abziiglich der

Cuticulamasse nach Phillips & Loughton 1981), verlieren die Wirte nur 3 %. Eine
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Prognose des Proteinverlusts bei einer Parasitierung ist schwieriger, da fiir
E. locustarum-Larven nur die Menge der geldsten Proteine bestimmt wurden. Ein
unbestimmter Anteil der aufgenommenen Proteine aber fiir das neosmatische Wachstum
der Cuticula verwendet wird (Wohltmann 1999). Folglich liegt der reale Proteinverlust
der Heuschrecken iiber dem kalkulierten Wert von 2 % (Gesamtproteingehalt nach
Oonincx & van der Poel 2011; abziiglich der Cuticulamasse nach Phillips & Loughton
1981: 300 mg).

Die indirekte Beeintrichtigung des reproduktiven Erfolgs, gemessen an
ausgesaugten Heuschreckeneiern durch rduberische DN, war gering (Kap. 4.12).
Allerdings verpilzten 50 % der angestochenen und angesaugten Eier innerhalb von zwei
Tagen (nges = 11; Kontrolle: 19 %; ng.s = 15). Die Schlupfrate der parasitierten Eier als
auch der unbeschddigten Eier lag, vermutlich durch die versuchsbedingten

Manipulationen verursacht, unter 17 %.

Tab. 4.11: Protein- und Lipidgehalt der Hamolymphe postparasitischer E. locustarum-Larven,
der Wirte und unparasitierter S. piceifrons-Weibchen

MW + SE min max n
, o parasitiert 82,1+6,27 31,2°] 114,87] 13
£ == | S. piceifrons - . .
g % Kontrolle 80,1 £ 5,1 78" 17217| 44
@ ° 'E. locustarum 2738 £ 14,7*| 187,3*| 5153*| 27
<. biceit parasitiert 6,4+0,6" 41" 10,77 13
= . piceiltrons
2 % Kontrolle 51+0,2" 2,7 73" 44
— © [E. locustarum 233,8 £12,3*| 156,8* 430,4* 27

* ug/mg Kérpermasse; * ug/ul Hamolymphe
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5. Pheromon-Biosynthese und deren Regulation

Die Pheromon-Biosynthese erfolgt bei Insekten durch verschiedene Prozesse: Nutzung
oder Umwandlung von Nahrungskomponenten, Mikroorganismen-induziert oder de
novo (Reviews: Jurenka 2004; Tillman et al. 1999). Bei S. piceifrons waren zur
Synthese von PEA -eine der Hauptkomponenten des Bouquets - alle drei Prozesse
wahrscheinlich. PEA ist als Pflanzeninhaltsstoff sowohl in Kartoffelblattern, Rosen,
Hyazinthen, Narzissen, Lilien, Olpalmen als auch Getreide (Dickens 2006; Etschmann
et al. 2002; Rochat et al. 2000; Zhu et al. 1999), der Hauptnahrung von S. piceifrons
(Cabrera 2003; Garza 2005; Poot-Pech & Marin-Correa 2007), enthalten. Die
Beschrankung der PEA-Emission auf geschlechtsreife gregére S. piceifrons-Méannchen
und die regulierte Abgabe (vgl. Kap. 4.2) widersprechen einer pflanzlichen Herkunft.
Gleichzeitig schlieBt sich auch eine symbiotische Produktion durch Hefen aus (vgl. Ips
pini: Brand et al. 1976, 1977, Gries et al. 1990; Leufvén et al. 1984). Stattdessen wurde
mit dem qualitativen Radioassay belegt, dass S. piceifrons PEA de novo aus

Phenylalanin synthetisieren.

Der PEA-Biosyntheseweg war bei Heuschrecken bisher unbekannt. Biochemische
Studien an Pilzen (Trametes suaveolens: Lomascolo et al. 2001), Pflanzen (Petunia
hybrida: Boatright et al. 2004; Rosa ,,Hoh-Jun“: Watanabe et al. 2002), Hefen
(Kluyveromyces marxianus, Hansenula anomala, Saccharomyces cerevisiae:
Etschmann et al. 2002; Etschmann & Schrader 2006; Stark et al. 2002) und Insekten
(Mamestra configurata: Weatherston & Percy 1976; Ips pini: Gries et al. 1990) legten
Phenylalanin als Ausgangsstoff fiir die PEA-Synthese nahe. Tatsédchlich synthetisierten
inkubierte Extrakte von S.piceifrons-Beinen im Radioassay '‘C-PEA aus
C-Phenylalanin. Der gleiche Nachweis mit Abdomengewebe, dem Hauptabgabeort
von PEA (29 %), war nicht reproduzierbar. Eine mogliche Ursache fiir die schlechte
Separation von PEA (Tailing und Fronting der Banden) konnte der erhebliche
Lipidgehalt des Abdomengewebes sein, sodass erhebliche Mengen radioaktivmarkierten

Materials unterhalb des '*C-PEA-Spots detektiert wurden.

Als Intermediate im PEA-Biosyntheseweg werden verschiedene Substanzen
postuliert. Die Backerhefe S. cerevisiae wandelt Phenylalanin iiber zwei alternative
Routen (Phenylpyruvat oder Phenylethylamin) in die gemeinsame Zwischenstufe

Phenylacetaldehyd und zu PEA um (Kegg 2013; Rodriguez et al. 2012; Abb. 5.1). Ein
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weiterer  (hypothetischer)  Stoffwechselweg  verlduft iiber trans-Zimtsdure,
Phenylmilchséure und Styren (Boatright et al. 2004; Lomascolo et al. 2001; Watanabe
et al. 2002; Weatherston & Percy 1976). Fiir S. piceifrons konnten die Intermediate
nicht aufgeklart werden, da Zimtsdure, Phenylethylamin und Phenylpyruvat im
Radioassay mit dem verwendeten Laufmittel und den Diinnschichtplatten nicht
aufgetrennt wurden. Eine Alternative stellt die selektive Bindung aromatischer
Substanzen an Resin - ein Absorbens fiir Aromaten (Lomascolo et al. 2001) - und die
anschlieBende Auftrennung der Ausgangs-, Zwischen- und Endprodukte mittels HPLC
dar (Ergebnisse nicht dargestellt). Diese Methode konnte nicht angewendet werden, da
S. piceifrons im Verlauf der Studie die PEA-Emission stark reduzierte (vgl. Kap. 4.2)

und die Konzentration der Intermediate unterhalb der Detektionsgrenze vermutet wurde.

Phenylalanin als Ausgangsstoff fiir die Biosynthese von Heuschreckenpheromonen
belegten Seidelmann et al. (2003) bei S. gregaria. Auch bei S.gregaria ist der
detaillierte Biosyntheseweg zur Synthese von PAN, der Hauptpheromonkomponente
der geschlechtsreifen gregdren Mainnchen, nicht aufgeklart. Als Intermediate
postulierten Ferenz und Seidelmann (2003), ableitend von der Zyanogenese bei
TausendfiiBlern (Harpaphe haydeniana: Duffey et al. 1974) und Pflanzen (Sorghum
bicolor: Halkier & Moller 1989), N-Hydroxyphenylalanin und Phenylacetaldoxim.
Erstaunlicher Weise treten die Variationen im Phenylalanin-Metabolismus zwischen
S. gregaria und S. piceifrons, obgleich der chemischen Ahnlichkeit von PEA und PAN,
schon in den ersten Reaktionsschritten auf. Bei der PAN-Synthese wird Phenylalanin
hydratisiert und zum Phenylacetaldoxim decarboxyliert (Ferenz & Seidelmann 2003).
Wihrend bei der PEA-Produktion zuerst eine Transaminierung oder Decarboxylierung
stattfindet (Abb. 5.1). Erkldrbar sind diese Unterschiede nur durch erhebliche

biochemische Modifikationen innerhalb der Pheromonevolution (vgl. Kap. 6.2).

Die Biosynthese von Phenol, Guaiacol, Veratrol, z-2-Okten-1-ol und z-3-Nonen-1-ol
-als weitere Bestandteile des Pheromonbouquets von S. piceifrons - wurde
experimentell nicht untersucht. Fiir beide primdren Alkohole (z-2-Okten-1-ol und
z-3-Nonen-1-ol) scheint ein enzymatischer Fettsdureabbau von Linol- oder
Linolensdure, basierend auf der 1-Okten-3-ol-Biosynthese (Schwab & Schreier 2002),
evident. Das Phenolderivat Veratrol wird vermutlich, wie bei S. gregaria (Seidelmann
et al. 2003), de novo iiber einen bislang unbekannten Syntheseweg produziert. Guaiacol
und Phenol entstehen wahrscheinlich, wie bei S. gregaria, im Hinterdarm durch

Bakterien (z.B. Pantoea agglomerans, Klebsiella pneumoniae pneumoniae und
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Enterobacter cloacae; Dillon & Charnley 2002; Dillon et al. 2000, 2002). Diese
Bakterien gehdren zur natiirlichen heterogenen Mikrobenflora von Grisern (Hunt &
Charnley 1981) und verstoffwechseln beim Verdauungsprozess Lignin zu Vanillinsdure
(4-Hydroxy-3-methoxybenzoesdure), dem Precursor fiir die Synthese von Guaiacol und
Phenol (Dillon et al. 2000). Diese Symbiose schlieBt eine kontextspezifische
Pheromonproduktion aus, denn im Lebenszyklus von S. piceifrons sind weder
bestimmte Lebensumstinde noch -phasen an spezielle Didten (Cabrera 2003; Garza

2005; Poot-Pech & Marin-Correa 2007) oder charakteristische symbiotische Beziehung

gekoppelt.
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Abb. 5.1: nachgewiesene (durchgezogene Pfeile) und postulierte (gestrichelte Pfeile)
Biosynthesewege von PEA aus Phenylalanin nach Kegg (2013) (1), Weatherston & Percy
(1976) (2), Etschmann et al. (2002) (3), Lomascolo et al. (2001) (4), Rodriguez et al. (2012) (5),
Boatright et al. (2004) (6) und Watanabe et al. (2002) (7)

Pheromone sind evolutiondr und 6kologisch nur vorteilhaft, wenn Produktion und
Emission in Adaptation an spezifische umweltbedingte und/oder physiologische
Faktoren reguliert werden. Bei Insekten sind Juvenilhormon, 20-Hydroxyecdyson und

Pheromon-Biosynthese-Aktivierende Neuropeptide als endokrine Regulationsfaktoren
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belegt (Reviews: Jurenka 2004; Tillman et al. 1999). Ausgehend von den Befunden bei
S. gregaria (PAN-Biosynthese-Aktivierende Neuropeptid: Kieling 2004; KieBling &
Seidelmann 2006; Reim 2009) lag auch bei S. piceifrons die Vermutung eines
Pheromonemission-regulierenden Neuropeptids nahe. Methanolische Peptidextrakte aus
dem Nervengewebe stimulierten bei S. piceifrons jedoch nicht die PEA-Abgabe.
Vorbehaltlich der Eventualitit, dass die Testtiere dem Phénotyp mit reduzierter PEA-
Abgabe angehorten und nicht auf ein Neuropeptid reagierten, bleibt die Regulation der
der PEA-Emission vorerst unverstanden. Demgegeniiber stimulierten peptidhaltige TG-
und UG-Extrakte bei S. piceifrons erfolgreich die z-3-Nonen-1-ol-Emission. Der
enzymatische Peptidverdau bekriftigt die Wirkung eines pheromonotrophen
Neuropeptids. Die Inaktivitdt einiger Kontrollfraktionen beruht vermutlich auf
stochastischen  Einfliissen (z.B. individuelle Schwankungen der emittierten

Pheromonmengen).

Interessanter Weise reduzierten S. piceifrons, ebenso wie S. americana (Stahr et al.
2013 fiir z-3-Nonen-1-ol), ihre PEA- und z-3-Nonen-1-ol-Emission bei Stress durch
tagliche Beriihrungen. Urséchlich ist bei S. americana Octopamin (Stahr et al. 2013).
Das Stresshormon wird bei mechanischem, thermischem oder chemischem Stress
ausgeschiittet und fiihrt zur Steigerung des Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsels
(Davenport & Evans 1984; Review: Peri¢-Mataruga et al. 2006). Octopamin reguliert
auch bei Lepidoptera die Pheromon-Biosynthese (Christensen et al. 1991; Rafaeli &
Gileadi 1995) durch Inhibierung des Pheromon-Biosynthese-Aktivierenden-
Neuropeptids (Rafaeli et al. 1999, 2003; Teal et al. 1996; Reviews: Gide &
Goldsworthy 2003; Raina 1993). Vollkommen unerwartet sind bei S. piceifrons weder
z-3-Nonen-1-ol- noch PEA-Emission Octopamin-sensitiv, sondern unterliegen

stattdessen einem bislang unbekannten Regulationsmechanismus.
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6. Diskussion

Giinstige klimatische Bedingungen verursachen bei der zentralamerikanischen
Heuschrecke S. piceifrons die Ausbildung von Schwiarmen. Diese Schwirme bestehen
aus bis zu drei Millionen Heuschrecken, die téglich circa 5,3 t Vegetation vernichten
(CESVY 2009). In Mexiko erfolgt die Bekdmpfung konventionell durch teure
umweltschédliche synthetische Acridizide (Barrientos-Lozano et al. 2002, 2005; Garza
2005; Hernandez-Veldzquez et al. 2000). Biologische = Heuschrecken-
Bekidmpfungsmethoden sind bislang wenig erforscht und beschrinken sich auf den
entomopathogenen Pilz M. aniosopliae (Lecoq 2010; Reviews: Lomer et al. 2001;
Sword et al. 2010). Daher forcierte diese Arbeit die Eignung von Acari (Prostigmata,
Parasitengona) und Pheromonen als biologische Kontrollagenzien. Natiirliche
Ektoparasiten auf S. piceifrons sind in Mexiko E. locustarum, Leptus spec. A und
Charletonia spec. A, deren Anwendungsrelevanz wurde anhand folgender
Anforderungen bewertet: Wirtsfindungspotential, -spezifitit (auf Ordnungs- oder
Familienniveau), Reproduktionsfahigkeit und GefraBigkeit (Zusammenfassung nach:
Gerson & Smiley 1990; McMurtry 1982; Rosen & Huffaker 1983). Die Nutzbarkeit der
elektroantennographisch-aktiven Pheromonkomponenten im Rahmen eines IPM wurde
fiir S. piceifrons basierend auf der Pheromonfunktion beurteilt. Des Weiteren lieferten
die Kenntnisse zur Pheromonbiologie wichtige Hinweise zur Pheromonevolution und
-nutzung innerhalb der Gattung Schistocerca, welche im Kontext des exprimierten

Phasenpolyphénismus und Schwarmverhaltens diskutiert wurden.

6.1. Pheromonphysiologie bei S. piceifrons
6.1.1. Abgabe und Funktion der Nebenkomponenten

Phenol, Guaiacol und Veratrol sind Nebenbestandteile des Pheromonbouquets von sub-
und adulten S. piceifrons. Alle drei Substanzen werden auch von S.americana-,
S. gregaria- und L. migratoria-Mannchen und Weibchen in geringen Mengen emittiert
(Fuzeau-Braesch et al. 1988; Mahamat et al. 1993, 2000; Schmidt & Albiitz 2002; Stahr
et al. 2013; Torto et al. 1994). Thre Funktion bei S. gregaria und L. migratoria wird
kontrovers als Kohidsionspheromon (Fuzeau-Braesch et al. 1988; Obeng-Ofori et al.
1994) oder Ovipositionsaggregationspheromon diskutiert (Luber 1995; Rai et al. 1997,
Saini et al. 1995). Da S. piceifrons Phenol, Guaiacol und Veratrol altersunabhéngig und
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geschlechtsneutral emittiert, konnen alle drei Pheromonkomponenten funktionslose
Stoffwechselprodukte darstellen oder aber eine Funktion im Rahmen der Arterkennung

ibernehmen.

Der primdre Alkohol z-2-Okten-1-ol ist eine weitere Nebenkomponente im
Headspace von S. piceifrons-Ménnchen. Innerhalb der Orthoptera wird z-2-Okten-1-ol
in geringen Mengen von S. americana-Minnchen emittiert (Stahr et al. 2013). Uberdies
kommt 2-Okten-1-ol hdufig in Kombination mit toxischen und/oder reizenden
Substanzen als Nebenbestandteil des Wehrsekrets von Heteroptera (Dysdercus
fasciatus, D. cingulatus: Farine et al. 1992a; Pyrrhocoris apterus: Farine et al. 1992b,
1993; Lopidea robiniae: Staples et al. 2002; Mirperus scutellaris: Aldrich et al. 1993;
Leptocorisa chinensis: Leal et al. 1996), Blattodea (Eurycotis floridana: Farine et al.
1997) und Hoplocampa-Larven (Hymenoptera, Tenthredinidae: Boevé et al. 1997) vor.
Eine Funktion als Wehrsekret schlieft sich bei S. piceifrons aus, weil ausschlieBlich
Minnchen z-2-Okten-1-ol emittieren. Stattdessen pradestiniert die permanente,
Populationsdichte-unabhéngige Emission z-2-Okten-1-ol als Kriterium bei der

olfaktorischen Geschlechterdiskrimination.

6.1.2. Abgabe und Funktion der Hauptkomponenten

Der Aromat PEA wund der kurzkettige ungesittigte Alkohol z-3-Nonen-1-ol
repriasentieren die Hauptkomponenten des Pheromonbouquets geschlechtsreifer
gregirer S. piceifrons-Mannchen. Interessanter Weise emittiert innerhalb der Acrididae
nur S.americana z-3-Nonen-1-ol als Sexpheromon (Stahr et al. 2013). Ansonsten
kommt z-3-Nonen-1-ol als Attractant im Pheromonbouquet méinnlicher Fruchtfliegen
(Anastrepha ludens (Diptera, Tephritidae): Robacker & Hart 1985, Rocca et al. 1992;
A. suspensa: Nation 1975, 1990, 1991, Teal et al. 1999) vor. Zudem intensiviert
z-3-Nonen-1-ol bei Ahasverus advena (Coleoptera, Cucujidae) die aggregierende
Wirkung von 1-Okten-3-ol (Pierce et al. 1990). Hingegen emittieren viele
Insektenordnungen (Orthoptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Hemiptera, Coleoptera)
PEA (Zusammenfassung in Tab. 6.1). Obwohl die Funktion von Pheromonen héufig auf
ihrer chemischen Komposition beruht (Howse et al. 1998), lasst das Wirkungsspektrum
von PEA (Tab. 6.1) und z-3-Nonen-1-ol mehrere Riickschliisse auf die Verwendung der

Substanzen bei S. piceifrons zu.
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Tab. 6.1: PEA als Haupt- oder Nebenkomponente in Driisensekreten von Insekten

Familie: Art Funktion Referenz
Acrididae: S. gregaria, L. migratoria ? Brunnemann 1996
Formicidae: Crematogaster nigriceps, Alarm,

o Wood et al. 2002; 2006
Tetraponera penzigi Camouflage

Noctuidae: Mamestra persicariae,

) ] o Sex- Aplin & Birch 1970; Bestmann et

M. brassicae, M. configurata, Polia tincta,
pheromon al. 1977; Clearwater 1975; Edgar

P. nebulosa, Agrocola helvola,

] . ) o ? et al. 1979; Jacobson et al. 1976
Phalaenoides glycinae, Trichoplusia ni
Pentatomidae: Euschistus tristigmus ? Aldrich et al. 1995
Reduviidae: Pristhesancus plagipennis ? James et al. 1994
Cerambycidae: Megacyllene caryae, R Hall et al. 2006; Lacey et al.
Xylotrechus quadripes ' 2008
Trachypachidae: Trachypachus gibbsii ? Attygalle et al. 2004

o Birgersson et al. 1984;
Curculionidae: Ips typographus, )
] Ivarsson & Birgersson 1995;
I. duplicatus, I. paraconfusus, |. cembrae, ) ) )
Dispersion Pureswaran et al. 2000; Renwick

et al. 1976; Schlyter et al. 1987,
Sullivan 2005; Zhang et al. 2000

I. pini, Dendroctonus brevicomis,

D. frontalis, D. ponderosae

Als Abgabeort der Pheromone besitzt S. piceifrons, wie S.gregaria und
S. americana (Seidelmann et al. 2003; Stahr et al. 2013), keine distinkte
Pheromondriise. Stattdessen ist davon auszugehen, dass PEA, z-3-Nonen-1-ol und
z-2-Okten-1-ol durch epidermale Driisenzellen sezerniert werden (vgl. histologische
Studien an S. cancellata: Hawkes et al. 1987; S. gregaria: Kendall 1972; Loher 1961;
Luber 1995; Sbrenna & Sbrenna-Micciarelli 1980; Strong 1970; Thomas 1970). Da
S. piceifrons-Miannchen alle drei Substanzen unabhidngig voneinander emittieren und
regulieren, miissen Substanz-spezifische Driisenzellen existieren. Die variable
Pheromonemission einzelner Korperteile erkldrt sich durch eine unterschiedliche

Haufigkeit der Driisenzellen.

Hinsichtlich der Funktion von Pheromonen liefern spezifische Abgabemodi erste
Ansatzpunkte. PEA und z-3-Nonen-1-ol werden exklusiv von S. piceifrons-Ménnchen
emittiert. Substanzspuren im Weibchen-Bouquet beruhen auf einer Ubertragung beim
Kontakt mit Ménnchen (z.B. Paarung). Die Abgabe beider Stoffe setzt bei Méannchen
simultan mit der Geschlechtsreife ein und ist an gregire Haltungsbedingungen
gekoppelt. Dieser Modus impliziert sowohl fiir PEA als auch fiir z-3-Nonen-1-ol eine

Funktion in der Reproduktionsbiologie von S. piceifrons innerhalb der gregiren Phase.
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Bei S. piceifrons-Miannchen ist der physische Kontakt zu geschlechtsreifen
Weibchen essentiell fiir die Stimulation der z-3-Nonen-1-ol-Emission. Diese Interaktion
lasst flir z-3-Nonen-1-ol folgende Funktionen im Paarungsverhalten vermuten:
Attractant beim Werbe- oder Balzverhalten, Aphrodisiakum (Review: Shorey 1973)
oder ,mate assessment“ Pheromon (Review: Johansson & Jones 2007). Im
Olfaktometer wirkte z-3-Nonen-1-ol weder attraktiv auf S. piceifrons-Weibchen noch
beeinflusste die Substanz als Aphrodisiakum das Paarungsverhalten (z.B. Akzeptanz der
Kopulation). Bei der Wahl des Paarungspartners nutzt eine Vielzahl der
Insektenweibchen (,,female choice®) ,,mate assessment“ Pheromone, die direkt oder
indirekt die Partnerqualitét indizieren (Zusammenfassung in: Jones & Hamilton 1998).
Jedoch wihlen S. piceifrons-Weibchen ihren Partner nicht offensichtlich, sondern
kopulieren sukzessiv mit mehreren Méannchen, unabhéngig von deren z-3-Nonen-1-ol-

Emission.

Bei der Fertilisation verfahrt die Majoritdt der Insekten nach dem Prinzip der ,,last
sperm precedence (Eberhard 1996; Gwynne 1984; Parker 1970; in Birkhead & Hunter
1990: ,last in first out“-Mechanismus). Auch S. gregaria bevorzugt die Spermien des
letzten kopulierenden Partners (Hunter-Jones 1960; Seidelmann 2006: 67 % ,,last sperm
precedence®). Bei S. piceifrons und S. americana wurde die Vaterschaft nach einer
zweifachen Verpaarung der Weibchen mit verschiedenen Partnern mit der sterilen
Minnchentechnik analysiert. Genetische Vaterschaftsanalysen misslangen bei
S. americana angesichts ungeniigender genetischer Heterogenitdt der getesteten
Mikrosatelliten-Loci (Daten nicht dargestellt; Marker von S. gregaria; aus: Erler et al.
2010; Folmer et al. 1994; Kaatz et al. 2007; Simon et al. 1994). Erstaunlicherweise
erfolgte die Fertilisation weder bei S. piceifrons noch S. americana nach dem Prinzip
der ,last sperm precedence”. Stattdessen priferierten Weibchen beider Arten
unabhingig von der Paarungsreihenfolge das Sperma des Miannchens mit der hoheren
z-3-Nonen-1-ol-Emission (S. americana: Stahr et al. 2013). Bei S. piceifrons sind fiir
die postkopulatorische kryptische Weibchenwahl die PEA-Abgabe und die
Korpermasse des Ménnchens irrelevant, obwohl die Kdrpermasse bei vielen Insekten-
Weibchen ein postkopulatorisches Diskriminationskriterium darstellt (Coleoptera:
Lewis & Austad 1990; Hemiptera: Arnqyist & Danielsson 1999; Lepidoptera:
Bissoondath & Wiklund 1997; LaMunyon & Eisner 1993; Mecoptera: Thornhill 1983).

Die olfaktorische Attraktivitit der Mannchen korreliert hdufig mit Eigenschaften
wie Dominanz (Blattodea: Moore 1988; Moore & Breed 1986; Moore et al. 1997;
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Orthoptera: Kortet & Hedrick 2005), physiologischer Kondition (Diptera: Shelly &
Dewire 1994; Mecoptera: Thornhill 1992; Pyralidae: Phelan & Baker 1986),
Befruchtungserfolg (Coleoptera: Lewis & Austad 1994), Gesundheitsstatus (Rodentia:
Penn & Potts 1998; Zala et al. 2004) und/oder Fitness der Nachkommen (Blattodea:
Moore 1994) (Review: Johansson & Jones 2007). Folglich bietet Partnerwahl mittels
»mate assessment* Pheromon wihlerischen Weibchen direkte Vorteile, wie gesteigerte
Uberlebenswahrscheinlichkeit und Fertilisationserfolg (Moore et al. 2003), oder
indirekte evolutionire Vorteile durch genetische (Moore 1994; Moore & Breed 1986)
oder reproduktive Privilegien des Nachwuchses (,,Fisherian benefit; Fisher 1958;
Jones & Hamilton 1998; Review: Johansson & Jones 2007). Bei S. piceifrons ist von
einem vernachldssigbaren direkten Profit auszugehen, denn Schistocerca-Mannchen
iibertragen gegeniiber anderen Orthoptera (Kosal & Niedzlek-Feaver 1997 fiir
S. americana) bei der Kopulation kaum Nihrstoffe mit dem Ejakulat (Niedzlek-Feaver
1995).

Indirekte Vorteile im Rahmen eines ,,Fisherian benefit“ sind fiir S. americana
beschrieben: die z-3-Nonen-1-ol-Emission der Méannchen korreliert positiv mit deren
Korpermasse (Stahr et al. 2013). Gleichzeitig wird die Korpermasse von den Vitern auf
die Sohne vererbt (Kosal & Niedzlek-Feaver 2007) und beeinflusst positiv die
Winteriiberlebenswahrscheinlichkeit der S. americana-Ménnchen (Kosal & Niedzlek-
Feaver 1997). Bei S. piceifrons-Mannchen existiert hingegen keine Relation zwischen
z-3-Nonen-1-ol-Emission und der Korpermasse. Moglicherweise hiangt die
z-3-Nonen-1-ol-Emission bei S. piceifrons von anderen bislang unbekannten

fitnessassoziierten Parametern ab.

Die kryptische Weibchenwahl ist ein héufig dokumentiertes Phidnomen im
Tierreich (Review: Eberhard 1996). Studien zur postkopulatorischen Spermien-
Manipulation sind allerdings selten. Hypothetisiert werden verschiedene Mechanismen:
selektive oder separate Speicherung in morphologisch geteilten Spermatheken
(Scathophaga stercoraria (Diptera, Scathophagidae): Ward 1998), selektive Abgabe der
Spermien durch die Muskulatur der Spermathek (Utetheisa ornatrix (Lepidoptera,
Noctuidae): LaMunyon & Eisner 1993) oder Verdringung (,,displacement™) des
vorhandenen Spermas bei einer erneuten Kopulation (Tribolium castaneum (Coleoptera,
Tenebrionidae): Lewis & Austad 1994). Das Funktionsprinzip bei S. piceifrons und
S. americana ist ungekldrt. Morphologisch kdnnten beide Arten eine lokal getrennte

Spermien-Speicherung in den zwei Divertikeln des tubuldren gabelférmigen
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Receptaculum seminis realisieren. De facto befinden sich nach einer Kopulation in
beiden Divertikeln Spermien. Bei einer erneuten Paarung mit einem zweiten Méannchen
sollten die Weibchen wihrend oder spitestens nach der Kopulation die Qualitdt des
Partners beurteilen und die Spermien selektieren. Bei Bevorzugung des ersten
Minnchens sind verschiedene Strategien zum Umgang mit den Spermien des zweiten
Partners denkbar: die Spermien werden in ihrem Ubertragungszustand - verpackt in
Spermatophoren (vgl. fiir S.americana: Gardner 2004; S.gregaria: Pickford &
Padgham 1973; Schobel 2005; S.vaga: Okelo 1975, 1979)- ausgeschieden; die
Spermien werden nach der Absorption der Spermatophoren abgegeben oder die
iibertragenen Spermien werden inaktiviert. Eine systematische Inaktivierung konnte
durch proteolytische Sekrete aus der Driisenzellschicht der Spermathekenwand erfolgen
(Review: Kaulenas 1992; S. vaga: Okelo 1975, 1979; L. migratoria: Lange & da Silva
2007; Lay et al. 1999). Andererseits kann die Vitalitit und Mobilitdt der gespeicherten
Spermien durch osmotische Anderungen, bedingt durch eine regulierte Kohlenhydrat-
und Proteinsekretion, beeinflusst werden (Davey 1985; Lange & da Silva 2007; Lay et
al. 1999; Review: Kaulenas 1992). Wenn die Spermien des zweiten Paarungspartners
bevorzugt werden, ist die Verdringung des vorhandenen Spermas und der ,,last in first

out”-Mechanismus am wahrscheinlichsten.

Die neuronale Steuerung der Spermathek iibernimmt bei den Acrididae das achte
Abdominalganglion (L. migratoria: Clark & Lange 2000; S. vaga: Okelo 1975, 1979;
Reviews: Lange & da Silva 2007; Lange 2009). Dieses Abdominalganglion stellt eine
Ganglienfusion der letzten vier Segmente dar (Tousson & El-Atrash 2010) und
innerviert zudem verschiedene abdominale Sensillen (S. gregaria: Tousson & Hustert
2006). Elektronenmikroskopische Studien weisen auch auf dem Abdomen
geschlechtsreifer ~ S. americana-Weibchen  verschiedene  Sensillentypen  nach
(Theuerkorn 2011). Wihrend der Kopulation koénnten Weibchen direkt durch
Kontaktperzeption den Pheromonstatus des kopulierenden Ménnchens detektieren und
umgehend die transferierten Spermien Pheromon-vermittelt manipulieren. Plausibel ist
diese Hypothese, da das Abdomen von S. americana und S. piceifrons nicht nur den
Hauptberiihrungspunkt bei der Kopulation darstellt, sondern auch der z-3-Nonen-1-ol-

Hauptabgabeort ist.

Die Erkenntnisse zur Funktion von z-3-Nonen-1-ol als Minnchenpheromon
geschlechtsreifer gregérer S. piceifrons liefern einerseits einen interessanten Einblick in

das Paarungsverhalten der Art. Andererseits bietet sich die Mdglichkeit die Bedeutung
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von Pheromonen innerhalb der Gattung Schistocerca im Kontext des exprimierten
Phasenpolymorphismus und Schwarmverhaltens zu interpretieren. In der gregiren
Phase nehmen Schwirme von S. piceifrons ungefihr eine Fliche von 30 km® ein (pers.
Mitteilung M. Poot Pech) und sind damit ein Vielfaches kleiner als S. gregaria-
Schwirme (> 600 km? Joyce 1962; Uvarov 1977). Gleichzeitig herrscht in S. piceifrons-
Schwirmen eine geringere Populationsdichte (pers. Mitteilung H.-J. Ferenz). Folglich
ist die Konkurrenz um Paarungspartnerinnen zwischen S. piceifrons-Mannchen
reduziert. Diese reduzierte Konkurrenz spiegelt sich im Labor in einer geminderten
Paarungsmotivation wieder (Dauer bis zur Paarung: 9 Stunden). Demgegeniiber miissen
gregare S. gregaria-Miannchen viel Energie in das Auffinden und Bewachen eines
rezeptiven Weibchens investieren, da das operationelle Geschlechterverhidltnis bei
extremen Populationsdichten stark zugunsten der Médnnchen verschoben ist. Deshalb
verpaaren sich S. gregaria-Méannchen meist innerhalb von 30 Minuten nach dem
Auffinden des Weibchens (Laborbefund, Seidelmann & Ferenz 2002). Eine Haltung
von S. gregaria-Mannchen ohne Weibchen steigert die Paarungsmotivation erheblich,
begiinstigt die Aggressivitit gegeniiber Rivalen und fiihrt zu Angriffen auf Paare
(Seidelmann 2006). Weibchen-deprivierte S. piceifrons-Ménnchen erzielen auch
schneller, im Mittel nach 3,5 Stunden, eine Paarung. Unterschiede in der Anzahl der
Paarungsversuche traten allerdings nicht auf, sodass auch diese Resultate eine reduzierte
Paarungsmotivation von S. piceifrons-Méannchen belegen. Solitarisierungseffekte, die
durch eine Isolation ausgelost werden und zur Meidung von Artgenossen fithren (vgl.
fiir S. americana-Larven: Gotham & Song 2013; S. gregaria-Larven: Roessingh et al.

1993; Simpson et al. 1999), wurden ausgeschlossen.

Die reduzierte Rivalitit zwischen S. piceifrons-Ménnchen begiinstigt die
kryptische Weibchenwahl und die Evolution eines ,mate assessment Pheromons.
Stattdessen nutzen S. gregaria-Miannchen bei extrem gregidren Bedingungen PAN als
CIP (Seidelmann 2006; Seidelmann et al. 2005; Seidelmann & Ferenz 2002). Zusitzlich
sichern sich S. gregaria-Mannchen die Vaterschaft durch eine postkopulatorische
Partnerbewachung bis zur Eiablage (,,last sperm precedence®) (Popov 1958; Stower et
al. 1958). Demzufolge haben S. gregaria-Weibchen bei extremen Populationsdichten
keine Moglichkeit zur Partnerwahl. Die Emission eines ,,mate assessment* Pheromons

waére unrentabel.

Die Abgabe von PEA, der zweiten Hauptkomponente im Pheromonbouquet von

geschlechtsreifen gregiren S. piceifrons, wird durch sexuelle Konkurrenz zwischen
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mehreren (im Labor wenigstens drei) adulten S. piceifrons-Méannchen bei
olfaktorischem Kontakt mit Weibchen stimuliert. Diese rivalenabhingige PEA-
Emission gleicht dem Abgabemodus von PAN bei S. gregaria (Luber 1995; Seidelmann
et al. 2000) und legte eine dhnliche Funktion als Abstinon oder CIP nahe. PEA wirkt im
Olfaktomerter jedoch nicht repellent auf Ménnchen. Zudem reduzierte PEA bei
Applikation auf geschlechtsreife S. piceifrons-Weibchen weder die Paarungsabundanz
noch beeinflusste es andere Parameter im Paarungsverhalten der Méinnchen (z.B. Dauer
bis zur Paarung). Schlussfolgernd explizieren diese Befunde, dass PEA bei S. piceifrons

keine Funktion ibernimmt oder die Funktion adaptiv verloren ging (vgl. Kap. 6.2).

Bei Heuschrecken dienen Pheromone auch der tempordren Synchronisation der
sexuellen Reifung (Amerasinghe 1978; Loher 1961; Norris 1954, 1964; Richards &
Mangoury 1968; Stahr et al. 2013). Eine Reifungsbeschleunigung induziert bei
S.gregaria ein Substanzgemisch aus PAN, Veratrol und anderen aromatischen
Substanzen (Mahamat et al. 1993, 2000). Bei S.americana wirkt z-3-Nonen-1-ol
reifungsbeschleunigend (Stahr et al. 2013). Auch subadulte S. piceifrons beschleunigen
den Beginn der Geschlechtsreife und der z-3-Nonen-1-ol-Emission bei Anwesenheit
adulter Artgenossen. Jedoch wurde z-3-Nonen-1-ol als reifungsbeschleunigender
Stimuli bei S. piceifrons ausgeschlossen. Es ist anzunehmen, dass andere volatile
Substanzen reifungsbeschleunigend wirken. Allerdings wurde diese Hypothese
aufgrund der hohen Sterblichkeit der Testtiere im Exsikkator nicht getestet. Zudem
kann der Einfluss visueller und/oder taktiler Reize auf die Reifungsbeschleunigung bis

zum jetzigen Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden.

AuBlerdem wirkt die Anwesenheit von Larven oder subadulten Individuen bei
S. piceifrons entwicklungsretardierend. Dieser Effekt ist auch bei S. gregaria bekannt.
Als Ausloser werden Larvenpheromone, wie Guaiacol, Phenol, Nonanal, weitere
aliphatische Cg-, Cg-, Cio-Aldhyde und -Sauren, hypothetisiert (Assad et al. 1997). Die
Reifungsverzdgerung verhindert innerhalb gregérer Larvenverbidnde die unfreiwillige
Dispersion der Heuschrecken wéhrend der Entwicklung von wandernden Larven zu

schwiarmenden Adulti(fiir S. gregaria: Byers 1991).

Die Nutzung von zwei Systemen zur Synchronisation von Geschlechtsreife und
Eiablage kann sowohl fiir S. piceifrons als auch S. gregaria als Adaptation an die
variablen, schlecht prognostizierbaren Umweltbedingungen, welche Gregarisierung und

Schwarmverhalten induzieren, interpretiert werden (fiir S.gregaria: Byers 1991).
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Demgegeniiber selektieren die saisonalen Klimadnderungen im Verbreitungsgebiet von
S. americana gegen eine Larven-induzierte Reifungsverzogerung (Stahr et al. 2013).
Folglich nutzt S.americana nur ein Synchronisationssystem zum ,,fine-tuning* der
Geschlechtsreife von aggregierten Adulti und maximiert so die individuelle

Paarungswahrscheinlichkeit.

6.2. Evolution der Pheromone

Pheromonbiologisch ist die Gattung Schistocerca bislang unzureichend beschrieben.
Hawkes et al. (1987) und Grunshaw et al. (1990) beschrieben die Sekretion
aromatischer Substanzen durch gruppierte geschlechtsreife S. piceifrons- und
S. cancellata-Mannchen. Chemisch analysiert wurden hingegen nur die Bouquets der
afrikanischen Wiistenheuschrecke S. gregaria (Reviews: Byers 1991; Ferenz &
Seidelmann 2003; Hassanali et al. 2005; Loher 1990; Whitman 1990) und der
amerikanischen Verwandte S.americana (Stahr 2008; Stahr et al. 2013).
Bemerkenswerterweise emittieren beide Arten mit ausschlieBlich aromatischen oder
alkenolischen Pheromonen chemisch sehr verschiedene Substanzen, die aus dem
Aminosdure- bzw. Fettsdurestoffwechsel hervorgehen (Seidelmann 2003; Stahr et al.
2013). Das komplexe Pheromonbouquet von S. piceifrons iibernimmt nun als eine

Mischung aus Aromaten und Alkenolen eine chemotaxonomische Zwischenstellung.

Studien zur Evolution der Pheromon-Diversitét sind rar (Coleoptera: Cognato et al.
1997; Symonds & Elgar 2004; Diptera: Roelofs et al. 2002; Symonds & Wertheim
2005; Lepidoptera: Lofstedt et al. 1991; Roelofs & Brown 1982; Symonds et al. 2009;
Toth et al. 1992) und die evolutiondren Prozesse schlecht verstanden (Review:
Symonds & Elgar 2008). Bei Schistocerca Ildsst sich das stark variierende
Pheromonbouquet nicht durch die Akkumulation steriochemischer und quantitativer
Substanzmodifikationen bei nahverwandten Arten, wie S. piceifrons und S. americana
(Lovejoy et al. 2006; Song et al. 2013; Song & Wenzel 2008), erkldren (vgl. graduelles
Modell: Roelofs & Brown 1982; Symonds & Elgar 2004, 2008). Auch eine saltatorische
Pheromon-Evolution (Symonds & Elgar 2004, 2008; Symonds & Wertheim 2005)
initiiert nicht die Synthese von Aromaten und Alkenolen, ermdglicht aber die PEA- und
PAN-Produktion durch Strukturmodifikationen im Phenylalanin-Biosyntheseweg (vgl.
Symonds & Elgar 2008; Tillman et al. 1999). Urséchlich fiir diese Modifikationen sind

Anderungen in der Enzymkonstitution, die hiufig durch Allel-Variationen innerhalb
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einer kleinen Anzahl von Loci (Toth et al. 1992) oder durch eine Genregulation (vgl.
Desaturaseaktivitit bei Ostrinia (Diptera, Crambidae): Roelofs et al. 2002) verursacht

werden.

Pheromonprofile dienen nicht zwangsldufig zur Rekonstruktion der Phylogenie, da
sie mitunter sehr plastisch sind (Cognato et al. 1997; Symonds & Elgar 2004). Folglich
postulierten Lofstedt et al. (1991), dass konservierte Biosyntheserouten von
Pheromonen ein viel niitzlicheres Kriterium zur Aufkldrung evolutionidrer
Zusammenhdnge darstellen. Bei der Gattung Schistocerca widersprechen die multiplen
Biosynthesewege (Aminosdure-, Fettsdureabbau) einer nahen Verwandtschaft zwischen
der afrikanischen S. gregaria und den beiden amerikanischen Arten (S. americana,
S. piceifrons) (,,new world origin“ Hypothese basierend auf morphologischen Analysen:
Song 2004, 2005; Song & Wenzel 2008). Stattdessen implizieren die konservierten
Biosynthesewege einen gemeinsamen Vorfahren mit dem genetischen Repertoire zur

Produktion aromatischer und alkenolischer Pheromonkomponenten.

Phylogeniestudien von Lovejoy et al. (2006) und Song et al. 2013 platzieren
S. gregaria als élteste Art basal im Stammbaum. S. piceifrons und S. americana werden
als Schwesterarten innerhalb der mobilen Klade gruppiert. Demnach iiberquerte ein
S. gregaria-Vorfahre von Afrika aus den Atlantik und besiedelte den amerikanischen
Kontinent (,,0ld world origin* Hypothese; Lovejoy et al. 2006; Song et al. 2013). Diese
,»old world origin“ Hypothese wird durch die ungewohnliche biogeographische
Aufspaltung der Unterfamilie Cyrtacanthacridinae - zwei Gattungen (Schistocerca,
Halmenus) in der westlichen Hemisphére, alle anderen in Afrika, Asien und
Australien — unterstiitzt (Lovejoy et al. 2006; Song et al. 2013). Die Schistocerca-
Stammart soll aus einem ariden Habitat Nordafrikas, dessen heterogene
Umwelteinfliisse die Evolution des Schwarmverhaltens begilinstigten, stammen
(Lovejoy et al. 2006). Auch die moderne S.gregaria bildet den extremsten
Phasenpolyphénismus und das ausgepréigteste Schwarmverhalten innerhalb der Gattung
aus (Review: Song 2011). Adaptiv emittieren S. gregaria bei hohen Populationsdichten
den Aromaten PAN als CIP zur Sicherung der Vaterschaft (vgl. Kap. 6.1.2). Ein
Alkenol als ,,mate assessment* Pheromon ist in der gregidren Phase unrentabel, sodass

dessen Synthese bei S. gregaria verloren ging respektive eingestellt wurde.

S. piceifrons emittiert Aromaten und Alkenole, wobei die aromatische

Komponente PEA gegenwirtig ein bedeutungsloses Rudiment reprisentiert.
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Moglicherweise besal PEA eine édhnliche oder gleiche Funktion wie PAN, deren
Bedeutung in Adaptation an geringere Populationsdichten abnahm. Die kontinuierliche
Reduktion der PEA-Emission innerhalb des Untersuchungszeitraums untermauert diese
Hypothese. Wéhrend zu Beginn dieser Studie der Quotienten aus emittierter PEA- und
z-3-Nonen-1-ol-Menge eine bimodale Verteilungscharakteristik aufwies, etablierte sich
am Ende der Phidnotyp mit erhohter respektive ausschlieBlicher z-3-Nonen-1-ol-
Emission. Dieser Prozess deutet auf eine Speziation hin (Huber et al. 2007), in deren
Folge assortative Paarungen zur reproduktiven Isolation und zur Entstehung neuer
Arten fihren (Bolnick 2006; Higashi et al. 1999; Kondrashov & Kondrashov 1999).
Eine Speziation durch die Variation des Sexpheromons ist gut dokumentiert bei
Lepidoptera (Baker 2008a; Dopman et al. 2010; Groot et al. 2009; Loxdale et al. 2010).
Beweise, dass dieser Prozess gerade bei S. piceifrons in Mexiko abléduft, konnen nur

Freilandstudien liefern.

Das geschilderte Szenario erklirt die Entstehung des ausschlieBlich alkenolischen
Pheromonprofils von S. americana. S.americana schwirmt nicht, bildet nur einen
reduzierten Phasenpolymorphismus aus (Gotham & Song 2013; Smith & Capinera
2005; Song & Wenzel 2008; Squitier 1996) und kommt in geringen Populationsdichten
vor (Smith & Capinera 2005; Sword 2003). Dieses Verhalten begiinstigt die Emission
von z-3-Nonen-1-ol als ,,mate assessment Pheromon und fithrt zum Verlust eines

aromatischen CIP.

Zur chemotaxonomischen Klassifikation der Gattung Schistocerca ist es immens
wichtig die Pheromonprofile = weiterer Arten zu studieren. Interessante
Untersuchungsobjekte stellen neben schwirmenden vor allem sedentédre Arten dar, auch

im Hinblick auf die Nutzung von Pheromonen bei der Reproduktion.

6.3. Ektoparasitische Parasitengona an S. piceifrons — Lebenszyklus, Diapause,

Phinologie

Verschiedene Milbenarten leben parasitisch auf oder rduberisch von Orthoptera
(Welbourn 1983; Wohltmann 2000). Eine Bedeutung als biologisches Kontrollagens
wird Vertretern der Taxa Podapolipidae, Trombidioidea und Erythraeoidea beigemessen
(Gerson & Smiley 1990; Welbourn 1983). Auf S. piceifrons parasitierten mit
P.yucatanensis (Podapolipidae; Husband & Wohltmann 2011), E. locustarum
(Trombidioidea), Charletonia spec. A und Leptus spec. A (Erythracoidea) Milben aller
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drei Taxa (Bestimmung der Art-/Gattung: A. Wohltmann). Eine exakte Artbestimmung
der Leptus- und Charletonia-Larven ist aufgrund zahlreicher inaddquater
Artbeschreibungen und der mangelhaften Taxonomie, verursacht durch die
heteromorphen larvalen und postlarvalen Stadien, schwierig (Welbourn 1991,
Wohltmann 2000, pers. Mitteilung A. Wohltmann). Bei Charletonia wurden von 115
Arten 22 als DN und/oder Adultus und fiinf als larvale und postlarvale Stadien
dokumentiert (Makol & Wohltmann 2012a, b). Insgesamt sind 275 Leptus-Arten
bekannt, aber nur 41 als aktive postlarvale Stadien und 13 als larvale und postlarvale
Stadien beschrieben (Makol & Wohltmann 2012a, b). Die erfolgreiche Laborzucht von

Leptus spec. A ermdglicht nun eine Beschreibung

Der Lebenszyklus im Labor charakterisiert Leptus spec. A als eine potentiell
multivoltine Art ohne interne Entwicklungshemmung (Miiller 1992). Ausgehend von
der Generationsdauer im Labor mit circa 20 Wochen, ist die Ausbildung von zwei bis
drei Generationen pro Jahr, eine permanente Wirtsemergenz vorausgesetzt, in Yukatan
sehr wahrscheinlich. Die Abwesenheit parasitischer Leptus spec. A-Larven an
S. piceifrons im September 2009 und 2010 kann verschiedene Ursachen haben:
Beeinflussung der Ontogenese durch saisonale Klimaunterschiede (tropisches Klima;
Climate-Data.org), unterschiedliche Fanglokalidten oder zufidllige Reduktion der

Milbenpopulation.

Ein multivoltiner Generationszyklus ist innerhalb der Gattung Leptus vollkommen
neuartig. Alle bisher beschriebenen Leptus-Arten sind univoltin und bilden eine obligate
Diapause aus (L. beroni als DN, L. fernandezi (nom. nud.) als PN (Wohltmann 1995);,
L. trimaculatus vor Beginn der reproduktiven Phase (Wendt et al. 1992); Tab. 6.2).
Auch innerhalb der terrestrischen Parasitengona sind in Adaptation an die klimatischen
Bedingungen des Verbreitungsgebiets (meist temperates Klima) alle Arten uni- bis
semivoltin (Review: Wohltmann 2000). Eine Ausnahme stellen sub- und tropische
Trombiculidae (Trombicula (,,chigger)) mit fiinf Generationen pro Jahr (Review:
Belozerov 2008; basierend auf phénologischen Studien: Sasa 1961) und die multivoltine

Balaustium putmani (Erythraeidae; Putman 1970) dar.

Der Hauptparasit von S. piceifrons-Individuen aus Yukatan war mit einer
Parasitierungsrate von 96 % bzw. 68 % und 19 bzw. 12 Parasiten pro Wirt
E. locustarum. Bei der Laborzucht gleicht der Lebenszyklus von E. locustarum bei einer

Haltungstemperatur von 25°C den bislang publizierten Angaben (Husband &
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Wohltmann 2011; Severin 1944; Tab. 6.2). Erstaunlicherweise induziert eine
Temperaturerhéhung auf 29 °C - entsprechend der maximalen monatlichen
Durchschnittstemperatur im natiirlichen Verbreitungsgebiet (Climate-Data.org) - eine
Entwicklungsverzogerung (Tab. 6.2). Normalerweise beschleunigt eine
Haltungstemperaturerh6hung innerhalb des Optimumbereichs die Entwicklung nicht
diapausierender Parasitengona-Stadien (vgl. E.trigonum: Wohltmann et al. 1996;
Johnstoniana errans (Parastitengona, Johnstonianidae): Wohltmann 1996; Tab. 6.2).
Erst bei einer suboptimalen Temperaturerhohung stagniert die
Entwicklungsbeschleunigung, gleichzeitig steigt die Mortalititsrate (vgl. Halterung von
J. errans bei 25°C, pers. Mitteilung A. Wohltmann (Optimum: 15°- 20 °C, Wohltmann
2000; Zhang 1998)). In Analogie iibersteigt eine Haltungstemperatur von 29 °C

offensichtlich das Temperaturoptimum von E. locustarum.

Kongruent mit den Beobachtungen von Husband und Wohltmann (2011)
entwickelt E. locustarum im Labor nur eine Generation pro Jahr, da die Majoritdt der
DN (iiber 96 %) eine Diapause durchlduft. Nur wenige Individuen erreichen innerhalb
von 30 Tagen das TN-Stadium, diese Ausnahmen sind iblich (vgl. Allothrombium
meridionale: Wohltmann & Makol 2009; pers. Mitteilung A. Wohltmann).
Hochstwahrscheinlich handelt es sich bei der Diapause von E. locustarum-DN, wie bei
Parasitengona typisch, um einen obligaten Entwicklungsstopp, der unabhingig von
Umweltreizen beginnt und intern determiniert wird (Wohltmann 2000). Die
Laborergebnisse bei konstanten Haltungsbedingungen (Langtag) bestitigen den
umweltunabhingigen Beginn der Diapause. Die Linge der Diapause wird vermutlich
durch eine interne Uhr bestimmt (Veerman 1992: , internal clock®; Wohltmann 2000:
»counter”). Thre Aktivierung erfolgt endogen oder durch ein bislang unbekanntes
Signal. Externe Faktoren (Eggers 1993; Abb. 6.1), wie Temperaturreduktion
(Husband & Wohltmann 2011) oder Kurztagbedingungen, wurden fiir E. locustarum
ausgeschlossen. Nach Ablauf der endogen (genetisch) fixierten Dauer der internen Uhr
findet bei gilinstigen AuBenreizen (z.B. 25°C), mit oder ohne vorangegangener
Niedrigtemperaturphase (,,chilling”: Husband & Wohltmann 2011), die Umwandlung
zur TN statt. Ein Einfluss der Photoperiode und der Lichtintensitit sind vorsichtig zu
interpretieren, da entwicklungsbeschleunigende Effekte nur bei 29 °C auftraten.
Innerhalb der terrestrischen Parasitengona ist eine Termination der Diapause durch die
Tagesldnge zwar bei einigen Trombidiidae und Erythraecoidea bekannt (Wohltmann

2000), aber nicht durch die Lichtintensitit. Auflerdem héingt die Dauer des DN-
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Stadiums stark von unkalkulierbaren Parametern wie Erfolg und Menge der
Nahrungsaufnahme und dem Energieverbrauch bei der Suche oder dem Graben von
Verstecken zur Uberdauerung des TN-Stadiums ab. Individuelle Variationen bei der

Dauer der internen Uhr sind iiberdies denkbar.

Der Lebenszyklus von E.locustarum unterscheidet sich bei identischen
Haltungsbedingungen von demjenigen der europdischen Verwandten E. trigonum
(Tab. 6.2). E. trigonum entwickelt sich ohne periodisch auftretende Diapause von der
Larve zum Adultus. Die obligate Diapause setzt im Winter vor dem Beginn der
Geschlechtsreife bei den Adulti ein, synchronisiert die Reproduktion und gleichzeitig
das Auftreten der parasitischen Larven an Zeiten mit hoher Wirtsabundanz (Wohltmann
et al. 1996). In Adaptation an die univoltinen Wirte ist auch E.trigonum uni- bis
semivoltin (Wohltmann et al. 1996). Demgegeniiber begiinstigt bei E. locustarum die
permanente Wirtsemergenz in Yukatan (zwei S. piceifrons-Generationen pro Jahr; vgl.
Kap.2.1) und das Klima die Ausbildung mehrerer  Generationen.
Freilandbeobachtungen von Huggans und Blickenstaff (1966) und Severin (1944)
bestitigen das Auftreten von einer bis zwei E. locustarum-Generationen pro Jahr. Diese
Befunde decken sich mit dem beobachteten Larvenvorkommen an S. piceifrons im

September und Dezember.

Die dritte auf S. piceifrons parasitierende Parasitengona war Charletonia spec. A.
Im Labor lieB sich ihr Lebenszyklus nicht vollstindig rekonstruieren. Die
Entwicklungsdauer des calyptostatischen = PN-Stadiums gleicht bei einer
Haltungstemperatur von 25 °C demjenigen der taiwanesichen Verwandten (Chow 1997;
Tab. 6.2). Als Nahrung bevorzugten die rduberischen DN weder Drosophila
melanogaster-Larven noch Heuschreckeneier. Die singulire Dokumentation einer
Einstichstelle an einem S. piceifrons-Ei  belegt nicht zweifelsfrei eine
Nahrungsaufnahme. Angesichts der epigdischen Lebensweise der Charletonia spec. A-
DN (vgl. C. cardinalis, Wohltmann 1993) entsprechen Schistocerca-Eier nicht dem

natiirlichen Nahrungsspektrum.

Vollkommen neuartig fiir Orthoptera war die simultane Doppelparasitierung durch
zwei Parasitengona-Arten. An S. piceifrons saugten gleichzeitig E. locustarum- und
Charletonia spec. A- oder Leptus spec. A-Larven. Charletonia spec. A und Leptus
spec. A parasitierten hingegen nie am selben Wirt. Auf Schistocerca spec. wurden

simultan bislang nur E. locustarum und P. yucatanensis (auf S. piceifrons, Husband &



6. Diskussion 96

Wohltmann 2011)

trachealis, Podapolipus berlesei, Podapolipoidea eickworti auf S. nitens, Husband et al.

oder verschiedene Podapolipidae-Gattungen (Locustacarus

2008; Podapolipus klompeni, P. berlesei, P.eickworti auf S. alutacea, Husband &

Husband 2006) nachgewiesen.

Tab. 6.2: Ontogenesezeiten (in d; min-max) verschiedener Charletonia-, Leptus- und
Eutrombidium-Arten (basierend auf der Zusammenfassung in Wohltmann 2000)
Larve
Larve
Art Ei - Larve parasi- PN DN TN Referenz
gesamt .
tisch
Charletonia b 20 6-7 8-12 9-13 8-12 | Wohltmann
cardinalis (20 °C) (20 °C) (20 °C) (20 °C) (20°C) | 2000*
Charletonia 68 12 15 23 15 .
) ) Chow 1997
taiwanesis (25 °C) (25 °C) (25 °C) (25 °C) (25 °C)
) 13-17
Charletonia .
(25°C) Neu
spec. A
23 (22 °C)
Leptus 12 21-27 5 35-39 |Wohltmann
beroni (20 °C) (20 °C) (15°C) | 1995*
Leptus 38 -39 10-12 5-6 13-18 17 21-22 |Wendtetal.
trimaculatus | (20 °C) (20 °C) (20 °C) (20 °C) (20 °C) (20°C) |1992*
Leptus 33-48 46 7-10 5 41 -52 13-18 | Wohltmann
fernandezi (20 °C) (20 °C) (20 °C)) (20 °C) (20°C) |1995*
13-20 12-16
Leptus (25 °C) (25 °C) Neu*
eu
spec. A 37 -41 6-19 5-14 17 - 23 16 - 41 21-28
(22 °C) (22 °C) (22 °C) (22 °C) (22 °C) (22 °C)
21-25 25 15 12-92 13-19
Eutrom-
bidi (25°C) (25 °C) (25 °C) (25 °C) (25°C) | Wohltmann
idium
) 33-42 28 9-11 23-27 21-220 24 -28 | etal. 1996*
trigonum
(20 °C) (20 °C) (20 °C) (20 °C) (20 °C) (20 °C)
15-28 28 8-14 10-20 13-50 10-23 | Severin
(18-24°C)| (18-29°C) | (18-24°C)| (?°C) (?°C) (?°C) | 1944*
Husband &
21-23 13-17 16 - 23
Eutrom- D Wohltmann
. (25 °C) (25 °C) (25 °C) .
bidium 2011
locustarum 38-43 16 - 53 8-39 16 - 32 8-44
(29 °C) (29 °C) (29 °C) (29 °C) (29 °C)
D Neu*
10-17 10 - 21
(25 °C) (25 °C)

D: Diapause; *kompletter Lebenszyklus im Labor ermittelt; * vermutlich Freilandfinge
verschiedener Stadien; * Lebenszyklus fiir einige Stadien im Labor ermittelt
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Abb. 6.1: Gegenlberstellung der Diapause-Regulationsmechanismen bei Eiern von
Johnstoniana spec. (A; nach Eggers 1993): Stopp der Entwicklung unabhangig von
Umwelteinflissen, Registrierung tiefer Temperaturen durch Rezeptor (Thermometer) (1.),
Aktivierung der internen Uhr (Eieruhr) (2.), Aktivierung eines Sensors fur hdhere Temperaturen
nach circa 90 Tagen (3.), Weiterentwicklung bei Umgebungstemperatur iber 10 °C (4.); und
E. locustarum-DN (B): Stopp der Entwicklung und Einschalten der internen Uhr endogen oder
durch unbekannte Faktoren (1.), Aktivierung eines Rezeptors flr hdhere Temperaturen nach
Ablauf der internen Uhr (2.), Weiterentwicklung bei Umgebungstemperatur von 20 °C (3.),
Einfluss von Photoperiode (16:8 L:D; Licht an 5:00 Uhr) und Lichtintensitdt (Sonne)
nebensachlich (4.)

6.4. Parasitismus: Wirtsfindung, Wirtsspektrum und Parasitierungsverhalten

Préparasitische E. locustarum- und Leptus spec. A-Larven nutzen zur Wirtsfindung ihre
positiv phototaktische Orientierung um bevorzugte Aufenthaltsregionen (FraB- und
Ruhestellen) ihrer potentiellen Wirte zu erreichen. Eine olfaktorische Orientierung
anhand des Heuschrecken-Duftbouquets iiber grofere Distanzen (cm) wurde fiir
E. locustarum ausgeschlossen. Im Nahbereich (einige mm) sind fiir E. locustarum und
Leptus spec. A zwei Szenarien denkbar: zufdllige Wirtsfindung und anschlieBende
Wirtserkennung bei Korperkontakt (Wohltmann 2000; Zhang 1998), beispielsweise
anhand cuticularer Wachse, oder gezielte Orientierung mittels Kairomonen (vgl. fiir
wenige Trombiculidae (Parasitengona): Sasa et al. 1957; Arrenurus spec.
(Hydrachnidia, Parasitengona): Baker 1996; Smith & Mclver 1984; Varroa jacobsoni
(Varroidae, Acari): Rickli et al. 1994; Phytoseiulus persimilis (Phytoseiidae, Acari): de
Bruyne et al. 1991). Diese in weiten Teilen ungerichtete Wirtssuche resultiert im
geringen  Parasitierungserfolg (19 %) von  E. locustarum-Larven.  Obwohl
E. locustarum-Larven aufgrund ihrer groBeren Hungerresistenz gegeniiber Leptus

spec. A-Larven einen ldngeren Suchzeitraum nutzen konnen, sind Leptus spec. A-
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Larven bei der Wirtsfindung erfolgreicher (Parasitierungserfolg: 68 %). Es ist
anzunehmen, dass Leptus spec. A denselben Wirtsfindungsmechanismus wie
E. locustarum verwenden, jedoch von ihrer hoheren Laufaktivitit und -geschwindigkeit

profitieren.

Das Wirtsspektrum der Gattung Leptus variiert zwischen generalistischen Arten,
die alle Unterordnungen der Insecta, aber auch Scorpiones, Araneae, Opiliones und
Acari parasitieren (z.B. L. trimaculatus: Wendt et al. 1992; Zusammenfassung in:
Welbourn 1983), und sehr spezialisierten Arten (z.B. L. beroni auf Opiliones:
Wohltmann 1995). Leptus spec. A-Larven verhielten sich auferordentlich
wirtsspezifisch und parasitierten innerhalb der getesteten Orthoptera nur Acrididae.
Vereinzelte Leptus spec. A-Larven versuchten Opiliones und P. apertus zu parasitieren,
vertrockneten aber festgesaugt am Wirt. Nahe liegend ist, dass die Fehlparasitierung das
Immunsystem des Wirts aktiviert und {iber das Phenoloxidasesystem eine
Melanisierung (humorale Immunabwehr) und Verkapselung (zellulire Immunitét) der
Einstichstelle induziert wird (Reviews: Eleftherianos & Revenis 2011; Strand 2008).
Diesen Abwehrprozess belegten Abro (1982) und Yourth et al. (2002) fiir aquatische
Parasitengona (Arrenurus spec., Hydrachnidiae), die auf Zygoptera (Ordonata)

parasitierten.

Bei der Parasitierung von Acrididae bevorzugen Leptus spec. A-Larven hautige,
wenig sklerotisierte Korperregionen (z.B. Coxen, Abdomen, Fliigeladern). Eine
dhnliche Praferenz zeigt L. trimaculatus (Wendt et al. 1992), obwohl die meisten
Leptus-Arten stiarker sklerotisierte Anheftungsstellen wihlen (Wohltmann 2000). Eine
Affinitdt zu spezifischen Korperbereichen wird weder bei Leptus spec. A- noch
E. locustarum-Larven durch das Putzverhalten des Wirts induziert, denn sogar stark

exponierte Korperteile, wie Antennen und Mundwerkzeuge, wurden parasitiert.

Eutrombidium-Larven besitzen innerhalb der Orthoptera ein ausgedehntes
Wirtsspektrum, welches sich bei E.locustarum auf Acrididae, Gryllidae und
Tettigonidae erstreckt (Welbourn 1983). Im Priferenzversuch wurden alle getesteten
Acrididae bevorzugt. Als Anheftungsstellen wéhlten E. locustarum-Larven wenig
sklerotisierte Regionen, wie die Fliigeladern der adulten Wirte oder die Ansatzbereiche
der Fliigelanlagen und das Abdomen der Heuschrecken-Larven. Auch die europdische

E. trigonum parasitiert weiche Thoraxregionen ihrer Orthoptera-Wirte (Wohltmann et
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al. 1996), wihrend E. australiense vor allem an den Coxen des dritten Laufbeinpaares
saugen (Key 1994).

Nach der Anheftung am Wirt verlduft das Parasitierungsverhalten von
E. locustarum in drei Phasen: vor (1), wihrend (2) und nach der Volumenzunahme des
Idiosomas (3). Bei der Parasitierung adulter Wirte dauert Phase 1 drei bis fiinf Tage und
ist gekennzeichnet durch ein konstantes Idiosoma-Volumen; ob eine
Nahrungsaufnahme stattfindet, ist ungekldrt. Innerhalb dieser Phase koénnen
E. locustarum-Larven den Wirt verlassen, beispielsweise bei dessen Tod, und
erfolgreich einen neuen Wirt parasitieren. Stirbt der Wirt hingegen innerhalb der
zweiten Phase, fallen die Larven ab. Eine erneute Wirtssuche findet nicht statt, sondern
die E.locustarum-Larven zeigen postparasitisches Verhalten (Suche nach
Versteckmoglichkeiten) und  sterben bei  unzureichender  vorangegangener
Nahrungsaufnahme (vgl. Wohltmann 1993, 1995 fiir L. beroni). Bei der Parasitierung
larvaler Wirte hingt die Lange der ersten Phase vom Zeitpunkt des AS des Wirts ab, da
die Volumenzunahme (Phase2) erst am adulten Wirt beginnt. Diese
»Verzogerungstaktik ermdoglicht bis zu 100 % der E. locustarum-Larven eine
Loslosung und einen erfolgreichen Wechsel auf den frisch gehduteten Wirt, denn die

festgesaugten Parasiten reiflen bei der Hautung nicht durch die Wirtscuticula hindurch.

Als Signal zur Synchronisation des Parasitierungsverhaltens an die Entwicklung
des Wirts dienen den Parasiten endokrine Verdnderungen im Wirtsorganismus
(Zusammenfassung in: Beckage et al. 1993; Edwards & Weaver 2001). Studien mit
Milben sind jedoch rar. Bei Varroa jacobsoni wird die Reproduktion durch den
Juvenilhormontiter der Honigbienen-Hdmolymphe gesteuert (Hénel 1983; Hénel &
Koeniger 1986). Bei Wassermilbenlarven (Parasitengona, Hydrachnida) induziert die
Erhohung der Juvenilhormonkonzentration in der Wirtshimolymphe beim Einsetzen der
Geschlechtsreife des Wirts (Ordonata, Libellulidae) die selbststindige Ablosung der
Parasiten (Gonzales-Tokman et al. 2012). Neben Juvenilhormon kdnnen auch andere in
der Wirtshdmolymphe flottierende Stoffe, wie Ecdysteroide, das Parasitierungsverhalten

von E. locustarum-Larven steuern.

Die Parasitierung durch E. locustarum-Larven ist mit dem Erreichen des
maximalen Idiosoma-Volumens (Phase 3) nicht beendet. Als terminierenden Faktor
vermuten Husband und Wohltmann (2011) die Eiablage der Heuschrecken. Allerdings

bietet diese Hypothese keinen Erklarungsansatz fiir das Verlassen ménnlicher Wirte.
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Zudem wurde eine Ablosung vom Wirt wédhrend der Oviposition innerhalb der
vorliegenden Studie nie beobachtet. Als Ausloser zum Ubergang ins postparasitische
Larvenstadium erscheinen klimatische Faktoren (z.B. relative Luftfeuchtigkeit), die

gleichzeitig die Oviposition bei den Wirten induzieren, wahrscheinlicher.

6.5. Schadpotential der Parasitengona bei S. piceifrons

Parasitismus schidigt intensitétsabhéingig und mannigfaltig den Wirt beispielsweise in
dessen Wachstum, Fitness, Reproduktion und Lebensdauer. S. piceifrons-Individuen aus
Yukatan zeigten bei ihrer Ankunft in Halle keine offensichtlichen &ufleren
Beeintrachtigungen durch den Parasitismus. Eine Beurteilung der Fitness oder des
Zustands der Gonaden war gegeniiber Heuschrecken aus der Laborzucht nicht mdglich,
da transportbedingte oder parasiteninduzierte Einfliisse nicht unterscheidbar waren. Im
Labor traten durch parasitische Leptus spec. A- und E. locustarum-Larven bei
S. piceifrons weder Schiden an der Cuticula noch Probleme bei der Hautung auf (in
Konsens mit Severin (1944) fiir E. locustarum). Die Lebenserwartung des Wirts war
ebenfalls unbeeinflusst vom Parasitismus. Demgegeniiber dokumentierten Belovsky et
al. (1997) in Freilandversuchen mit einer hohen Heuschreckenpopulationsdichte und
suboptimalen Bedingungen, durch eine verstirkte Nahrungskonkurrenz, eine gesteigerte
Mortalitit parasitierter Individuen. Zudem beobachtet Severin (1944) ein gesteigertes
Priadationsrisiko parasitierter Heuschrecken durch eine Behinderung bei der Flucht,
verursacht durch anhaftende Milben an den Extremitéten oder einer inkorrekten Faltung
der Fliigel. Unter den artifiziellen Laborverhidltnissen wiesen parasitierte S. piceifrons

keine Einschrinkungen in ihrer Beweglichkeit und Aktivitét auf.

Studien zum Einfluss des Parasitismus auf den Wirts-Metabolismus beschrianken
sich meist auf Varroa-infizierte Apis mellifera (Hymenoptera, Apidae; Amdam et al.
2004; Bowen-Walker & Gunn 2001). Stoffwechselveranderungen bei Heuschrecken
initiiert durch ektoparasitische Parasitengona-Larven waren vollkommen unbekannt.
Bei S. piceifrons erhoht sich E. Locustarum-assoziiert oder -induziert der
Héamolymphlipidtiter bei gleichzeitig Konstanz der Proteinkonzentration.Von den
mannigfaltigen hormonalen Regulationsmechanismen, die eine parasiteninduzierte
Hyperlipdmie verursachen, kommen bei S. piceifrons Immunogene (Nachweis bei
L. migratoria: Mullen et al. 2004), Octopamin und AKH (Review: Arrese & Soulages

2010) in Frage. Ebenso divers ist der Verwendungszweck der mobilisierten Diglyceride
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bei S. piceifrons: Lipide fungieren als Energieressourcen, zur Membranbiogenese an
Infektionsstellen (Arrese & Soulages 2010) oder {iibernehmen Apolipophorin
(apoLp-III)-assoziiert eine Funktion im Immunsystem (humorale Immunitét; Dettloff et
al. 2001; Mullen & Goldsworthy 2003). Welches Signal zur parasiteninduzierten

Hyperlipamie bei S. piceifrons fiihrt, bleibt offen, ebenso deren Nutzen.

Zusitzlich zum metabolischen Lipidverbrauch verlieren S. piceifrons Lipide und
Proteine an die Parasiten. Bei einem mittleren E. locustarum-Larvenbefall (30 pro Wirt)
wird der kalkulierte Lipidverlust mit circa 3 % des Gesamtlipidgehalts einer
Heuschrecke als vernachldssigbar eingeschitzt. Auch der Proteinverlust sollte mit etwa
2 % unterhalb eines schidlichen Niveaus liegen. Theoretisch miissten die Wirte
auflerdem einen erheblichen Wasserverlust, ausgehend vom mittleren Lipidgehalt der
Heuschreckenhdmolymphe (6 pg/ul), von ungefdhr 780 pul kompensieren. Gleichzeitig
wiirden E. locustarum-Larven ohne selektive Wasserabgabemechanismen innerhalb der
gesamten Parasitierungsphase das 52fache Korpergewicht durch eine Wasseraufnahme
zunehmen (Kalkulation basierend auf mittlerem Lipidgehalt einer E. locustarum-Larve
von 313 pg/mg). Eine Wasserabgabe iiber die Korperoberfliche in Form von Tropfen
wurde nicht beobachtet. Eine Wasserdampfabgabe mittels Claparéde‘scher Organe, die
wihrend  der  postparasitischen  Larvenphase @ von  Trombidioidea  der
Wasserdampfaufnahme aus der Luft dienen (Wohltmann 1998), erscheint physiologisch
unplausibel. Resiimierend wird ohne Kenntnis des zugrunde liegenden Mechanismus
eine selektive Néhrstoffaufnahme vorausgesetzt, diese impliziert wiederum einen

geringen Wasserverlust bei parasitierten Heuschrecken.

Der direkte Einfluss ektoparasitischer Acari auf den Reproduktionserfolg des
Wirts ist mehrmalig dokumentiert (Review: Lehmann 1993): innerhalb der
Parasitengona fiir einige aquatische Arten (Hydrachnidiae: Arrenurus, Hydrachna,
Eylais; Smith 1988; Smith & Mclver 1984) und E. locustarum als terrestrischem
Vertreter (Belovsky et al. 1997; Branson 2003). Im Semifreiland reduziert ein
E. locustarum-Larvenbefall die Reproduktionsraten von Melanoplus sanguinipes und
Ageneotettix deorum (Orthoptera, Acrididae) um 39 % bis 44 % (Belovsky et al. 1997,

Branson 2003). Demgegeniiber verringerte sich die Gelegegrofle parasitierter

S. piceifrons im Labor im Mittel um 13 % (£ 12 Eier/Gelege). Erstaunlicherweise

scheinen S. piceifrons-Weibchen die eingesparten Nahrstoffe nicht zugunsten der

eigenen Fitness (z.B. Immunsystem) zu investieren, sondern produzieren volumindsere
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Eier. Mit dieser Strategie kompensieren S. piceifrons die reproduktiven Verluste einer
geringeren Nachkommenabundanz durch groBerer, robusterer und wahrscheinlich
parasitentoleranterer Heuschreckenlarven. Studien an S. gregaria untermauern diese
Hypothese: beim Phasenwechsel von solitdr zu gregér reduziert sich die Gelegegrofle
zugunsten groBerer Nachkommen mit einer lingeren Uberlebensdauer; ursichlich sind
maternale Effekte (Huner-Jones 1958; Maeno & Tanaka 2008; Review: Tanaka &
Maeno 2010). In Abhédngigkeit vom Parasitismus manipulieren auch Libellen
(Coenagrion puella, Rolff 1999) und Eidechsen (Lacerta vivipara, Sorci & Clobert
1995; Sorci et al. 1994) die Ressourcenallokation zugunsten grofler und fitter

Nachkommen.

Alle bisher dargestellten Resultate repriasentieren direkte Beeintrdchtigungen von
S. piceifrons  durch  parasitische E. locustarum-Larven.  Indirekte = Schiden,
beispielsweise durch FraBl an Heuschrecken-Gelegen, verursachen die aktiven
rduberischen postlarvalen E. locustarum-Stadien (DN, Adultus). Innerhalb des gesamten
DN-Stadiums erndhrt sich ein E. locustarum-Individuum von maximal fiinf
S. piceifrons-Eiern. Verglichen mit einer mittleren Gelegegro3e von 93 Eiern und selten
mehr als drei DN pro Eigelege (Freilandstudie; Severin 1944) sind die Fraflschiden
unrelevant. Dagegen ist das Schadpotential von E. locustarum mit 14 Eiern pro DN und

20 Eiern pro Adultus bei Heuschrecken mit kleineren Eiern, wie Melanoplus-Arten

(Eilange = 4,5 mm 2 30 % von S. piceifrons; Pfadt 1994) erheblich (Severin 1944).

Bislang unbekannt sind die Schiden, die von Pilzinfektionen an angestochenen Eiern
ausgehen. Entgegen den Beobachtungen von Severin (1944) stagniert die
Larvenentwicklung angesaugter und verpilzter S. piceifrons-Eier. Ob sich die
Pilzinfektion auf benachbarte Eier ausbreitet und das gesamte Gelege schidigt, bedarf

zusitzlicher Untersuchungen.

Welche Mechanismen E. locustarum-DN und -Adulti zur Auffindung der Eigelege
nutzen ist, unklar. Die angebotenen Acrididae-Eier wurden scheinbar zufillig, ohne
gezielte Orientierung aufgefunden. Vielleicht dienen Duftstoffe aus dem Eischaum
oberhalb des Geleges oder die Oberflichenbeschaffenheit des Eischaums gegeniiber

dem umgebenden Boden als Erkennungsmerkmal.
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6.6. Pheromone und Acari als biologisches Kontrollagens von S. piceifrons

Pheromone stellen eine umweltfreundliche Alternative zum konventionellen
Insektizideinsatz in der Schidlingsbekdmpfung dar. Zur Bekidmpfung von
Heuschreckenplagen werden Pheromone diskutiert (Ferenz 1989; Lecoq 2005, 2010),
bis heute aber nicht angewandt. Effiziente und nachhaltige Strategien zur
Pheromonnutzung in der Schéadlingsbekdmpfung sind vielféltig (Review: Baker 2008b;
Baker & Heath 2005; Howse et al. 1998; Reddy & Guerrero 2010; Thacker 2002;
Witzgall et al. 2010). Eine hohe Relevanz besitzen Sex- und Aggregationspheromone
(Thacker 2002). S. piceifrons emittiert, wie alle anderen untersuchten Schistocerca-
Arten, kein Aggregationspheromon (S. americana: Stahr et al. 2013; S. gregaria:
Seidelmann et al. 2005; Seidelmann & Ferenz 2002). Z-3-Nonen-1-ol fungiert zwar als
Sexpheromon, wirkt aber nicht wie kommerziell genutzte Sexpheromone als Attractant.
Restimierend ist keines der identifizierten Pheromone im Rahmen eines IPM zum

Monitoring oder zum Massenfang von S. piceifrons pradestiniert.

Der erfolgreiche kommerzielle Einsatz von Milben in der biologischen
Schidlingsbekdampfung beschrinkt sich bislang auf die Familien der Phytoseiidae und
Laelapidae (Mesostigmata; Gerson & Weintraub 2007; Saenz de Cabezon et al. 2010;
Thacker 2002). Beide leben rduberisch, zeichnen sich durch kurze Generationszyklen
(zwei bis drei Wochen) aus und werden vor allem in Gewichshdusern eingesetzt
(Gerson & Weintraub 2007). Hinsichtlich einer biologischen Heuschreckenbekdmpfung
werden, als natiirlich im Habitat vorkommende Feinde Podapolipidae, Erythracoidea

und Trombidioidea diskutiert (Gerson & Smiley 1990; Welbourn 1983).

P. yucatanensis, als Vertreter der Podapolipidae, lebt in allen Ontogenesestadien
auf S. piceifrons (Husband & Wohltmann 2011). Die Ubertragung erfolgt meist bei der
Paarung der Wirte (Gerson & Smiley 1990). Da weder im Dezember 2010 noch 2011
P. yucatanensis auf S. piceifrons aus Mexiko parasitierten, konnte keine Laborzucht
aufgebaut werden. Folglich kann weder die Eignung als biologisches Kontrollagens
(bezliglich Reproduktionsfahigkeit, Wirtsspezifitdt und -findungspotential) noch das
Schadpotential prognostiziert werden. Eine Fitnessreduktion erscheint, basierend auf
den Beobachtungen von Gauchat (1972) an mit Podapolipoides grassi parasitierten

australischen Chortoicetes terminifera (Orthoptera, Acrididae), nahe liegend.

Erythracoidea der Art Charletonia spec. A sind hochstwahrscheinlich ungeeignet

zur Heuschreckenbekdmpfung. Ein Schadpotential, falls iiberhaupt vorhanden, geht



6. Diskussion 104

ausschlieBlich von den parasitischen Larven aus, weil DN und Adulti wegen der
epigdischen Lebensweise (Wohltmann 1993) nicht als Réduber von S. piceifrons-Eiern in
Betracht kommen. Das Wirtsspektrum von Charletonia spec. A-Larven kann aufgrund
der erfolglosen Laborzucht und der Variabilitit innerhalb der Gattung (Generalisten:
Zusammenfassung in Welbourn 1983; Spezialisten: C. cardinalis auf Delphacidae, pers.

Mitteilung A. Wohltmann) nicht eingeschitzt werden.

Die Laven von Leptus spec. A, dem zweiten Vertreter der Erythracoidea auf
S. piceifrons, verhalten sich Acrididae-spezifisch und entwickeln ein hohes
Wirtsfindungspotential. Damit stellen Leptus spec. A ein interessantes Objekt fiir
Versuche zur Parasit-Wirt-Interaktion dar. Nachteilig fiir eine Massenzucht erweist sich
allerdings die geringe Reproduktionsrate und die lange Generationszeit von 20 Wochen
(gegeniiber Phytoseiidae und Laelapidae). Die aktiven postlarvalen Stadien von Leptus
spec. A sind epigdisch (Wohltmann 1993) und damit keine potentiellen Rauber von

Acrididae-Eiern.

E. locustarum schidigen als parasitische Larven, rduberische DN und Adulti ihren
Wirt. Bei S. piceifrons waren die beobachteten Beeintrichtigungen (Uberlebensdauer,
Reproduktion, FraBlschiden an Gelegen) vernachlédssigbar. UnzweckmiBig fiir einen
kommerziellen FEinsatz als Heuschreckenbekdmpfungsmittel sind weiterhin: die
fehlende Wirtsspezifitit innerhalb der Orthoptera (Welbourn 1983), das geringe
Wirtsfindungspotential, der lange Generationszyklus mit Diapause und die verzdgerte

Wirkung hinsichtlich des Applikationszeitpunktes.

Restimierend weisen die vorgestellten Ergebnisse zur Pheromonbiologie von
S. piceifrons und der Wirkung ektoparasitischer Parasitengona auf Heuschrecken weder
Pheromone noch natiirliche Gegenspieler als potentielle Mittel im Rahmen von IPM-
Projekten aus. Ein bislang unberiicksichtigter Aspekt stellt die Nutzung der
parasitischen ~Milbenlarven als Vektoren zur gezielten Ubertragung von

Krankheitserregern auf ihre spezifischen Wirte dar (Thacker 2002).
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7.  Zusammenfassung

Die Gattung Schistocerca besteht aus circa 50 sehr heterogenen Arten, die in der
Expression des Schwarmverhaltens und Phasenpolyphénismus variieren. Die
zentralamerikanische  Heuschrecke  Schistocerca  piceifrons gehoért zu  den
schwiarmenden Arten und bildet einen dichteabhidngigen Polyphénismus aus. In der
gregiren Phase verursacht S. piceifrons erhebliche landwirtschaftliche Schéiden, die in
Mexiko und den angrenzenden zentralamerikanischen Léndern ausschlieBlich durch
teure umweltschéddliche synthetische Insektizide reduziert werden. Zur Dezimierung des
Insektizideinsatzes im Rahmen der Etablierung einer integrierten
Heuschreckenbekdmpfung wurden Pheromone und ektoparasitische Acari (Prostigmata,

Parasitengona) als potentielle biologische Kontrollagenzien studiert.

Die Pheromonidentifikation und die Analyse der Abgabemechanismen beruhten
auf  gaschromatographisch-massenspektrometrischen =~ Untersuchungen. Durch
umfangreiche Verhaltensstudien (,,open field*-, Olfaktometer-Test) wurde die Funktion

der Pheromone aufgeklirt.

Das Pheromonbouquet gregirer geschlechtsreifer S. piceifrons-Ménnchen setzt
sich aus den elektroantennogram-aktiven Substanzen Phenol, Guaiacol, Veratrol,
z-2-Okten-1-ol und den beiden Hauptkomponenten, z-3-Nonen-1-ol und
Phenylethylalkohol (PEA) zusammen. Phenol, Guaiacol und Veratrol werden alters-
und geschlechtsunabhingig von S. piceifrons emittiert, deshalb wird allen drei
Aromaten allenfalls eine Funktion bei der Arterkennung beigemessen. Z-2-Okten-1-ol
wird exklusiv von S. piceifrons-Méannchen unabhingig von der sexuellen Reife, der
Populationsdichte und der An- bzw. Abwesenheit adulter Weibchen oder Miannchen
abgegeben. Dieses Abgabemuster legt fiir z-2-Okten-1-o0l eine Funktion bei der

olfaktorischen Geschlechterdiskrimination nahe.

Die beiden Hauptkomponenten, z-3-Nonen-1-ol und PEA, werden durch
epidermale Substanz-spezifische Driisenzellen unabhingig voneinander sezerniert.
Z-3-Nonen-1-ol und PEA werden exklusiv von adulten gregidren Mannchen emittiert;
der Beginn der Abgabe koinzidiert mit dem Einsetzen der Geschlechtsreife. Dieser
Modus impliziert fiir beide Stoffe eine Funktion in der Reproduktionsbiologie von

S. piceifrons.
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Essentiell fiir die z-3-Nonen-1-ol-Emission ist die Anwesenheit geschlechtsreifer
Weibchen. Die Substanz wirkt weder attraktiv auf Weibchen noch findet eine aktive
priakopulatorische Weibchenwahl basierend auf dem Pheromonstatus des Ménnchens
statt. S. piceifrons-Weibchen wihlen hingegen nach zwei sukzessiven Kopulationen
kryptisch zwischen den Ménnchen und préferieren die Spermien des z-3-Nonen-1-ol
emittierenden Mainnchens bei der Fertilisation. Z-3-Nonen-1-ol fungiert bei
S. piceifrons, wie bei ihrer nicht schwirmenden und in geringen Populationsdichten

auftretenden Verwandten S. americana, als ,,mate assessment* Pheromon.

PEA, die aromatische Hauptkomponente des Pheromonbouquets gregirer
geschlechtsreifer S. piceifrons-Ménnchen, wird de novo aus Phenylalanin synthetisiert.
Die PEA-Abgabe wird durch sexuelle Konkurrenz zwischen mehreren adulten
S. piceifrons-Ménnchen stimuliert. Im Olfaktometer wirkt PEA nicht repellent auf
Minnchen. Eine PEA-Applikation auf geschlechtsreife Weibchen verdnderte das
Paarungsverhalten der Méannchen nicht. Folglich tibernimmt PEA bei S. piceifrons
weder eine Funktion als Abstinon und ,,courtship inhibiting® Pheromon noch fungiert
PEA als ,,mate assessment* Pheromon bei der kryptischen Weibchenwahl. Sowohl die
fehlend Funktion als auch die kontinuierliche Reduktion der PEA-Emission innerhalb
des Untersuchungszeitraums lassen PEA als eine rudimentire Komponente des

Pheromonbouquets erscheinen.

Chemotaxonomisch nimmt S. piceifrons mit einem Aromaten und einem Alkohol
als Pheromonhauptkomponenten eine Ubergangsstellung zwischen der amerikanischen
S. americana, mit der Hauptkomponente z-3-Nonen-1-ol, und der afrikanischen
S.gregaria, mit dem Aromaten Phenylacetonitril, ein. Innerhalb der Gattung
Schistocerca ist die Funktion der Ménnchenpheromone im Paarungsverhalten in
Adapation an das exprimierte Schwarm- und Phasenverhalten variabel. Adulte
S. gregaria-Ménnchen nutzen in der gregiren Phase bei extremen Populationsdichten
Phenylacetonitril als ,,courtship inhibiting“ Pheromon zur Unterdriickung des
Werbungsverhaltens von Rivalen und zur postkopulatorischen Partnerbewachung.
Demgegeniiber stellt die Emission von z-3-Nonen-1-ol als ,mate assessment
Pheromon bei S. piceifrons und S. americana cine optimale Anpassung an die geringere
Populationsdichte und die reduzierte Konkurrenz ~der Minnchen um

Paarungspartnerinnen dar.
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Neben den Pheromonen wurde in dieser Arbeit auch die Eignung ektoparasitischer
Milben als biologisches Heuschreckenbekdmpfungsmittel studiert. Dazu wurden die
Ontogenese, die Reproduktion und das Parasitierungsverhalten untersucht und die
Schaden an S. piceifrons und deren Gelegen beurteilt. Natiirliche in Mexiko auf
S. piceifrons vorkommende Parasiten sind Eutrombidium locustarum (Trombidioidea),

Leptus spec. A (Erythracoidea) und Charletonia spec. A (Erythracoidea).

E. locustarum besitzt, aufgrund einer Diapause im Deutonymphen-Stadium, einen
langen Entwicklungszyklus (1 Jahr). Die Reproduktionsrate ist sehr hoch. Die
parasitischen Larven sind Orthoptera-spezifisch, bei der Wirtsfindung aber wenig
erfolgreich. Die Schidigung des Wirts durch die Milbenlarven, gemessen an den
Protein- und Lipidverlusten und der Uberlebensdauer, sind vernachlissigbar. Jedoch
nimmt die Gelegegrofie bei parasitierten S. piceifrons-Weibchen ab, zugunsten groBerer
Eier. Schiden an Heuschreckengelegen durch die GefraBBigkeit der rduberischen
E. locustarum-Deutonymphen und —Adulti sind mit fiinf Eiern je Individuum gegeniiber

einer Gelegegrofie von 93 S. piceifrons-Eiern gering.

Leptus spec. A-Larven weisen ein hohes Wirtsfindungspotential und eine
aullerordentliche Wirtsspezifitdt fiir Acrididae auf. Der Entwicklungszyklus verlduft im
Labor innerhalb von circa 20 Wochen. Die Reproduktionsrate von Leptus spec. A ist
gering. Eine Parasitierung beeinflusst die Uberlebensdauer des Wirts nicht. Schiiden an
Heuschreckengelegen sollten, aufgrund der epigdischen Lebensweise von Leptus

spec. A-Deutonymphen und -Adulti, nicht auftreten.

Eine Laborzucht von Charletonia spec. A lieB sich nicht realisieren, somit waren
keine Parasitierungsversuche moglich. Ein Schadpotential geht, wenn tiberhaupt, nur

von den parasitischen Larven aus, da sich Charletonia spec. A-DN epigiisch verhielten.

Zusammenfassend belgen die Ergebnisse zur Pheromonbiologie von S. piceifrons,
dass keines der identifizierten Pheromone als biologisches
Heuschreckenbekdmpfungsmittel im Rahmen einer integrierten Schidlingsbekdmpfung
geeignet ist. Auch die untersuchten ektoparasitischen Parasitengona erweisen sich
aufgrund ihrer langen Ontogenese, dem minimalen Schadpotential und der Verzégerung
zwischen dem Beginn der Parasit-Wirt Interaktion bis zum Schaden am Wirt als

ungeeignet fiir eine kommerzielle Nutzung.
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Bildtafeln
Bildtafel 1-1

dist. aD
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Bildtafel 1-1: KOH-behandelte Spermathek von adulten S. piceifrons (linke Spalte) und S. americana
(rechte Spalte): Ubersichtsdarstellung (A, B); lichtmikroskopische Aufnahmen
(Differentialinterferenzkontrast; Automontage, Synchroscopy; Scharfentiefeerweiterung) eines
Ausschnittes des praapikalen (C, D) und distalen apikalen Diverticulums mit Sekrektkanalen (E, F);
Ds: Ductus seminalis; dist. aD: distales apikales Diverticulum; pra. aD: praapikales Diverticulum;
prox. aD: proximales apikales Diverticulum
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Bildtafel 1-2: lichtmikroskopische Aufnahmen einer Spermathek von adulten S. piceifrons (linke
Spalte) und S. americana (rechte Spalte); sagittal; Hamalaun-Eosin-Farbung; Ubersichtsdarstellung
(A); Spermathekenwand des proximalen apikalen (B, C), distalen apikalen (D, E) und praapikalen
Diverticulums (F, G); bl: Basallamina; cu: Cuticula; Ds: Ductus seminalis; dist. aD: distales apikales
Diverticulum; dz: Drusenzelle; ez: Epithelzelle; k: Kavitat; m: Muskelschicht; n: Nukleolus; pra. aD:
praapikales Diverticulum; prox. aD: proximales apikales Diverticulum; sk: Sekretkanal; sp: Spermien;
zz: Zwischenzelle
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Bildtafel 2

Bildtafel 2: Parasitierung eines S. piceifrons-Weibchens aus Mexiko (September 2009; dorsale
Aufsicht auf den Thorax und die beiden ersten Abdomensegmente) durch E. locustarum-Larven (rot)
und Podapolipoides yucatanensis-Adulti (gelb) mit Eiern (weiss) (A, B)
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Bildtafel 3

Bildtafel 3: Ontogenesestadien von Charletonia spec. A: parasitierende Larve an S. piceifrons-
Hinterfliigel (A); voll gesaugte postparasitische Larve (B); PN mit abgehobener Larvenhaut (C); mobile
DN (D)
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Bildtafel 4-1

0,2cm

Bildtafel 4-1: Ontogenesestadien von Leptus spec. A: Adulti mit Eiern (24 — 48 h nach der Eiablage)
(A); orangefarbene spate Pralarven in ihren aufgeplatzten Eihillen bzw. ohne Eihilllen mit sichtbaren
roten Augenanlagen (B); praparasitische Larven (C); an S. piceifrons-Vorderflliigel parasitierende
Larve (D); S. piceifrons-Larve (2 oder 3 Larvenstadium) mit parasitierenden Leptus spec. A-Larven
(E); voll gesaugte postparasitische Larven nach selbststéandiger Abldsung vom Wirt (F)
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Bildtafel 4-2

Bildtafel 4-2: Ontogenesestadien von Leptus
spec. A: PN mit leicht abgehobener und
transversal aufgerissener Larvenhaut (G); DN bei
der Nahrungsaufnahme am Heuschreckenei (H);
immobile TN (1)
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Bildtafel 5-1: Ontogenesestadien von E. locustarum: Gelege (24 —48 h nach der Eiablage) (A);
Pralarven (spates Stadium) (B); praparasitische Larve (C); voll gesaugte postparasitische Larve nach
selbststéandiger Ablésung vom Wirt (D); PN mit Beinanlagen (E); DN nach Nahrungsaufnahme (F); TN
mit Beinanlagen (G); Adultus (H)
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Bildtafel 5-2

Bildtafel 5-2: Volumenzunahme von
E. locustarum-Larven bei der Parasitierung einer
weiblichen S. piceifrons-Larve (AS: 7 Tage nach
Beginn der Parasitierung; linke Spalte) bzw.
eines geschlechtsreifen S. piceifrons-Weibchens
(rechte Spalte); Parasitierungsdauer: 6 Tage (A,
B); 10 Tage (C, D); 13 Tage (F); 17 Tage (E);
21 Tage (G)
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Anhang

Tabellen

Tab. A.4.1: Beeinflussung der Pheromonemission von adulten S. piceifrons-Mannchen durch
das Geschlechterverhaltnis und die Populationsdichte; Wilcoxon-Test

z-2-Okten-1-ol z-3-Nonen-1-ol

Design Z p n VA p n

13+19 -1,778 | 0,075 | 14|-2,970 | 0,003 | 13

23+19 | -1,244 | 0,214| 11 -2,981| 0,003 12

33+19 | -0,457 | 0,647 | 20 -3,472| 0,001 20

43+19 -1,274 | 0,203 | 16| -2,272 | 0,023 | 16

443 -1,153 | 0,249 | 16| -3,206 | 0,001 | 16

14+39 | -0,943 | 0,345 8|-2521| 0,012 8

24+29 -1,342 | 0,180 71|-2,366 | 0,018 7

Tab. A.4.2: Mann-Whitney-Test (Bonferroni korrigiert) zum Nachweis einer pheromonotrophen
Wirkung von Peptidextrakten aus dem Nervengewebe adulter S. piceifrons-Weibchen und
Mannchen bei geschlechtsreifen S. piceifrons-Mannchen; Kontrollgruppe (n = 51): Injektion von
Insektenringer

PEA z-3-Nonen-1-ol
Extrakt Z p n Y4 p n
oG Q -1,046 | 1,000 8| -0,934 | 1,000 8
d -2,058 | 0,240 | 15| -0,775| 1,000 | 15
UG Q -1,806 | 0,426 8| -3,203 | 0,006 8
o) -1,529 | 0,756 | 12| -1,569 | 0,702 | 13
G Q -2,556 | 0,066 8| -3,203 | 0,006 8
g -2,260 | 0,144 | 17 | -4,116 | 0,001 | 17
SO Q -0,396 | 1,000 7] -1,294 | 1,000 7
3 -0,303 | 1,000 | 19| -1,487 | 0,822 | 19
PNM Q -0,370 | 1,000 4| -1,456 | 0,876 4
3 -0,700 | 1,000 | 11| -1,608 | 0,648 | 10
AG Q -1,814 | 0,420 4| -1,092 | 1,000 4
o) -1,760 | 0,468 | 12| -0,134 | 1,000 | 11
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Tab. A.4.3: Mann-Whitney-Test (Bonferroni korrigiert) zum Nachweis der Substanzklasse des
pheromonotrophen Faktors durch Proteinase K-Verdau von Extrakten aus dem Nervengewebe
adulter S. piceifrons-Mannchen; Behandlung der Extrakte mit Proteinase K, dem
Reaktionspuffer oder Inkubation bei 95 °C; Kontrollgruppe (n = 29): Injektion von Insektenringer

PEA z-3-Nonen-1-ol
Extrakt 4 p n 4 p n
Rohextrakt -1,609 | 0432 | 7| -1,567 0,468 | 7
Proteinase K -0,362 | 1,000 | 6| -1,235 0,868 | 7
oG Puffer -0,229 | 1,000 | 8| -1,698 0,356 | 8
95 °C -0,731| 1,000 | 5| -1,097 1,000 | 5
Rohextrakt -0,368 | 1,000 | 3| -0,760 1,000 | 3
Proteinase K -1,195 | 0,928 | 4 | -2,496 0,052 | 4
Ve Puffer -0,062 | 1,000 | 7| -3,478 0,004 | 7
95 °C -0,715| 1,000 | 6| -3,573 | <0,001 | 7
Rohextrakt -1,848 | 0,260 | 8 | -3,400 0,004 8
Proteinase K 0,000 | 1,000 | 6| -1,097 1,000 | 5
e Puffer -1,475 | 0,560 | 8| -1,235 0,868 | 7
95 °C -0,344 | 1,000 | 8| -1,445 0592 | 7
Rohextrakt -0,458 | 1,000 | 8 | -0,858 1,000 | 8
Proteinase K -0,641 | 1,000 | 8| -0,858 1,000 | 8
PSO Puffer -0,045 | 1,000 | 6| -2,141 0,128 | 6
95 °C -0,462 | 1,000 | 8| -2,168 0,120 | 8

Tab. A.4.4: Gegenuberstellung der Lange und des Durchmessers einzelner Abschnitte der
Spermathek verschiedener Schistocerca-Arten

Kruskal-
S. piceifrons | S. americana | S. gregaria )
(n=4) (n=23) (n=23) Wallis
n= n= n=
Test (FG =2)
MW + SE MW + SE MW + SE )
(mm) (mm) (mm) X P
praapikales Lange 164+0,17| 1,83+0,25| 1,08+0,18| 5,064 | 0,080
Diverticulum ] 0,24 + 0,01 0,24 £ 0,01 0,18 +0,03| 3,870 | 0,144
Lange 0,89+0,14| 0,93+0,08, 0,77+0,17| 1,216 | 0,544
apikales | proximal
Diverti ] 0,18+0,02, 0,23 0,01 0,16 £ 0,02 | 4,926 | 0,085
vertl-
Lange 1,34+£0,12| 1,98+043| 1,30+0,09| 5,540| 0,063
culum distal
] 0,13+0,00, 0,13 0,01 0,10+ 0,02 | 3,102 0,212
12,45+ 1,29 10,43 £ 0,40
o . “ 10,83 * . - -
Ductus seminalis Lange
2 0,05+0,00" 0,05| 0,05+0,00" - -

*n=1,"n=2
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Tab. A.4.5: Leptus spec. A-Larvenbefall (%) spezifischer Korperregionen larvaler und adulter
Acrididae (e n=1)

Anheftungs- S. americana | S. gregaria | S. piceifrons | L. migratoria gesamt
stelle larval | adult | larval | adult | larval | adult | larval | adult | larval | adult
Antenne - 11 - - - 14 - - - 7
Mundwerkzeug - - - - - 14 - - - 4
Thorax - - - 25 - - - - - 4
Coxen 25 - 60 - 60 29, 100 13 52 11
Femora - - - - - 14 - 13 - 7
Tibien 13 - 20 - - - - - 10 -
Tarsen 13 - - - - - - - -
Voderfligel - 44 - - - 14 - 38 - 29
Hinterfligel - 44 - 25 - 14 - 13 - 25
Tymphanal- ) ) ) ] ) ] ] 13 ] 4
organ

Abdomen 50 - 20 50 40 - - 13 33 11

Tab. A.4.7: E. locustarum-Larvenbefall (%) spezifischer Korperregionen weiblicher larvaler
(n =9) und adulter S. piceifrons (n = 18) im Laborversuch

Anheftungsrate bei adulten Wirten (%) | Anheftungsrate bei larvalen Wirten (%)
Kérperteil MW:SE | x:;IQR | min | max | MW£SE | x:|QR | min | max
Kopf 0,2+£0,2 0,0; 0,0 0,0 2,5 - - 0,0 0,0
Halsschild 1,2+0,5 0,0;1,3 0,0 7,3 3409 3,0;5,3 0,0 7,6
Thorax 1,5%1,0 0,0; 0,0 0,0 16,7| 48,8+6,8| 45,5;42,7| 26,3| 77,2
Hinter-
559+44| 56,8;21,9| 22,2| 100,0 1,0£0,5 0,0; 2,4 0,0 3,8
fligel
Vorder-
39,2+3,6| 40,9; 16,5 0,0, 611 3,1+1,0 2,557 0,0 8,1
flugel
Coxen 1,5+0,9 0,0;1,4 0,0 16,7 22+1.1 1,4;2,5 0,0/ 104
Femora +
0,4+0,2 0,0; 0,0 0,0 3,00 18,0+3,4| 18,9;19,5 1,01 29,3
Tibien
Tarsen 0,1+£0,1 0,0; 0,0 0,0 1,5 0,5+£05 0,0; 0,0 0,0 4.6
Tympanal-
- - 0,0 0,0 0,2+£0,2 0,0; 0,0 0,0 1,4
organ
Abdomen - - 0,0 0,0/ 229+46| 18,9;23,3 6,3| 48,0
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Tab. A.4.6: Individueller Parasitenbefall mit E. locustarum-Larven im Parasitierungsversuch und
Uberlebensdauer der Acrididae-Wirte; Laborbefunde

applizierte Parasitier- Parasiten Tod des Wirts
Milben- ungserfolg am toten nach Milben-
Wirt Larven (n) (%) Wirt (n) Applikation (d)
S. piceifrons Q | Adultus 18 11,1 12
S. piceifrons Q | Adultus 30 60,0 86
S. piceifrons Q@ | Adultus 86 51,2 44
S. piceifrons Q@ | Adultus 160 38,8 62
S. piceifrons Q@ | Adultus 136 39,7 0 69
S. piceifrons Q | Adultus 158 34,8 49
S. piceifrons Q | Adultus 174 60,3 92
S. piceifrons Q | Adultus 145 24,8 11
S. piceifrons Q | Adultus 144 45,8 13 11
S. piceifrons Q | Adultus 140 57,1 57 8
S. piceifrons Q | Adultus 99 19,2 0 35
S. piceifrons Q | Adultus 171 47,4 42 15
S. piceifrons Q | Adultus 129 81,4 19 5
S. piceifrons Q@ | Adultus 135 52,6 66 3
S. piceifrons Q@ | Adultus 162 63,6 65 18
S. piceifrons Q@ | Adultus 174 61,5 106 13
S. piceifrons Q | Adultus 191 424 72 5
S. piceifrons @ | Adultus 166" 18,77 18 19
S. piceifrons @ | Adultus 1557 19,47 29 15
S. piceifrons Q | Larve 226 46,9 n.v. 13
S. piceifrons Q | Larve* 65 23,1 n.v. 6
S. piceifrons Q | Larve 164 68,3 53 3
S. piceifrons Q | Larve* 133 78,9 20 34
S. piceifrons Q | Larve 134 493 54
S. piceifrons Q | Larve 131 56,5 n.v.
S. piceifrons Q | Larve* 123 59,3 0 38
S. piceifrons Q | Larve* 142 56,3 16 5
S. piceifrons Q | Larve* 175 45,1 3 40
S. piceifrons 4 | Adultus 139 44.6 0 64
S. gregaria Q | Adultus 133 63,2 55 10
L. migratoria Q | Adultus 97 27,8 13 8

"keine direkte Applikation der E. locustarum Larven; * erfolgreiche Hautung zum adulten Wirt;

n.v. Angaben nicht vorhanden, da toter Wirt stark zersetzt war
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Abb. A.3.5: Abdampfrate von PEA (A) und z-3-Nonen-1-ol (B) von der Kérperoberflache adulter
S. piceifrons-Weibchen



153

100

120

14

Intensitat %

Intensitat %

-100

60

Intensitat %
o

43

82
9

124

140 190

94 124

240 290

Intensitat %
o

& A
S o
L
o
o

-80
-100

131

171

H

278

b .. 1
Lo b ‘|
190

140
171

131

i T 11T L T
[

40 290

278

100

80
60 -
40 -
20

-204
-40 4
-60 4
-80 4

66

94

60

66

80

94

f—
100

120

140

m'z

100

80 -
60
40
20 -

91

122

-2040
-40 4
-60 4
-80 -

Intensitat %
o

-100

o rflt—
100

120

122

140




Anhang 154

100 100
80 - 81 1 #E 80 - T g J 138
60 60 | 123
L 401 53 , 40+
2 20+ < 20- |
B 0t . i 12 01 el et i
£ 2040 60 80 100 120 140 & -2040 60 80 100 12 40
-40 -40
el 2 N 60 | T g 123
-80 - 109 -80 - 138
-100 — 124 -100 —
Abb. A.4.1: Vergleich der EI-Massenspektren der tierischen Probe (positive Intensitat, schwarz)
und der Reinsubstanzen (negative Intensitat, grau); z-2-Okten-1-ol (A),
z-2-Okten-1-ol-methylester (B), z-2,3-Dimethylthiookten-1-ol-methylester (C), Phenol (D),
Guaiacol (E), z-3-Nonen-1-ol (F), z-3-Nonen-1-ol-methylester (G),

z-3,4-Dimethylthiononen-1-ol-methylester (H), PEA (1), Veratrol (J)
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Abb. A.4.2: normalisiertes Totalionenchromatogramm von adulten Mannchen (CLSA-Probe von
6 gregaren Individuen; dicke Linie) im Vergleich mit Reinsubstanzen (dinne Linien);
z-2-Okten-1-ol (1),PEA (2), z-3-Nonen-1-ol (3), Phenol (P), Guaiacol (G), Veratrol (V)
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Abb. A.4.3: normalisiertes Totalionenchromatogramm einer CLSA-Probe von geschlechtsreifen
gregaren S. piceifrons-Mannchen vor (dicke graue Linie) und nach der Acetylierung (dicke
schwarze Linie) (A) bzw. nach der Acetylierung (dicke graue Linie) und nach anschlielender
DMDS-Derivatisierung (dicke schwarze Linie) (B); im Vergleich die actylierten und
derivatisierten Reinsubstanzen (diinne schwarze Linie); z-2-Okten-1-ol (1), z-3-Nonen-1-ol (2),
z-2-Okten-1-ol-methylester  (1acetat), z-2,3-Dimethylthiookten-1-ol-methylester  (1aperivat),
z-2,3-Dimethylthiookten-1-ol (1bperivat), z-3-Nonen-1-ol-methylester (2aceta),
z-3,4-Dimethylthiononen-1-ol-methylester (2perivat)
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Abb. A4.8: GC-EAD: Reaktion von subadulten (dinne Linie) und adulten (dicke Linie)
S. piceifrons-Weibchen- und Mannchenantennen auf die Reinsubstanzen z-2-Okten-1-ol (1),

PEA (2) und z-3-Nonen-1-ol (3)
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Abb. A.4.9: GC-EAD: Reaktion von subadulten (dinne Linie) und adulten (dicke Linie)
S. piceifrons-Weibchen- und Mannchenantennen auf die Reinsubstanzen t-2-Okten-1-ol (1) und

t-3-Nonen-1-ol (3)
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Abb. A.4.10: GC-EAD: Reaktion von subadulten (dinne Linie) und adulten (dicke Linie)
S. piceifrons-Weibchen- und Mannchenantennen auf die Reinsubstanzen Phenol (P), Guaiacol
(G) und Veratrol (V)
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Abb. A.4.11: Einfluss einer 7-tdgigen zusatzlichen Fitterung mit Hamsterfutter oder
Phenylalanin auf die Pheromonemission geschlechtsreifer S. piceifrons-Mannchen
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Linie, weif’e Rauten: z-3-Nonen-1-ol
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Abb. A.4.13: Einfluss der Gruppierung von S. piceifrons-Mannchen mit oder ohne adulte
S. piceifrons-Weibchen auf die Pheromonemission der Mannchen
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Abb. A4.14: Einfluss von Geschlechterverhaltnis und Populationsdichte
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Abb. A4.15: Einfluss von Stress durch Berihrungen auf die Pheromonemission
geschlechtsreifer gregarer S. piceifrons-Mannchen
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Abb. A.4.16: Wirkung von Octopamin-Injektionen (2x50ng in Ringer) auf die
Pheromonemission geschlechtsreifer gregarer S. piceifrons-Mannchen
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Abb. A.4.17: pheromonotrophe Wirkung von Peptidextrakten aus dem Nervengewebe adulter
gregarer S. piceifrons-Weibchen (A) und Mannchen (B) bei geschlechtsreifen isolierten
S. piceifrons-Mannchen; Kontrolle: Injektion des Lésungsmittels (Insektenringer)
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Abb. A.4.18: Beeinflussung der PEA- und z-3-Nonen-1-ol-Emission geschlechtsreifer isolierter
S. piceifrons-Mannchen durch Injektion von Nervengewebeextrakten: unbehandelt (pos. Kontr.),
Inkubation mit Proteinase K, Reaktionspuffer (Puffer) oder bei 95 °C; Kontrolle: Injektion des
Lésungsmittels (Insektenringer)
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Abb. A.4.19: Dulnnschichtplatte zum Nachweis der in vitro Biosynthese von PEA aus
“C-Phenylalanin durch die Tibien und Femora der vorderen und mittleren Laufbeine (1, 2) und
des Abdomens (3, 4) geschlechtsreifer S. piceifrons-Mannchen; K: Kontrolle
(Inkubationsmedium und PEA); PEamin: Phenylethylamin, Zimtsr.: Zimtsaure, M: mittlere
Banden
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Abb. A.4.20: Verhalten adulter isolierter S. piceifrons-Mannchen und Mannchen aus dem
Zuchtkafig gegeniiber einer Heuschreckengruppe; Meidung oder Attraktion dargestellt als
mittlerer Abstand zur Gruppe im Kompartiment(A); lokomotorische Aktivitat als zurtickgelegte
Wegstrecke in der Arena (B)



Anhang 167

Danksagung
Prof. Dr. Hans-Jorg Ferenz danke ich fiir die gewdhrten Freiheiten bei der
Ausgestaltung dieses interessanten und vielschichtigen Projektes und die
selbstverstindliche Nutzung aller Laborgerite und Réaumlichkeiten in seiner
Arbeitsgruppe.

Bei Dr. Karsten Seidelmann mochte ich mich flir seine Unterstiitzung in allen
technischen und statistischen Fragen bedanken. Seine konstruktive Kritik und
Diskussionsbereitschaft waren von unschitzbarem Wert.

Fiir die geduldige Einweisung, die zahlreichen praktischen Tipps zur Zucht und
dem Umgang mit den Milben und der unermiidlichen Bereitschaft {iber aktuelle Erfolge
und Probleme zu diskutieren danke ich Dr. Andreas Wohltmann.

Dipl.-Biol. Heike Weinert, Sigrid Hertel und Eva-Marie Schladitz danke ich
sowohl fiir eine angenehme und freundschaftliche Arbeitsatmosphdre, die technische
Unterstiitzung als auch die Hilfe bei Laborarbeiten und der schweilltreibenden Zucht der
Heuschrecken.

Den beiden Arbeitsgruppen Entwicklungsbiologie und Verhaltensbiologie bedanke
ich mich fiir die gute Zusammenarbeit und die Bereitstellung von Mikroskopen und
Kamera-Equipment.

Vielen Dank auch nach Mexiko an Mario Poot-Pech fiir Insider Informationen zur
Biologie von S. piceifrons und das Sammeln parasitierter Heuschrecken.

Fiir die schnelle und freundliche Durchfiihrung der gaschromatographischen
Analysen mochte ich mich bei Dr. Peter Lindemann und Dr. Ale§ Svatos§ bedanken. Die
Synthese von t-3-Nonen-1-ol und z-2-Okten-1-ol zur Analyse der Sterioisomerie hat
freundlicher Weise Prof. Dr. Rene Csuk durchgefiihrt. Einen herzlichen Dank mdochte
ich auch an Dr. Reinhard Gerlach richten, der nicht nur mich sondern auch die
Heuschrecken freundlich in der Strahlenklinik empfangen hat. Fiir die Hilfe beim
Exkurs in die Heuschrecken-Genetik mochte ich mich bei Prof. Dr. Hannes Kaatz und
Dr. Silvio Erler bedanken.

Ein grofer Dank gebiihrt auch meinen Freunden, die durch motivierende Worte
sowie zahlreiche Kommentare und Anregungen zum Manuskript zum Gelingen dieser
Arbeit beigetragen haben.

Mein letzter, aber sehr grofer Dank gilt meiner Familie, die stets an mich glaubte
und mich wahrend der letzten Jahre uneingeschrankt mit all ihrer Liebe und Geduld

unterstiitzt hat. Vielen Dank!



Anhang 168

Lebenslauf

Personliche Informationen

Name: Christiane Stahr
Geburtsdatum: 18.06.1983
Geburtsort: Halle (Saale)
Adresse: Holbeinstralle 10
06118 Halle (Saale)

Schulausbildung

07/1990 - 06/1994  Grundschule in Halle (Saale)

07/1994 - 06/2003  Johann-Gottfried Herder Gymnasium, Halle (Saale)
Abschluf3: Abitur

Studium

10/2003 - 01/2009  Studium der Biologie an der Martin-Luther-Universitéit Halle-
Wittenberg
Diplomarbeit: ,,Untersuchungen zur Pheromonphysiologie bei
ménnlichen Schistocerca americana (Drury 1773)
Abschluss: Diplom-Biologin

05/2009 - heute Promotionsstudium an der Martin-Luther-Universitit Halle-

Wittenberg; Naturwissenschaftliche Fakultit I; Institut fiir
Biologie; Abteilung Tierphysiologie

Beruflicher Werdegang
05/2009 - 05/2013  wissenschaftliche Mitarbeiterin an der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg; Naturwissenschaftliche Fakultit I; Institut fiir

Biologie; Abteilung Tierphysiologie

Halle (Saale), den Christiane Stahr



Anhang 169

Eigenstandigkeitserklarung

Hiermit versichere ich eidesstattlich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig und
ohne fremde Hilfe verfasst und keine anderen als die im Text angegebenen Quellen und
Hilfsmittel verwendet habe. Textstellen, die aus verwendeten Werken wortlich oder
inhaltlich iibernommen wurden, sind als solche kenntlich gemacht.

Weiterhin erkldre ich, dass diese Arbeit von mir bisher weder an der
Naturwissenschaftlichen Fakultit I - Biowissenschaften der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg noch einer anderen wissenschaftlichen Einrichtung zum Zweck der
Promotion vorgelegt wurde.

Ich habe mich bisher weder an dieser noch an einer anderen Universitit um einen

Doktorgrad beworben.

Halle (Saale), den Christiane Stahr



