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dung des Faktors 2,5 bei Dichteschédtzungen im Frithsommer
scheint die Ursache dafiir zu sein, daf3 landwirtschaftliche
Betriebe zu diesem Zeitpunkt noch keine Populationsein-
schrinkungen einleiteten, obwohl diese bereits notwendig
gewesen wiren, da sie die wirklich existierende Individuen-
dichte unterschitzten. Weitere Untersuchungen zu dieser Pro-
blematik erscheinen daher unumgénglich.
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Untersuchungen zur Letalfarbung entomophager Nematoden der
Gattung Steinernema (Nematoda: Steinernematidae)

Investigations for staining dead entomophagous nematodes of the genus Steinernema (Nematoda: Steinernematidae)

Von Gerlinde Nachtigall

Zusammenfassung

Die Erkennung duflerlich intakter, jedoch letal geschidigter
infektioser Dauerlarven (= L3) entomophager Nematoden
erforderte bisher einen hohen Zeitaufwand. Ein neues Férbe-
verfahren wird vorgestellt, das eine schnelle Differenzierung
von vitalen L3 ermdglicht. Durch eine dauerhafte Anfarbung
des Korpers mit Toluidin- und Methylenblau (1 %) konnten
durch Lagerung oder Eintrocknung letal geschidigte L3 von
Steinernema bibionis (OBS-II) und S. feltiae (DD-136) (Stei-
nernematidae) schnell und sicher von lebenden, ungefarbten
Tieren unterschieden werden. Die Vitalitidt der lebenden Dau-
erlarven wurde durch den Farbstoff nicht beeintrichtigt. Eine
Verldngerung der Firbezeit bis 4 Tage verdnderte die Zahl der
ungefédrbten (= lebenden) Dauerlarven ebenfalls nicht. Vor-
versuche mit Nematoden der Gattung Heterorhabditis zeigten
ebenfalls eine selektive Antdrbung der toten Dauerlarven.

Abstract

Up to now intact looking but lethally damaged infectious dauerlarvae
(= L3) of entomophagous nematodcs could only be recognized by a
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time-consuming method. A new staining method is presented enabling
a fast distinction between dead and vital L3. Due to the permanent
staining with toluidine blue (1 %) or methylene blue (1 %) an imme-
diate distinction of lethally damaged L3 (caused by storing or desicca-
tion) of Steinernema bibionis (OBS-1II) and S. feltiae (DD-136)
(Steinernematidae) could be achieved. Living nematodes remained
uncoloured. Also, the pigments did not atfect the vitality of the living
dauerlarvac. Even a prolonged staining time up to 4 days did not
change the number of stained. i.e. dead dauerlarvac. Pilot tests with
nematodes of the genera Heterorhabditis also showed a sclective
staining of dead dauerlarvac.

Der Einsatz von entomophagen Nematoden gewinnt im biolo-
gischen und integrierten Pflanzenschutz zunehmend an
Bedeutung. Die Produktion und Vermarktung von Nemato-
den erfordert regelmifiige Qualitdtskontrollen, um u. a. eine
gleichmifBig hohe Vitalitdt der infektiosen Dauerlarven (1.3)
zu gewdhrleisten.

Bewegungslosigkeit der L3 zum Zeitpunkt der Kontrolle
stellt kein Kriterium fiir den Tod der Dauerlarven dar. Wer-
den ausgestreckte, scheinbar tote Tiere mit einer Nadel mehr-
mals gereizt, schlingeln sich lebende L3 wieder oder zeigen
zumindest eine kurze, starke Zuckung des ganzen Korpers.
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Diese Methode ist fiir die Auswertung vieler Proben zu zeit-
aufwendig. Dariiber hinaus ist die Bestimmung des Anteils
toter bzw. lebender L3 bei vielen Fragestellungen im Labor
von groflem Interesse.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, durch selektive
Anfirbung toter oder lebender Nematoden eine deutliche und
daher rasche Unterscheidung zu ermoglichen. Voraussetzung
ist, daBB die Farbstoffe die Vitalitdt der lebenden Tiere nicht
beeinflussen. Die Féarbung sollte ohne erheblichen Arbeitsauf-
wand durchgefiihrt werden konnen. Féarbemethoden zur
Lebend-Tot-Differenzierung sind hauptséchlich fiir pflanzen-
pathogene Nematoden bekannt (SHEPHERD, 1962; OGiGA und
EstEv, 1974; Birp, 1979).

Eine entsprechende Methode fiir entomophage Nematoden
wurde bisher nicht beschrieben. Sie wird erschwert durch die
Tatsache, da Mund und Anus des Dauerlarvenstadiums ento-
mophager Nematoden verschlossen sind. Auflerdem wird ein
Teil der L3 noch von der Kutikula des vorhergehenden L2-
Stadiums umhiillt, die spétestens wéhrend der Penetration des
Wirtsinsekts abgestreift wird (Poinar, 1979). Der Farbstoff
muf} daher in der Lage sein, selektiv die Dauerlarven anzu-
farben.

Material und Methoden

Folgende Farbstoffe wurden an Dauerlarven von Steinernema
feltiae FiLipiev, 1934 und Steinernema bibionis Bovien, 1937
(Wourts et al., 1982) getestet:

— Toluidinblau O (0,5%) und in 0,15molarer Essigsdure
gesittigtes Eosin

— Toluidinblau O/Borax, 0,5 %

— Toluidinblau O/Borax, 1%

Toluidinblau O, 0,5 %

Toluidinblau O, 1%

— Evans Blue, 1%

— Methylenblau B extra, 0,5 %

— Methylenblau B extra, 1%

In Vorversuchen waren lediglich Toluidinblau (1%) und
Methylenblau (1 %) in der Lage, tote L3 dauerhaft zu fiarben.
Toluidinblau (TB) fidrbte die Tiere ticfblau, Methylenblau
(MB) violettblau. Die Intensitdt der Féarbung variierte. In
weiteren Versuchen wurden diese beiden Farbstoffe an Dau-
erlarven von S. feltiae (DD-136) und S. bibionis (OBS-III)
ausfiihrlich getestet.

|

1. Vorbehandlung der Nematoden

Vor der Féarbung wurden die Dauecrlarven (vermehrt auf
Wachsmottenlarven [ Galleria mellonella, Pyralidae]) wie folgt
behandelt:

A.: In Glaspetrischalen lagerten die Dauerlarven in Puffer-
16sung bei 6-8°C (Mortalitit eines bestimmten Anteils durch
Sauerstoffmangel und/oder andere unbekannte Ursachen).

B.: In geschlossenen Einweckgldsern (1080 ml) konnten
nach der Methode von WinstoN und Bates (1961) mit defi-
nierten gesittigten Salzlosungen 6 verschiedene relative Luft-
feuchten (0-91 % r.F., 20°C) hergestellt werden. In ein Draht-
gestell (am Deckel befestigt), das bis zur Mitte des Glases
reichte, wurden Objekttrdger eingesetzt, auf denen je 15 pl
Nematodensuspension verstrichen waren. Durch die Inkuba-
tion bei niedrigen rel. Luftfeuchten . trockneten* die Dauer-
larven rasch ein und toteten einen unbekannten Anteil der
Tiere ab. Unmittelbar danach wurden die L3 in Phosphatpuf-
ferlosung resuspendiert und anschlieBend geférbt.

C.: Schnelle, 100%ige Abtotung der L3 durch Erhitzen der
Nematodensuspension auf 70-80 °C.

D.: Mechanische Verletzung bzw. Durchtrennung lebender
Dauerlarven und sofortiges Einbringen in 1%ige TB-Losung
fiir 1-5 Minuten.

2. Farbung

Die Nematoden wurden auf einem Filter (Porengrofe 15 um)
eingeengt (Filtration im Wasserstrahlvakuum) und in einigen
Millilitern ~ Pufferlosung  suspendiert. Die konzentrierte
Suspension wurde geschiittelt, 0,5 bzw. 1,0 ml in eine Petri-
schale (3,5 cm ) pipettiert, das gleiche Volumen der frisch
angesetzten Farblosung hinzugefiigt, beides vermischt und die
Petrischale verschlossen. Férbezeiten von 1 Stunde bis ca. 4
Tagen wurden bei Raumtemperatur (ca. 20°C) getestet.
Danach wurde die Fiarbelosung durch Pufferlsung ersetzt und
gefarbte wie ungefiarbte Tiere ausgezihlt.

3. Bestimmung des Anteils gefdarbter bzw. ungefirbter Dauer-
larven

In Abhingigkeit von der Nematodenkonzentration wurden
0,2 bis 0,5 ml der verdiinnten Nematodensuspension in mehre-
ren Tropfen auf einen Objekttrager pipettiert. Im Stereomi-
kroskop mit Durchlichtstativ (Wild M3Z) konnten im Hell-
oder Dunkelfeld gefarbte wie ungefarbte L3 gut unterschieden
werden.

Pro Probe wurden mindestens 100 Tiere gezdhlt. Bei einer
17stiindigen Férbezeit wurde jede Variante fiinfmal wieder-
holt. Um sicherzustellen, dal die Zahl gefdarbter der Zahl
unbeweglicher, toter Dauerlarven entsprach, wurden geférbte
wie ungetdrbte, inaktive Dauerlarven in Stichproben einzeln
4-5x gereizt. Lebende Dauerlarven zeigten dann ein kurzes
Zusammenzucken des Korpers oder begannen sich zu bewe-
gen. Auch nach dieser Behandlung noch unbewegliche Dauer-
larven galten als tot.

Um die Validitdt der Farbemethoden gegeniiber der iibli-
chen Methode der Einzelreizung abzusichern, wurde zum
Vergleich der Nadelreiztest bei in Phosphatpuffer gelagerten,
ungefirbten Tieren durchgefiihrt.

Lediglich die Daten der 17stiindigen Farbung konnten auf-
grund der groBen Anzahl ausgewerteter Tiere (n-Wert),
varianzanalytisch verrechnet werden (Anova, TUKEY, & =
0,05).

Ergebnisse und Diskussion

Die nach den Vorversuchen nicht weiter getesteten Farbstoffe
zeigten an Dauerlarven der Gattung Steinernema folgende
Effekte:

Nach einer 4stiindigen Fédrbung mit Toluidinblau
0,5 % + gesittigter Eosinlosung waren lediglich einige tote
Tiere oder leere L2-Hiillen rot angefirbt.

Toluidinblau/Borax (0,5 und 1 %) farbte nach 3 Stunden die
L2-Kutikula der Dauerlarven rosarot. Diese Fiarbung ver-
schwand bereits nach kurzer Zeit. Tote Tiere wurden nicht
angefirbt.

Evans Blue (1 %) zeigte nach einer Firbezeit bis zu 3 Tagen
eine Anfarbung der L2-Kutikula simtlicher toter wie lebender
Dauerlarven. Diese Blaufirbung war ebenfalls reversibel und
nach kurzer Zeit nicht mehr sichtbar.

Demgegeniiber farbten TB und MB den gesamten Korper
der Dauerlarven meist intensiv an. Die Kutikula der L3 blie-
ben immer ungefiarbt. Eventuell an L2- oder L3-Kutikula
anhaftende Farbpigmente losten sich kurze Zeit nach der
Farbeinwirkung wieder ab. In Tabelle 1 sind die Resultate der
17stiindigen Férbezeit mit TB und MB dargestellt. Innerhalb
jeder Nematodenart ergaben sich keine signifikanten Unter-
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Tab. 1. Vergleich der Farbung von Toluidinblau und Methylenblau an
Dauerlarven von Steinernema sp.,

Vorbehandlung: Lagerung in Pufferlosung (pH 7,1) bei 6-8 *C, Fér-
bezeit: 17 Stunden bei Raumtemperatur (20 °C)

Férbung Steinernema bibionis ~ Steinernema feltiae
Zn ungefirbte Zn ungeférbte
Tiere in % * Tiere in % *
Toluidinblau, 1% 815  39.3a 879  26,0b
Toluidinblau, 0,5% 635  41,0a 1112 24.,5b
Methylenblau, 1% 681 42 .0a 968 23,2b
Methylenblau, 0,5% 745  43.9a 767 24.2b
Nadelreiztest 689  45,0a (= leb. 925 22,1b (= leb.
Nematoden) Nematoden)

* Kennzeichnung der Werte in einer Spalte mit verschiedenen Buch-
staben ergibt einen signifikanten Unterschied fiir o = 0,05.

schiede zwischen den einzelnen Farbbehandlungen und der
Nadelreizung fiir & =0,05. Beide Farbstoffe eigneten sich sehr
gut fiir die Anfarbung durch Lagerung letal geschidigter Dau-
erlarven von S. bibionisund S. feltiae. Sie gehoren zur Gruppe
der kationischen Phenothiazin-Farbstoffe, von denen sich
z.B. MB bereits zur Letalfarbung des freilebenden Nemato-
den Rhabditis oxycerca pe Man, 1895 bewihrt hat (GONTHER,
1990).

Lebende, ungefiarbte L3 konnten im Dunkelfeld schnell und
problemlos ausgezidhlt werden, da sich die angestrahlten, weil3
erscheinenden Dauerlarven deutlich von dem dunklen Unter-
grund abhoben. TB fiarbte die toten L3 tiefblau an. Sie
erschienen im Dunkelfeld leuchtend tiefblau und waren eben-
falls problemlos sichtbar. Fiir die Erkennung der durch MB
eher violett angefirbten Tiere war die Hellfeldeinstellung in
manchen Féllen besser geeignet.

In stichprobenartigen Auswertungen entsprach die Zahl
gefiarbter der Zahl toter Dauerlarven (Nadelreiztest). Eine
Farbung lebender Nematoden konnte nicht beobachtet wer-
den. Selbst die Beweglichkeit der lebenden Tiere wurde durch
die Farbelosung nicht beeintrichtigt, obwohl diese mit einem
pH von 3,1 (TB) und 4,5 (MB) im sauren Bereich liegen. Im
Unterschied dazu fand GuntHEr (1990) fiir R. oxycerca, daf
eine 24stiindige Einwirkung einer 1%igen Methylenblaul6-
sung iiber 60 % der Nematoden abtotete.

Eine Auswertung der Dauerlarven konnte noch mehrere
Tage nach Beendigung der Féarbezeit vorgenommen werden.
Der Anteil ungefarbter (= lebender) Nematoden unterschied
sich auch 14 Tage nach der Anfiarbung nicht (Lagerung bei
6-8°C). Eine Entfiarbung der Tiere trat nicht ein.

Auch die Reduktion der Farbezeit auf 5 Stunden verdnderte
die Zahl gefiarbter Nematoden und die Intensitdt der Farbung
nicht. Wirkte die Farblosung 1, 2 oder 4 Stunden auf die
Dauerlarven, wurden im Vergleich zum Nadelreiztest bis zu
10 % weniger Nematoden angefarbt. Auch die Farbintensitat
war oft schwicher. Die Farbezeit sollte daher mindestens 5
Stunden betragen.

Erste Versuche mit Nematoden der Gattung Heterorhabdi-
tis (Isolate: TH 127, HW 79) bestitigten die mit Steinernema
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erhaltenen Resultate. Aufgrund ihrer vergleichbaren Morpho-
logie und Lebensweise (beide Gattungen gehdren zu den
Entomoparasiten mit einem im Boden freilebenden, Mund
und Anus verschlossenen Dauerlarvenstadium) kann eine
dhnliche Affinitdit zu den getesteten Farbstoffen vermutet
werden.

Ein entscheidender Vorteil der beiden Farbstoffe ist, dal3
bei allen durchgefiihrten Versuchen kein letaler Effekt auf die
Dauerlarven beobachtet werden konnte. Das zeigte sich auch
daran, daB nach einer Férbezeit von bis zu 4 Tagen kein
Ansteigen der Zahl gefirbter Dauerlarven festzustellen war.

Auch durch niedrige Luftfeuchten eingetrocknete und letal
geschédigte L3 lieBen sich in gleichem Mafie anfiarben. Eine
Verlangerung der Firbezeit auf 1-3 Tage fiarbte die toten L3
tiefblau an. Kiirzere Inkubationszeiten zeigten teilweise vari-
ierende Resultate. Lediglich in einem Fall wurde eine lebende
L3 angeféarbt, was ursdchlich auf eine Verletzung hindeuten
kann. Einminiitige Farbungen von mechanisch verletzten L3
zeigten, daf die Farbstofflosung an den Verletzungsstellen
unmittelbar eindringt und das Gewebe anfarbt.

Eine einheitliche intensive Anfirbung der durch Erhitzen
auf 70-80°C getoteten 1.3 wurde nach 4-5 Stunden erreicht.

Eine bevorzugte Eintrittsstelle fiir die Farbstofflosung
konnte nicht beobachtet werden. Bei Entnahme von Proben
nach Firbezeiten von weniger als einer Stunde zeigten die
Dauerlarven entweder eine
— Anfirbung des gesamten Korpers (leicht bis intensiv) oder
— eine Fiarbung im Mund- und Oesophagusbereich oder
— eine Farbung im Schwanz- und Anusbereich oder
— eine Farbung der Ventralseite der Korpermitte.

Die Untersuchungen ermdglichten eine sichere und schnelle
Differenzierung toter/lebender L3 gelagerter oder ,,getrockne-
ter” Dauerlarven der Gattung Steinernema durch die Anfér-
bung toter L3 mit TB oder MB. Da die Ursache der Mortalitit
einen wesentlichen Einfluf auf das Anfirbeverhalten von
Nematoden ausiiben kann, sind die Ergebnisse der vorliegen-
den Untersuchung nicht ohne eine vorherige Uberpriifung auf
bislang nicht getestete Mortalitdtsfaktoren (verschiedene Che-
mikalien, Pflanzenschutzinittel u. a.) iibertragbar.
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