Parasitische Wespen

Chemische Kommunikation
bei parasitischen Wespen

Joachim Ruther

Zusammenfassung

Parasitische Wespen sind oft winzige Insekten aus der Ordnung der Hautflligler (Hymenoptera), die sich
meist in anderen Arthropoden entwickeln und den Wirtsorganismus am Ende ihrer Entwicklung téten. Sie
spielen daher als natlrliche Gegenspieler eine enorm wichtige Rolle flir das Funktionieren von terrestrischen
Okosystemen und werden auch zur biologischen Schadlingsbekampfung eingesetzt. Um die Massenzucht
dieser Nutzlinge zu optimieren, missen moglichst viele Details ihrer Reproduktionsbiologie bekannt sein.
Ein wichtiger Aspekt ist in diesem Zusammenhang die sexuelle Kommunikation, die bei den meisten para-
sitischen Wespen (iber chemische Signale, so genannte Sexualpheromone, gesteuert wird. Diese Stoffe
werden nicht nur zur Anlockung und Erkennung des richtigen Partners eingesetzt, sondern dienen auch dazu,
diesen von den eigenen Qualitadten zu berzeugen und zur Paarung zu bewegen. Ein Modellorganismus zur
Erforschung parasitischer Wespen ist Nasonia vitripennis. Das Pheromonsystem von N. vitripennis besteht
aus mindestens drei Elementen: (1) Mannchen locken Weibchen Uber ein flichtiges Sexualpheromon an,
welches sie im Abdomen produzieren. (2) Mannchen nutzen kutikuldre Kohlenwasserstoffe der Weibchen
zur Partnererkennung. (3) Ein orales Balzpheromon der Mannchen I6st die Paarungswilligkeit der Weibchen
aus und schaltet deren Reaktion auf das abdominale Pheromon ab. Anhand von N. vitripennis werden
chemische, verhaltensbiologische und evolutionare Aspekte der faszinierenden Pheromonkommunikation
parasitischer Wespen vorgestellt.

Summary
Chemical Communication of parasitic wasps

Parasitic wasps are often tiny insects from the order Hymenoptera that parasitize other arthropods and kill
the host organism at the end of their development. They are crucial as natural enemies for the functioning
of terrestrial ecosystems and are used for biological pest control. In order to optimize mass breeding of
these beneficial insects, all details of their reproductive biology should be known. An important aspect in
this context is the sexual communication, which is mediated in most species by chemical signals, so-called
sex pheromones. These chemicals are used not only for long-range attraction and for recognition of a suit-
able mating partner but also to signal mate quality and to elicit receptivity. A model organism for the study
of parasitic wasp biology is the jewel wasp Nasonia vitripennis. The pheromone system of N. vitripennis
consists of at least three elements: (1) Males attract females by a volatile sex attractant which is produced
in the abdomen. (2) Cuticular hydrocarbons of the females are used by the males for mate recognition.
(3) An oral courtship pheromone of the males elicits receptivity in the females and switches off the females’
response to the abdominal sex attractant. Based on our long-term research on . vitripennis, | will introduce
chemical, behavioral and evolutionary aspects of the intriguing pheromone communication of parasitic wasps.
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Abb. 1. Adulter Seidenspinner (Bombyx mori). — CSIRO, CC-BY 3.0.

Einfiihrung

Der franzosische Insektenforscher Jean-Henri
Fabre (1823-1915) berichtet in einem seiner
Werke, wie er ein Weibchen des Wiener Nacht-
pfauenauges (Saturnia pyri) beim Schlupf be-
obachtete. Als er nach Einbruch der Dunkelheit
wieder in das Zimmer kam, wimmelte es dort
von Mannchen dieser Schmetterlingsart. Diese
Beobachtung kann als die erste wissenschaftliche
Beschreibung der Wirkung eines Sexualphero-
mons angesehen werden (Fabre 1911, Hecker
& Butenandt 1984). Als Pheromone bezeichnet
man »Substanzen, die durch einen Organismus
nach auRen abgegeben werden und bei einem
Individuum derselben Art eine bestimmte Re-
aktion auslosen, z.B. ein Verhalten oder einen
Entwicklungsprozess.« (Karlson & Liischer 1959).
Im Falle von Sexualpheromonen betreffen diese

1 Riederer, M. 2016. Einfiihrung in das Rundge-
sprach. — In: Bayer. Akademie der Wissenschaf-
ten (Hrsg.): Die Sprache der Molektile — Chemische
Kommunikation in der Natur. Pfeil, Minchen:
13-16.
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Reaktionen das Sexualverhalten, sie dienen also
z.B. der Fernanlockung von Sexualpartnern,
der Partnererkennung im Nahbereich oder der
Auslésung von Paarungsbereitschaft. Herr Rie-
derer hat in seiner Einflihrung ja bereits Adolf
Butenandt erwéhnt?, der mit seinen Mitarbeitern
Bombykol, das Sexualpheromon des Seidenspin-
ners, entdeckte (Butenandt & Hecker 1961). Die
Wichtigkeit, die diese chemischen Signale fiir das
Fortpflanzungsverhalten von Insekten besitzen,
wird deutlich, wenn man sich die riesigen Anten-
nen des Seidenspinner-Mannchens ansieht, auf
der sich Tausende hoch spezialisierter olfaktori-
scher Sensillen befinden, die der Detektion des
weiblichen Sexualpheromons dienen (Abb. 1).
Mit der Entdeckung des Bombykols setzten
intensive Forschungsaktivitadten ein, die in den
letzten Jahrzehnten zur Identifizierung von Tau-
senden von Insektenpheromonen geflihrt haben.
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Abb. 2. Nasonia vitripennis: Eiablage in eine Fliegenpuppe. — Foto: Joachim Ruther.

Pheromonforschung

Die Erforschung von Insektenpheromonen istein
ausgesprochen vielseitiges und interdisziplindres
Teilgebiet der Chemischen Okologie. Zunéchst
gilt es, geeignete Biotestverfahren zu entwickeln,
um das Verhalten der Tiere quantitativ zu be-
schreiben und zu analysieren. Oftmals sind hier-
fur Feldversuche notig, weil viele Insekten dieses
Verhalten nur unter natirlichen Bedingungen
zeigen. Im nachsten Schritt stellt sich die Frage
nach der chemischen Struktur der wirksamen
Substanzen. Hierzu werden diese aus den Tieren
extrahiert und mit chromatografischen Metho-
den fraktioniert, um herauszufinden, in welcher
Teilfraktion die aktiven Komponenten lokalisiert
sind. Nach Isolierung bioaktiver Substanzen
werden diese mittels Massen-, Infrarot- und/oder
NMR-Spektroskopie charakterisiert. Erschwerend
ist hierbei oft, dass Pheromone bereits in ge-
ringsten Mengen wirksam sind und oftmals nur
in Nanogrammmengen zur Verfiigung stehen.
Die ermittelten Strukturvorschlage miissen dann
durch chemische Synthese verifiziert werden und
erst wenn das/die Syntheseprodukt/e das gleiche

Verhalten im Tier auslésen wie die Naturstoffe,
ist die Pheromonidentifizierung abgeschlossen.
Weiterfilhrende Fragen betreffen dann z.B.
den Biosyntheseort oder die genetischen und
biochemischen Mechanismen von Pheromon-
biosynthese und -perzeption oder die Evolution
der chemischen Signale.

Viele Insekten, deren Pheromone erforscht
werden, besitzen als potenzielle Schadlinge
eine 6kologische oder 6konomische Relevanz
fir den Menschen. Somit stellt sich oftmals die
Frage nach der Anwendung von Pheromonen
im Pflanzenschutz. In den Anfangen der Che-
mischen Okologie hatte man sogar gehofft,
mithilfe von Pheromonen Pestizide Uberflissig
machen zu kénnen, aber es stellte sich heraus,
dass dies zu optimistisch gedacht war. Trotz-
dem gibt es zahlreiche Beispiele, die zeigen,
dass Pheromone erfolgreich im Pflanzenschutz
eingesetzt werden kénnen. Beim so genannten
Monitoring werden Pheromonfallen verwendet,
um z.B. eingeschleppte Arten friihzeitig zu
erkennen oder die Ausbreitung und Dynamik
von Insektenpopulationen zu verfolgen. Beim
so genannten Mass trapping wird versucht, mit
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Pheromonfallen so viele Individuen einer Art zu
fangen, dass deren Populationsgréf3e unter der
Schadschwelle bleibt. Das System funktioniert
jedoch nur bei sorgféltiger Optimierung, da auch
immer die Gefahr besteht, dass Individuen von
aulBerhalb angelockt werden und der Nettoeffekt
am Ende gleich Null ist. Die gré3te Bedeutung
haben Pheromone im Pflanzenschutz aber beim
Einsatz in der so genannten »Verwirrtechnik«
(Mating disruption), bei der man sie in dem zu
schiitzenden Areal in so hohen Konzentrationen
ausbringt, dass die Mannchen ihre Weibchen
nicht mehr lokalisieren kénnen.

Parasitische Wespen

Parasitische Wespen gehoéren zur Ordnung der
Hautfligler (Hymenoptera). Es handelt sich um
solitére, d. h. um nicht sozial lebende Wespen, die
meist sehr klein sind und ihre Eier in verschiede-
ne Stadien anderer Arthropoden legen (Abb. 2).
Spatestens wenn die Nachkommen der Wespen
schllpfen, sterben die Wirte ab. Aus diesem
Grund spielen parasitische Wespen als natrli-
che Gegenspieler anderer Insekten eine extrem
wichtige Rolle flir das Funktionieren terrestrischer
Okosysteme, indem sie z. B. Massenvermehrun-
gen herbivorer Insekten verhindern. Daher wiirde
die Welt ohne parasitische Wespen sicherlich
anders aussehen — vielleicht vergleichbar mit
Bildern, wie man sie aus Teilen des Bayerischen
Waldes kennt, in denen Massenvermehrungen
von Borkenkafern (/ps typographus) zu erhebli-
chen Schaden an den Fichtenbestéanden geflihrt
haben. Parasitische Wespen lassen sich auch fir
die biologische Schadlingsbekampfung einset-
zen. Durch die oftmals vorhandene Wirtsspezifitat
kénnen hier im Gegensatz zum Pestizideinsatz
sehr gezielte Effekte erreicht werden. Fir eine
erfolgreiche Massenzucht missen jedoch alle
Aspekte ihrer Biologie verstanden werden, vor
allem natdrlich solche, die den Reproduktions-
erfolg beeinflussen.

Doch auch unabhéangig von der praktischen
Anwendung gibt es gute Griinde, sich mit der
sexuellen Kommunikation parasitischer Wespen
zu beschaftigen. Denn mit parasitischen Wespen
lassen sich zahlreiche Uibergeordnete Fragestel-
lungen beantworten, welche fir die Biologie
von Tieren generell relevant sind. Beispiele flr
solche Fragen, die wir mit parasitischen Wespen
als Modellorganismen bearbeitet haben, lauten:
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1. Gibt es bei Tieren einen Zusammenhang
zwischen Attraktivitdt und Fruchtbarkeit?

2. Wie konnen Mutter die sexuelle Attraktivitat
ihrer Séhne steigern?

3. Wie wichtig ist Sex fir Tiere, die auch ohne
Sex Nachkommen haben kénnen?

4. Wie entstehen Kommunikationssysteme und
wie verandern sie sich im Laufe der Evolution?

In Bezug auf die erste Frage konnten wir zeigen,
dass fruchtbarere Mannchen, d.h. solche mit
besonders vielen Spermien, auch fir Weib-
chen besonders attraktiv sind, da sie auch
mehr von ihrem Sexualpheromon produzieren
kénnen (Ruther et al. 2009). Zur zweiten Frage
fanden wir heraus, dass Weibchen bei der Ei-
ablage Wirte bevorzugen, die es aufgrund ihrer
Fettsdurezusammensetzung den mannlichen
Nachkommen ermdglichen, besonders viel von
ihrem Sexualpheromon zu produzieren (Blaul &
Ruther 2011). Die dritte Frage ist fur parasitische
Wespen deshalb relevant, weil Weibchen auch
ohne Verpaarung Nachkommen produzieren
kénnen. Aus unbefruchteten Eiern entstehen
jedoch ausschlieBlich mannliche Nachkommen.
Durch Wahlversuche zwischen dem méannlichen
Sexualpheromon und dem Geruch von Wirten
fir die Eiablage konnten wir zeigen, dass virgine
Weibchen stets das Sexualpheromon bevorzu-
gen. Unmittelbar nach der Paarung legen sie
jedoch einen olfaktorischen Schalter um und
bevorzugen nunmehr den Wirtsduft (Steiner &
Ruther 2009). Somit ist die Moglichkeit, weibliche
Nachkommen zu produzieren, offensichtlich von
groBBer Wichtigkeit fiir den Fortpflanzungserfolg
der Weibchen. Bevor auf die vierte Frage nach
der Evolution chemischer Signale etwas ausflihr-
licher eingegangen wird, soll zunéchst kurz das
verwendete Modellsystem vorgestellt werden.

Modellsystem Nasonia

Die Gattung Nasonia (Chalcidoidea, Erzwespen)
besteht aus vier Arten (\. vitripennis, N. giraulti,
N. longicornis und N. oneida), wobei N. vitripen-
nis weltweit vorkommt, wahrend die anderen
Arten auf Nordamerika beschrankt sind. Die
Wespen sind 1-2 mm klein und parasitieren die
Puppen verschiedener Fliegenarten. Insbesonde-
re N. vitripennis (Abb. 2) wird seit vielen Jahr-
zehnten intensiv erforscht und auch das Genom
dieser Art wurde bereits sequenziert (Werren
et al. 2010). \V. vitripennis kommt im Osten der



USA mikrosympatrisch mit V. giraulti vor, d.h.,
Individuen beider Arten entwickeln sich héaufig
gleichzeitig in denselben Wirtspuppen. Zwischen-
artliche Paarungen sind mdéglich, doch kommt
es hierbei zu keiner erfolgreichen Befruchtung.
Hierflir sind endosymbiontische Bakterien der
Gattung Wolbachia verantwortlich. Nasonia-
Weibchen, die sich mit einem »falschen« Mann-
chen verpaaren, kdnnen somit nur noch mann-
liche Nachkommen produzieren, was aufgrund
des Paarungssystems von Nasonia erhebliche Fit-
nessnachteile mit sich bringt. V. vitripennis und
N. giraulti unterscheiden sich in einem wichtigen
Aspekt ihrer Reproduktionsbiologie, nédmlich dem
Ort der Paarung. Wahrend sich bei N. giraulti
fast alle Weibchen bereits im Wirt verpaaren,
geschieht dies bei N. vitripennis Uberwiegend
aul3erhalb des Wirtes (Drapeau & Werren 1999).
Somit ist anzunehmen, dass ein starker Selek-
tionsdruck fir eine artspezifische Pheromon-
kommunikation insbesondere auf N. vitripennis
lag, um das Risiko von »kostspieligen« Fremd-
verpaarungen zu verringern (Ruther et al. 2014).

Das Pheromonsystem von Nasonia

An der Partnerfindung/-erkennung von N. vitri-
pennis sind drei verschiedene Sexualpheromone
beteiligt. Ein Sexualpheromon der Ménnchen
wird im Enddarm produziert, Gber die Analoff-
nung auf den Untergrund appliziert und ist hoch-
attraktiv fur ungepaarte Weibchen. Es besteht
aus den drei Komponenten (4R,5S)- und (4R,5R)-
5-Hydroxy-4-decanolid (RR-HDL, RS-HDL) und
4-Methylchinazolin (4-MQ), welches die Wir-
kung der beiden Lactone synergistisch verstarkt
(Abb. 3a). Sofort nach der Paarung reagieren
Weibchen jedoch nicht mehr auf das Pheromon
der Mannchen, von einigen wird der Duft sogar
aktiv gemieden (Ruther et al. 2007, 2010, Steiner
& Ruther 2009). Im Nahbereich nutzen Mann-
chen dann die kutikularen Kohlenwasserstoffe
der Weibchen zur Partnererkennung (Abb. 3b).
Diese bestehen aus einem Gemisch von mehr
als 70 Komponenten (Steiner et al. 2006, Niehuis
et al. 2011) und werden in Drisen der Epider-
mis gebildet. Die apolaren Kohlenwasserstoffe
dienen primér dem Verdunstungsschutz, sind
aber in ihrer Zusammensetzung bei Mannchen
und Weibchen verschieden. Das Gemisch der
Weibchen 16st bei Mannchen ein stereotypes
Balzverhalten aus. Das Mannchen setzt sich dazu
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Abb. 3. Strukturformeln von bislang identifizierten
Pheromonen von Nasonia vitripennis: a, Das abdo-
minale Sexualpheromon der Mé&nnchen bestehend
aus (4R,5S)- und (4R,5R)-5-Hydroxy-4-decanolid
(1,2) sowie aus 4-Methylchinazolin (3); b, einige
Hauptkomponenten der kutikularen Kohlenwasser-
stoffe der Weibchen: Hentriacontan (4), 15,19-Dime-
thylpentatriacontan (5), 11,15-Dimethyltritriacontan
(6) und 15-Methyltritriacontan (7); ¢, Bestandteile
des oralen Balzpheromons der Ménnchen: Ethylole-
at (8), Ethyllinolat (9), und Ethyllinolenat (10).
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Abb. 4. Phylogenetische Beziehungen der Gattung Nasonia und evolutionare Historie der méannlichen Se-
xualpheromone. — Modifiziert nach Niehuis et al. (2013).
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Abb.5. Angenommener Biosyntheseweg von Pheromonkomponenten (4R,5S)- und (4R,5R)-5-Hydroxy-

4-decanolid in Mannchen der Gattung Nasonia.

auf den Riicken des Weibchens und fangt an, mit
dem Kopf zu nicken (Head nodding). Aus einer
oralen Drise gibt es dabei ein Sekret ab, das es
auf die Antennen der Weibchen appliziert. Nur
wenn die Mannchen dieses Verhalten zeigen,
werden die Weibchen paarungsbereit. Wird
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die Abgabe experimentell unterbunden, indem
man z.B. die Mundwerkzeuge der Mannchen
verklebt, signalisieren die Weibchen keine Paa-
rungsbereitschaft mehr (van den Assem et al.
1980, Ruther et al. 2010). Um ihre Paarungsbe-
reitschaft zu signalisieren, klappen die Weibchen



die Antennen herunter und 6ffnen gleichzeitig
die Genitaltasche. Die Paarung dauert einige
Sekunden, danach lauft die Balzsequenz noch
einmal ab. Welche Verbindungen die Paarungs-
bereitschaft ausldsen, ist auch fast vierzig Jahre
nach der Entdeckung des Phdnomens unbekannt
(van den Assem et al. 1980). Wir konnten je-
doch in Kopfextrakten der Mannchen die drei
Fettsaureethylester Ethyloleat, Ethyllinolat und
Ethyllinolenat (Abb. 3c) identifizieren, welche
fir das »Abschalten« der weiblichen Reaktion
auf das abdominale Pheromon der Mannchen
verantwortlich sind (Ruther & Hammerl 2014).
Wir haben hier also den bei Insekten bislang
einmaligen Fall einer Pheromoninteraktion, bei
der ein Pheromon der Mannchen die Reaktion der
Weibchen auf ein anderes Pheromon derselben
Mannchen beendet. Auf diese Weise verhindern
die Mannchen vermutlich, dass die von ihnen
begatteten Weibchen noch von anderen Mann-
chen »beléstigt« werden.

Pheromonevolution bei Nasonia

Auch auf die eingangs gestellte vierte Frage nach
der Evolution von Kommunikationssystemen
konnten wir mithilfe des Nasonia-Modells in
Kooperation mit den Arbeitsgruppen von Prof.
Thomas Schmitt (Universitdt Wirzburg) und
Prof. Jirgen Gadau (Arizona State University)
Antworten finden (Niehuis et al. 2013). Eine
vergleichende Analyse innerhalb der Gattung
ergab, dass nur die Mannchen von \V. vitripennis
signifikante Mengen von RR-HDL in ihrem Phe-
romon aufweisen, wéahrend alle anderen Arten
praktisch nur RS-HDL und 4-MQ produzieren
(Abb. 4; Niehuis et al. 2013). Somit besitzt V. vi-
tripennis also eine zusétzliche Pheromonkompo-
nente, die sich von einer bei allen Nasonia-Arten
vorkommenden Komponente (RS-HDL) ableitet
und sich von dieser lediglich in der Konfigurati-
on an einem asymmetrischen Kohlenstoffatom
unterscheidet. Wir sind daher gemeinsam mit
unseren Kollegen der Frage nachgegangen, ob
die Entwicklung dieser neuen Pheromonkompo-
nente in V. vitripennis dazu beigetragen hat, die
hohen »Kosten« einer Fremdverpaarung, zum
Beispiel mit Médnnchen der mikrosympatrischen
Art N. giraulti, zu reduzieren. Zudem wollten wir
die molekularen Mechanismen verstehen, die zur
Evolution der neuen Pheromonkomponente bei
N. vitripennis gefihrt haben.
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Abb. 6. Epimerisierung von (4R,5S)-5-Hydroxy-4-de-
canolid mit dem Zwischenprodukt (4R)-5-Oxo-4-de-
canolid (11) durch SDRs und Strukturformel von
Prostaglandin D2 (12); SDR: short chain dehydroge-
nase/reductase.
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Abb. 7. Reaktion der Weibchen von M. vitripennis
(rote Boxen) und N. giraulti (blaue Boxen) auf natlr-
liche Pheromonextrakte von N.-giraulti-Mannchen
(blaue Wespe) oder N.-vitripennis-Mannchen (rote
Wespe) oder einem experimentell hergestellten
N.-vitripennis-Pheromon (blaue Wespe + RR) in
einem 2-Wahl-Olfaktometer. Der experimentell her-
gestellte N.-vitripennis-Pheromontyp wurde durch
Zusatz von synthetischem RR-HDL zu natlrlichem
Pheromonextrakt von N.-giraulti-Mannchen herge-
stellt. Dargestellt ist die Aufenthaltsdauer der Weib-
chen in den Duftfeldern des Olfaktometers (Statis-
tische Auswertung: Wilcoxon-Test flir Paardiffe-
renzen, n = 20). — Modifiziert nach Niehuis et al. (2013).
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Hierzu haben wir uns zunachst den Biosyn-
theseweg von HDL genauer angesehen (Abb. 5).
Durch die Verwendung von ®*C-markierten Vor-
laufersubstanzen konnten wir zeigen, dass die
Biosynthese mit Linolsaure oder Olsiure be-
ginnt (Blaul & Ruther 2011, Blaul et al. 2014).
Bemerkenswerterweise besitzt N. vitripennis
also eine A-12-Desaturase und kann, anders als
Vertebraten, Linolsdure selbst synthetisieren
(Blaul et al. 2014). Die Linolsaure wird durch
eine Monooxygenase an der zweiten Doppelbin-
dung epoxidiert und das Epoxid wird anschlie-
Bend durch die Epoxidhydrolase Nasvi-EH1
gespalten (Abdel-latief et al. 2008). Nach vier
B-Oxidationsschritten, d. h. einer Verkiirzung der
C.g-Kette um acht Kohlenstoffatome, erfolgt ein
Ringschluss (Lactonisierung) der resultierenden
Dihydroxydecansaure zum RS-HDL, das bei
allen Nasonia-Arten vorkommt. Ein moglicher
Mechanismus fir die Bildung von RR-HDL in
N. vitripennis ist eine direkte Epimerisierung
von RS-HDL, wobei es zu einer Inversion der
Stereochemie an Cb5 kommt. Unser Augenmerk
bei unserer Suche nach der genetischen Basis
des Pheromonunterschiedes lag daher beson-
ders auf Genen, die Enzyme codieren, welche
eine solche Reaktion katalysieren kdnnen. Mittels
aulRerst aufwandiger QTL-Analysen (quantitative
trait locus) gelang es, einen Genlocus zu iden-
tifizieren, der mit dem Erscheinen der neuen
Pheromonkomponente RR-HDL korrelierte. An
diesem Locus befinden sich u.a. drei Gene mit
den Namen NV70727, NV10728 und NV10129,
die den genetischen Code fir drei kurzkettige
Dehydrogenasen/Reduktasen (engl.: short chain
dehydrogenase/reductases, SDRs) enthalten.
Vertreter dieser Enzymklasse kénnen als Alko-
holdehydrogenasen wirken, d.h., sie oxidieren
Hydroxylgruppen an organischen Molekulen zu
Carbonylen (Aldehyde oder Ketone) und/oder
sie katalysieren die umgekehrte Reaktion, also
die Reduktion von Carbonylen zu Alkoholen.
Genau ein solcher Mechanismus kénnte bei
Hydroxylgruppen an chiralen Kohlenstoffato-
men mit einer Inversion einhergehen, also mit
einer Uberfiihrung der R- in die S-Konfiguration.
Somit hatten unsere Kandidatengene bzw. die
codierten Enzyme genau jene Eigenschaften, die
wir postuliert hatten.

Dass die identifizierten SDRs tatsachlich an
der Bildung von RR-HDL beteiligt sind, konn-
te schlieRlich durch Knock-down-Experimente
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mittels RNA-Interferenz (RNAI) gezeigt werden.
Wourde die Expression der SDRs bei Mannchen
von N. vitripennis ausgeschaltet, produzierten
diese auch kein RR-HDL mehr (Niehuis et al.
2013). Um auch die letzten Zweifel daran zu
beseitigen, dass die Bildung von RR-HDL durch
Epimerisierung von RS-HDL geschieht und dass
das Keton (4R)-5-Oxodecanolid (ODL) das Zwi-
schenprodukt darstellt (Abb. 6), stellten wir SDRs
auf biotechnischem Weg durch Transformation
von Escherichia coli her und testeten die Aktivitat
der Enzyme /n vitro. Auf diese Weise konnten
wir schlieBlich beweisen, dass die SDRs von
N. vitripennis mit NAD* als Co-Faktor auch im
Reagenzglas RR-HDL und RS-HDL ineinander
UberfUhren kdnnen und dass auch das postulierte
Zwischenprodukt ODL involviert ist (Ruther et al.
2016).

Interessanterweise finden wir bei Sequenz-
vergleichen der Nasonia-SDRs mit Datenbanken
groRe Ahnlichkeiten zu 15-Hydroxyprostaglan-
din-Dehydrogenasen, welche bei Tieren die
OH-Gruppe an C15 von Prostaglandinen zu
einer Ketogruppe oxidieren (Cho et al. 2003). Die
strukturellen Ahnlichkeiten zwischen Prostaglan-
dinen und HDL sind offensichtlich, bei beiden
gibt es einen Flnfring mit einer hydroxylierten
Seitenkette (Abb. 6). Wir postulieren daher, dass
die Nasonia-SDRs urspriinglich eine Funktion im
Prostaglandinstoffwechsel gehabt haben kdnnten
oder sogar noch haben und es im Laufe der Evo-
lution zu einer Genduplikation mit nachfolgender
Neofunktionalisierung gekommen ist.

Nachdem nun die genetischen und biochemi-
schen Mechanismen der Pheromonevolution
bei Nasonia in wesentlichen Teilen aufgeklart
waren, stellte sich natlrlich die Frage, ob die
neue Pheromonkomponente von N.-vitripennis-
Weibchen auch tatsachlich verwendet wird,
um zwischen arteigenen und artfremden Mann-
chen zu unterscheiden. Um dies zu Uberpri-
fen, stellten wir einen Pheromonextrakt aus
N.-giraulti-Mannchen her und teilten diesen
in zwei Teile. Zu dem einen Teil gaben wir
synthetisches RR-HDL in den naturlich vorkom-
menden Mengenverhaltnissen und erzeugten
so experimentell das N.-vitripennis-Pheromon,
wahrend der andere Teil unveréndert blieb. Dann
gaben wir Weibchen von . vitripennis und N. gi-
raulti die Wahl zwischen den beiden Diften und
konnten zeigen, dass N.-vitripennis-Weibchen



den komplexeren »vitripennis«-Pheromontyp
gegenlber dem »giraulti«<-Typ bevorzugten,
wahrend N.-giraulti-Weibchen dies nicht taten
(Abb. 7; Niehuis et al. 2013). N.-vitripennis-
Weibchen unterschieden auch nicht zwischen
dem natlrlichen und dem experimentell herge-
stellten »vitripennis«-Pheromontyp. Somit war
klar, dass N. vitripennis die neue Komponente
RR-HDL tatsachlich verwendet, um zwischen
den eigenen und artfremden Mannchen zu
diskriminieren.

Szenario der Pheromonevolution
bei Nasonia

Aus diesen Ergebnissen und weiteren, hier
nicht im Detail dargestellten Studien (Ruther et
al. 2014) lasst sich folgendes hypothetisches
Szenario der Pheromonevolution bei Nasonia
ableiten. Die rezente Zusammensetzung des
mannlichen Sexualpheromons innerhalb der
Gattung Nasonia (Abb. 4) lasst vermuten, dass
das Zweikomponentengemisch (RS-HDL/4-MQ)
den urspriinglichen Zustand darstellte. Demnach
haben also auch die beiden mikrosympatrischen
Arten N. vitripennis und N. giraulti vermutlich
zunachst diese Pheromonzusammensetzung
verwendet. Die Uberlappung der chemischen
Information fuhrte zu einem Selektionsdruck
bei N. vitripennis, da fir diese Art die Gefahr
»kostspieliger« Fehlpaarungen groBer war als
bei N. giraulti, denn letztere verpaaren sich
bereits vor dem Schlliipfen aus dem Wirt. Dies
hat dann durch die Epimeraseaktivitat der SDRs
zur Bildung von RR-HDL und letztlich zu einer
Diversifizierung des Pheromons bei N. vitripen-
nis geflhrt.

Doch wie kann sich so eine Veranderung in
einem Sender-Empfanger-System etablieren?
Theoretische Uberlegungen gehen davon aus,
dass die Entstehung neuer Pheromonphéanotypen
durch stabilisierende Selektion verhindert wird
(Butlin & Trickett 1997). Mannchen mit einem
abweichenden Pheromon sollten Nachteile bei
der Partnerfindung haben, sodass sich Neu-
erungen in der Pheromonzusammensetzung
nicht durchsetzen sollten. Eine Antwort, wie
dies bei Nasonia trotzdem maoglich war, gibt die
Reaktion der N.-giraulti-Weibchen: Sie reagieren
gar nicht auf die neue Komponente RR-HDL
(Abb. 7). Genauso kdénnte es bei den friheren
N.-vitripennis-Weibchen auch gewesen sein,

Parasitische Wespen

sodass RR-HDL nicht durch stabilisierende Se-
lektion eliminiert wurde. Somit hatte gentigend
Zeit fur die N.-vitripennis-Weibchen zur Verfi-
gung gestanden, um die Chemorezeptoren zu
evolvieren, die eine stereoselektive Perzeption
von RS- und RR-HDL mdglich machten.
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Diskussion

J. Heinze: Du hattest gezeigt, dass die Mann-
chen kurzfligelig sind. Heil3t das, die Paarung
findet direkt am Schllpfort statt? Wahlen dann
die Nasonia-Weibchen die Médnnchen tatsachlich
aus? Es sind ja meistens ihre Brlider, die Tiere am
Schllpfort sind eng miteinander verwandt und
sollten genetisch sehr dhnlich sein. Findet man
Unterschiede zwischen den Pheromon-Traits,
die in irgendeiner Weise Qualitatsunterschiede
darstellen?

J. Ruther: Die Kurzfligeligkeit der Mannchen
erklart sehr schon, warum es fiir Weibchen kos-
tenintensiv ist, nur Mdnnchen als Nachkommen
zu haben. Wenn eine Wespenmutter an eine neue
Stelle kommt, zu der sich keine andere Wespe
verirrt, und es schliipfen nur Mannchen, die nicht
fliegen kénnen, dann bedeutet das fir sie eine
reproduktive Sackgasse. Das muss vermieden
werden, und ich denke, das ist eine treibende
Kraft fir die artspezifische Kommunikation. Zu
der Frage nach der Wahl der Weibchen: Es
kann sein, dass ein Weibchen allein an einem
Hostpatch auftaucht, aber es gibt Feldstudien, die
zeigen, dass haufig verschiedene Weibchen von
verschiedenen Standorten zu einem Wirtshabitat
kommen und dann am selben Wirt vorkommen.
Das heil3t, die Weibchen haben im Prinzip die
Méglichkeit zu wahlen. Wir haben zeigen kénnen,
dass sie aufgrund der Konzentration des Phero-
montiters wahlen. Aber wenn es zur Balzkommt,
wird eine intraspezifische Paarung zwischen
Partnern selten von den Weibchen abgelehnt.

U. Hentschel Humeida: Brucker und Borden-
stein konnten zeigen, dass bei Nasonia das
Darmmikrobiom einen Einfluss auf die Vitalitat
von interspezifischen Hybriden hat.3 Dem vor-
ausgegangen war eine Publikation von Zilber-
Rosenberg und Rosenberg, die zeigen konnten,
dass das Paarungsverhalten von Drosophila auch
durch das Darmmikrobiom beeinflusst ist.# Als
Mikrobiologin wiirde mich interessieren, was Sie

3 Brucker, R. M. & S. R. Bordenstein. 2013. The
Hologenomic basis of speciation: gut bacteria
cause hybrid lethality in the genus Nasonia. —
Science, 341(6146): 667-669.

Diskussion

davon halten. Spielen Mikroorganismen auch in
Ihren Untersuchungen eine Rolle?

J. Ruther: Mikroorganismen spielen insofern
eine groBe Rolle, weil die Nasonia-Arten durch
verschiedene Stdmme des Endosymbionten
Wolbachia reproduktiv getrennt sind. Das heil3t,
die mannlichen Chromosomen gehen bei der
Befruchtung verloren, wenn die Wolbachia-
Stamme der Eltern nicht zusammenpassen,
sodass die Weibchen nur haploide Nachkommen
produzieren kénnen. Man kann die Tiere durch
Antibiotikabehandlung von Mikroorganismen be-
freien und dann kann man sie auch kreuzen und
sie bekommen fertile Nachkommen, zumindest
in der ersten Generation. Inwieweit das Darm-
mikrobiom bei Nasonia bei unseren Versuchen
eine Rolle spielt, kann ich nicht beurteilen.

U. Hentschel Humeida: Es ist ein interessanter
Gedanke, dass das Mikrobiom viel mehr in das
Verhalten eindringen kann als wir bisher wissen.

T. Wichard: Sie haben herausgestellt, wie wich-
tig das Stereozentrum an der OH-Gruppe flir das
Kommunikationssystem ist. Was weil3 man tber
weitere Modifikationen an der Fettsaurekette, die
eventuell die chemische Interaktion zwischen
den Partnern beeinflussen? Was passiert zum
Beispiel, wenn man synthetisch das Pheromon
aus einer Cy-Fettsadurekette herstellt oder sonst
inirgendeiner Weise die Struktur verandert? Wie
ist die Struktur-Wirkungs-Spezifitat?

J. Ruther: Was wir sagen kénnen, ist, dass das
Zwischenprodukt der Epimerisierung inaktiv ist,
wenn also das Keton an Position C5 ist. Wenn
wir die (S)-Konfiguration an Kohlenstoffatom 4
haben, ist das Lacton ebenfalls inaktiv. Eine
Kettenverlangerung haben wir nicht getestet. Wir
haben das aber bei den Kohlenwasserstoffen in

4 Sharon, G., D. Segal, J. M. Ringo, A. Hefetz, I.

Zilber-Rosenberg & E. Rosenberg. 2010. Com-
mensal bacteria play a role in mating preference
of Drosophila melanogaster. — Proceedings of
the National Academy of Sciences of the USA,
107 (46): 20051-20056.
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einem anderen System gemacht und folgendes
Uberraschendes Ergebnis erhalten: Wenn wir
eine Schlusselkomponente aus einem Duftbou-
quet herausnehmen und durch eine Komponente
ersetzen, die zwei Kohlenstoffatome langer ist,
wird das ganze Duftbouquet inaktiv. Oftmals sind
diese Pheromongemische also stereospezifisch
in ihrer Zusammensetzung und werden oft auch
stereospezifisch wahrgenommen.

T. Wichard: Ich ziele darauf ab, weil es zum
Beispiel bei einem Quorum-Sensing-Signal bei
Bakterien ja auch davon abhangen kann, wie
die Seitenketten modifiziert sind, zum Beispiel
an welcher Position die Hydroxy- oder die Keto-
gruppen sind und wie lang die Kohlenwasser-
stoffkette ist. Das kann eine ganz entscheidende
Rolle spielen bezlglich der Frage, wie spezifisch
die Interaktionen sind, die iber Quorum-Sensing-
Signale ablaufen.

J. Ruther: Wenn wir unsere Betrachtungen z.B.
auf die Lepidoptera ausdehnen, so kann hier jeder
Parameter eine wichtige Rolle spielen, etwa die
cis/trans-Konfiguration und die Position einer
Doppelbindung, die funktionelle Gruppe, die
Kettenlange — das sind artspezifische Struktur-
merkmale, die fiir die groBe chemische Vielfalt
verantwortlich sind.
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A. Mithofer: Kann es sein, dass das Head nod-
ding des Nasonia-Mannchens an der Antenne
des Weibchens eine rein mechanische Stimu-
lierung darstellt?

J. Ruther: Dasisteine Frage, die ich mirlangsam
auch stelle, weil wir so viele Experimente durch-
geflhrt haben, um einen Wirkstoff zu finden, der
die Paarungsbereitschaft auslést. Wir haben es
bisher nicht geschafft, einen bioaktiven Extrakt
zu bekommen, der, wenn wir ihn auf die weib-
liche Antenne aufbringen, eine Reaktion ausldst.
Es kann aber auch sein, dass wir insofern bis
jetzt auf dem Holzweg waren, weil wir uns auf
Substanzen konzentriert haben, die wir mittels
GC-MS analysieren kénnen. Es kénnten nattirlich
auch Peptide oder irgendwelche Kohlenhydrate
involviert sein, die wir mit unseren Extraktions-
und Analysenmethoden gar nicht erfassen. Wir
sollten vielleicht auch viel polarere Stoffe mit in
Erwéagung ziehen und ganz neu an das Problem
herangehen. Es handelt sich auf jeden Fall nicht
um ein volatiles Pheromon, wie in der urspriing-
lichen Veroffentlichung beschrieben, das haben
wir mittlerweile widerlegt. Ich wiirde mittlerweile
aber auch nicht mehr véllig ausschliel3en, dass
es sich um einen rein mechanischen Stimulus
handelt.
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