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B. KLAUSNITZER, Leipzig

Biochemische Methoden der Arttrennung bei Insekten

Summary For the discernment of insect spzcies, twin species and hybrids, which are not
readily separable from the standpoint of morphology, biochemical methods increase in importance
more and more. First and foremost the investigation of haemolymphproteins and certain enzy-
mes is in principle suitable for this purpose. Prior to application it is necessary to investigate
possible dependencies upon, sex, developmental stages, season, organdepending differences and
possibly the polymorphism of individual enzymss. There are hitherto only a few starting points
for a biochemical classification of intraspecific groupings, the same applies also to the depen-
dence of biochemical parameters upon host plants. If a proper method is available both aspects
are considered possible.
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MOXHO CUMTATh BO3MOXHBIM INpUMEHEHUE 3TUX ABYX aACMEKTOB.

Wir sind daran gewohnt, Insektenarten im
wesentlichen nur nach morphologischen Merk-
malen zu trennen. Dieses Verfahren ist im all-
gemeinen trotz mancher Schwierigkeiten im
Detail das rationellste der zur Zeit verfiigbaren.
Differentialmerkmale kénnen aber ebenso aus
der geographischen Verbreitung, bei Phyto-
phagen aus der Wirtspflanzenbeziehung u. a.
gewonnen werden. Der Nachweis stoff-
lich er Charakteristika ist jedoch vergleichs-
weise sehr aufwendig und erfordert eine ent-
sprechende apparative und substantielle Labor-
ausriistung, auflerdem Kenntnisse, die dem Bio-
logen oder Entomologen gewdohnlich nicht im
notigen Umfange zur Verfiigung stehen; alles
Griinde fiir eine relativ seltene Anwendung.
Andererseits entspricht die Verwendung des
stofflichen Autbaues zur Arttrennung dem
schon oft formulierten Konzept der Holomor-
phe.

Uber die Arttrennung hinaus gewinnen bio-
chemische Merkmale zunehmend fiir die Aui-
klarung von Differenzierungen im intraspezi-
fischen Bereich besonders bei phytophagen In-
sekten an Bedeutung, wenn Spezialisierungs-
und Einnischungsprozesse noch nicht zur art-
lichen Trennung gefiihrt haben. Weiterhin
koénnen sie zur Aufkldrung von Heterozygotien
bzw. Hybridformen und zur Erkennung von
Zwillingsarten herangezogen werden (bisher

hauptsdchlich bei Vertebrata genutzt). Daraus
resultiert gerade bei phytophagen Insekten
mitunter eine nicht zu unterschitzende prakti-
sche Bedeutung biochemischer Untersuchungen.
Fiir die Taxonomie der Pflanzen werden die
zahlreich vorhandenen Inhaltsstoffe schon seit
langerer Zeit genutzt. Es ist kein Zufall, da@3
eine dhnliche Methodik bei Tieren bisher ver-
gleichsweise nur wenig zur Anwendung ge-
langt ist. Dies liegt vor allem daran, daf3 die
Bildung und Anreicherung sekundérer Meta-
bolite bei Pflanzen wegen fehlender Exkretion
eine ungleich groBlere Bedeutung hat, als dies
bei Tieren der Fall ist. Bei Tieren spielen z. B
Serumproteine eine grofle Rolle, die zunichst
mit chromatographischen Verfahren aufge-
trennt wurden, bis sich spédter die Elektro-
phorese als zweckméflig erwies, die heute ge-
wohnlich als Disk-Elektrophorese angewendet
wird. Fir Insekten wird seit 1964 die Mikro-
disk-Elektrophorese benutzt (PUN und LAM-
BROZO). Wie leistungsfiahig diese sein kann
zeigt, dall es in unserer Arbeitsgruppe moglich
war, mit der Koérperflissigkeit einer einzigen
Blattlaus bis zu 10 Mikrodisk-Elektrophoresen
durchzufithren (HUTHER und RICHTER 1978).
In einer Arbeitsgruppe in Kischinjew stellt
man sogar ein Pherogramm auf der Grundlags
einer einzigen Trichogramma her. Neben der
Analyse von Proteinmustern spielt die Unter-
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suchung einzelner Enzyme (insbesondere spe-
zifische Aktivitdt und Isoenzyme) eine zuneh-
mende Rolle, wobei dem Enzymspektrum
kaum Grenzen gesetzt sind. Es reicht von Hy-
drolasen des Verdauungskanals bis zu haufig
untersuchten Dehydrogenasen, Phosphatasen
und Enzymen der Glykolyse und des Zitrat-
zvklus (KLAUSNITZER et al. 1979). Der Wert
solcher enzymologischer Untersuchungen liegt
vor allem darin, dal Unterschiede zwischen
Populationen an verschiedenen Wirtspflanzen
noch vor einer morphologischen Differenzie-
rung an Enzymunterschieden sichtbar werden
kénnen. Die Enzymologie bietet jedoch noch
weitere Moglichkeiten, wie z.B. die Untersu-
chung der Evolution einzelner Enzyme an Hand
von Sequenzanalysen, die aber wegen ihres
doch sehr groBen Aufwandes vorlaufig nicht
praxisrelevant sind, im Gegensatz zu den be-
reits serienmiflig einsetzbaren elektrophoreti-
schen und photometrischen Methoden.

Zur Auftrennung von H&amolymphproteinen
wurde zundchst die Papierchromatographie
eingesetzt, u. a. zur Untersuchung von ver-
schiedenen Blattlausarten. So studierte VAR-
TY (1956) drei Arten der gallbildenden Aphi-
den-Gattung Adelges und die Art Pineus pini.
Die Chromatogramme der Eier unterschieden
sich erheblich von denen der Larven und Ima-
gines. EICHHORN (1958) stellte fest, daBl die
Unterschiede zwischen den Eiern und den
1. Larvenstadien viel gréfier sind als zwischen
diesen und den spéteren Stadien und der Ima-
go. Die Muster des 1., 2. und 3. Larvenstadiums
waren sehr dhnlich. Die Ursache dafur liegt in
der Zugehorigkeit zu den Hemimetabola, bei
holometabolen Insekten bestehen wesentlich
groBere Unterschiede zwischen Larve und
Imago. Bei allen Arten zeigten nach VARTY
(1956) die Imagines konstante Fluoreszenz-
Farbmuster, unabhéngig von der Art der Nah-
rungspflanze. Fir die Arttrennung war aber
auch das Chromatogramm der Eier verwend-
bar. MERKER (1957) untersuchte chromato-
graphisch Exemplare von Dreyfusia piceae
europdischer und nordamerikanischer Prove-
nienz. Es zeigten sich keine Unterschiede in
der Anordnung der Banden und ihrer Farben,
cbwohl die Art auf den beiden Kontinenten
jeweils andere Koniferen als Wirtspflanzen be-
siedelt. Relativ grofle Differenzen der Farb-
kombinationen zeigten sich nach EICHHORN
(1958) zwischen den Gattungen Dreyfusia, Pi-
neus, Gilletteella, Sacchiphantes und Adelges.
HALMAGYI (1966) untersuchte vor allem eine
groflere Zahl verschiedener Avhididae papier-
chromatographisch und fand neben einer re-

lativ guten Charakterisierung von Gattungen
und Arten z.B. bei Macrosiphum rosae deut-
liche Unterschiede zwischen den viviparen und
oviparen Weibchen und den Mannchen (Abb. 1).
Die Geschlechtsunterschiede waren grofler als
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Abb. 1
Chromatogramme
von Macrosiphum
rosae

a) Vivipares ©Q
b) Ovipares Q
o &

nach HALMAGYI
1966

Erkldrung filir die
Farbsymbole:

1 = zitronengelb
2 = braungelb

3 = blau

4 = rotbraun

5 = tlirkisblau

6 = gelbbraun

7 = braun

8 = graublau

die zwischen den beiden Weibchentypen. Ahn-
liches zeigte sich bei Drepanosiphum platanoi-
des und Aphis fabae. HALMAGYT untersuchte
auch die Variabilitdt der Chromatogramme, die
sich aber bei allen getesteten Arten als ganz
unerheblich erwies und in jedem Fall die si-
chere Identifizierung der Art erlaubte. Auch
fihrte er verschiedene Untersuchungen zurv
Wirtspflanzenabhdngigkeit durch, die durch-
weg negative Ergebnisse zeigten. Verglichen
wurden z. B. Macrosiphum rosae von verschie-
denen Rosenformen, Aphis sambuci von unter-
schiedlichen Holundervarietdten, Eucallipterus
tiliaze von Tilia platyphyllos und T. chordata,
Aphis fabae von Euonymus (Celestraceae) und
Deutzia (Philadelphaceae). Es wird zu priifen
sein, ob die Mikrodisk-Elektrophorese als viel
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genauere Methode zur Trennung von Protein-
fraktionen iliber die Unterscheidung von Arten
hinaus im intraspezifischen Bereich die erhoff-
ten Unterschiede bringt.

Elektrophoretische Untersuchungen der Insek-
tenhdmolymphe finden sich seit etwa 10 Jah-
ren in der Literatur. So konnte KLIMA-
SCZEWSKI (1974) mit Hilfe elektrophoreti-
scher Untersuchungen die Identitdt von Schizo-
lachnus pineti und S. obscurus nachweisen, die
bis dahin als valide Arten gefilhrt wurden. Mit
der Mikrodisk-Elektrophorese kann man
schwer unterscheidbare Arten, beispielsweise
aus der Gattung Aphis, sicher und schnell
diagnostizieren. Die Pherogramme erwiesen
sich nach unseren Untersuchungen dann als gut
reproduzierbar, wenn Exemplare des gleichen
Entwicklungsstadiums verwendet wurden. Flr
Fragen der Arttrennung, auch der Unterart-
struktur, ist es zunéchst von untergeordnetem
Interesse, um welche Proteine es sich bei den
Banden der Pherogramme im einzelnen han-
delt. Uber die Anfertigung von Densitogram-
men auf der Grundlage der Pherogramme er-
scheint eine exakte mathematische Ermittlung
der Unterschiede im Proteinmuster verschie-
dener Arten moglich (Abb. 2). Wir haben bei-
spielsweise sechs verschiedene Blattlausarten
etwas nidher untersucht (HUTHER und RICH-
TER 1978). Es wurden jeweils 20—25 Protein-
fraktionen nachgewiesen, die sich vier grofBe-
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ren Regionen zuordnen lassen. Bei allen unter-
suchten Arten liegen die stdrksten Banden in
der Nahe der Kathode, sie weisen also eine re-
lativ niedrige Mobilitdt auf. Im einzelnen
zeigte sich folgendes Bild: Die deutlichsten Ab-
weichungen zeigt das Pherogramm von Dre-
panosiphum platanoides, der einzigen nicht zu
den Aphididae gehorenden untersuchten Art
(Fam. Callaphididae). Hier finden sich z. B.
zwei Banden vor der ersten starken Fraktion,
die Region eins ist relativ schwach ausgepragt
und auch die Regionen zwei und drei weisen
deutliche Differenzen sowoh! hinsichtlich der
Bandenzahl als auch deren Intensitiat auf. Mog-
licherweise ist die Tatsache, dafl im Gegensatz
zu allen anderen Arten hier gefligelte Exem-
plare untersucht wurden, wesentlich fiir die-
sen Befund ausschlaggebend. Sowohl Macro-
siphoniella oblonga als auch Microlophium
evansi unterscheiden sich deutlich von den drei
Aphis-Arten (fabae, acetosae und sambuci), die
sich als recht einheitliche Gruppe abzeichnen
(Abb. 3).

Die elektrophoretische Untersuchung von H&-
molymphproteinen kann auch zur Erkennung
von Zwillingsarten verwendet werden. Als
Beispiel sollen zwei Latrodectus-Arten heran-
gezogen werden (McCRONE 1967), aber auch
bei phytophagen Insekten diirfte die Kenn-
zeichnung von Zwillingsarten nicht nur theo-
retisches Interesse haben, sondern erhebliche
Praxisrelevanz. Die morphologisch tiberhaupt
nicht trennbaren Arten L.mactans und L. va-
riolus weisen deutliche Unterschiede der Phero-
gramme auf (Abb. 4).
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Abb. 2 Densitogramm und umgezeichnetes
THER und RICHTER 1978.

=

Pherogramm von Macrosiphoniella tanacetaria, nach HU-
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Pherogramme von
Macrosiphoniella
oblonga (1), Micro-
lophium evansi (2),
Aphis fabae (3),

A. acetosae (4),

A. sambuci (5) und
Drepanosiphum
platanoides (6).
Laufrichtung von
Katode (=) zu
Anode (+). Die romi-
schen Ziffern be-
zeichnen die einzel-
nen Regionen. nach

HUTHER und 1
RICHTER 1978.
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Bei der Deutung von Pherogrammen sind auch
solche Erscheinungen zu beachten, wie Unter-
schiede zwischen ,jungen“ und ,alten“ Flug-
muskeln bei verschiedenen Insekten (BEE-
NAKKERS et al. 1975; ROBINSON und
GOLDSWORTHY 1977).

Viel genauere Resultate lassen — wie bereits
angedeutet — die Untersuchungen einzelner

Enzyme erwarten. So testeten TOMIUK et al.
(1979) 20 verschiedene Enzymsysteme, von
denen die besten Ergebnisse durch folgende
geliefert wurden: Malatenzym, Glucose-Phos-
phat-Isomerase, Malatdehydrogenase 1 und 2,
Glucose-Phosphat-Mutase und a-Glycerin-
Phosphat-Dehydrogenase an funf Blattlaus-
gattungen mit 43 Arten und erhielten deutliche



8
~

Entomologische Nachrichten und Berichte, 26, 19821

\' M

Abb. 4

Pherogramm der
Hiadmolymphproteine

von Latrodectus

variolus (links) und

L. mactans (rechts),

nach McCRONE 1967. { =)

Unterschiede durch charakteristische Isoenzy-
me. Es zeigte sich ferner, dall meist die unter-
schiedliche Mobilitdt eines einzelnen Enzyms
geniigt, um artspezifische Unterschiede zu de-
monstrieren (Abb. 5). Andererseits konnten
mit den getesteten Enzymen die Brachycaudus-
Arten nicht getrennt werden, obwohl es gerade
fiir diese morphologisch schwierig diagnosti-

°g %
- S o
L I T
[) - ACYRTHOSIPHON PISUM
(] - MYZUS PERSICAE
4 I MACROSIPHUM ROSAE
4 I APHIS POMI

Abb. 5 Unterschiedliche Mobilitdt der Glukose-Phos-
phat-Isomerase bei verschiedenen Blattlausarten
(Macrosiphum rosae = 1,00), nach TOMIUK et al. 1979.

zierbaren Arten wiinschenswert gewesen wére.
Dennoch gibt es Ansdtze zur Trennung mor-
phologisch schwierig unterscheidbarer Arten
und auch zur Bildung von Artengruppen. Von
den 11 von TOMIUK et al. untersuchten Aphis-
Arten lielen sich an Hand der relativen Mo-
bilitdt der Glucose-Phosphat-Isomerase (bezo-
gen auf Macrosiphum rosae = 1,00) einige ein-
deutig charakterisieren: A.umbrella (0,55), A.
urticata (0,66), A. pomi (0,48), A. salicaria (0,52),
A. sambuci (0,75 und Glucose-Phosphat-Mu-
tase 0,48 oder 0,34). Keine Unterschiede gab es
zwischen A. frangulae und A. grossularia (je-
weils 0,87) einerseits und A. solanella, A. rumi-
cis und A. fabae (jeweils 0,75) andererseits. A.
schneideri ist durch Malatdehydrogenase 2 (0,5)
zu unterscheiden.

Unter den zur Arttrennung herangezogenen
Enzymen sind Esterasen von vielen Autoren
bevorzugt worden, so z. B. fiir Drosophila von
WRIGHT (1961, 1963), KNOWLES und FRIST-
ROM (1967) und OGITA (1961), fiir Pieris von
CLEMENTS (1967), fiir Lycaenidae von BURNS
und JOHNSON (1971). AuBlerdem existieren
Arbeiten, die sich mit dem Polymorphismus
von Esterasen (Auftreten von Isoenzymen) in
Abhingigkeit von der geographischen Her-
kunft der Tiere befassen (Lycaenidae, BURNS
und JOHNSON 1971). Noch viel mehr in die
Tiefe gehend geschahen solche Untersuchungen
an Drosophila (HUBBY und THROCKMOR-
TON 1965, AYALA und POWELL 1972, BUL-
MER 1973, JOHNSON 1973). SASAJI und OH-
NISHI (1973) untersuchten eine grofle Zahl von
Coccinellidenarten mit Hilfe der Disk-Elektro-
phorese. Dabei zeigte sich, daBl die Isoenzym-
Banden der untersuchten Esterase bei fast allen
Arten stabile, reproduzierbare Bilder zeigten,
auller in der Gattung Harmonia. Bei Harmonia
axyridis und H. yedoensis wurde eine grof3e
intraspezifische Variation angetroffen, beide
Arten werden als Zwillingsarten angesehen,
die aber im Larvenstadium auch morphologisch
trennbar sind. Als Imagines sind sie nicht un-
terscheidbar und natiirlich vollig genetisch von-
einander isoliert. Interessant ist nun, da3 das
Grundmuster der Banden bei einzelnen Indi-
viduen beider Arten zwar erkennbar bleibt,
jedoch ein deutlicher Polymorphismus vorliegt
(Abb. 6). H. yedoensis ist durch My und F, cha-
rakterisiert, H. axyridis durch M,. Das Beispiel
soll zeigen, wie vorsichtig die Interpretation
solcher Pherogramme zu erfolgen hat und daB
die artcharakteristische Bandenstruktur an
einem moglichst groBen Material unterschied-
licher Provenienz herauszuarbeiten ist, wie es
in der Morphologie ja auch iiblich ist.
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ADD. 6 Pherogramm mit den Isoenzymbanden einer
Esterase von Harmonia axyridis (oben) und H.ye-
doensis (unten), nach SASAJI und OHNISHI 1973.

Polymorphismus verschiedener Esterasen ist
auch aus Freiland-Populationen von Locusta
migratoria migratorioides bekannt (CURRY
1977). Die im einzelnen sehr komplizierten Be-
funde werden noch durch Sexualdimorphismus
und Saisonabhéngigkeiten uUberlagert.
FERRAN et al. (1976) untersuchten 19 verschie-
dene Enzyme aus den Speicheldriisen und dem
Verdauungskanal von Anisochrysa carnea und
Chrysopa perla. Bei einer Reihe von Enzymen
wurden Artunterschiede in der Aktivitdt und
auch Unterschiede zwischen Larven und Ima-
gines, aber auch zwischen den Geschlechtern
gefunden. Die Aktivitdtsmessungen von A. car-
nea-Larven, die auf synthetischer Diédt gezogen
wurden, unterschieden sich nicht von natiirlich
erndhrtem Material.

Weil Parallelen zu phytophagen Insekten mog-
lich scheinen, sei auf ein Ergebnis von HYLLE-

BERG (1976) hingewiesen, der bei 3 sehr dhn-
lichen Hydrobia-Arten spezifische Glykosidase-
aktivitdten sowie Trypsin- und Lysozym-ahn-
liche Aktivititen von Enzymrohextrakten un-
tersuchte. Fiir die 3 Arten ermittelt er identi-
sche qualitative Spektren mit signifikanten
quantitativen Unterschieden (Abb. 7), die er im
Zusammenhang mit der Nahrung und der Mi-
kronischenrealisierung diskutiert.

Die Eignung von verschiedenen Proteasen aus
dem Verdauungstrakt zur Artunterscheidung
wird durch die Untersuchung von GROGAU
und HUNT (1977) an Paravespula germanica
und P. maculifrons wahrscheinlich. AuBler den
angefiihrten Stoffgruppen eignen sich noch
weitere fiir eine biochemische Arttrennung. So
fanden GREENWAY und GRIFFITHS (1973)
und GREENWAY et al. (1974) Unterschiede in
den Triglyceriden von Aphis evonymi in Ab-
hingigkeit von den Morphen und auch zwi-
schen den Aphiden verschiedener Familien
mit dem Massenspektrometer. So wiesen die
sommerlichen Viviparen (Alatae und Apterae)
von Aphis evonymi und A. fabae hohe Werte
von Myristinsdure (Cy;) und Palmitinsdure (C,)
auf, wihrend bei den Frihjahrsformen (Fun-
datrices und Fundatrigenien) Mpyristinsdure
dominierte.

Wie groB3 die Palette weiterer geeigneter Stoffe
ist, zeigt sehr eindrucksvoll die Arbeit von
DETTNER (1977) zur Chemotaxonomie der Dy-
tiscidae, die beziuglich der Stoffklassen teil-
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} | I { A B - glucosidase
H.ventrosa H.neglecta H.ulvae

ADDb. 7

Relative Enzymaktivititen von 3 Arten der Gattung Hydrobia, nach HYLLEBERG 1976.
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weise auch auf phytophage Insekten ibertrag-
bar sein diirfte. Untersucht wurde eine Fiille
organischer Substanzen, insbesondere verschie-
dene aromatische Sduren, Aldehyde und Ses-
quiterpene (Massenspektroskopie, Diinnschicht-
chromatographie, UV-Spektrometrie). Wegen
der Allgemeingtiltigkeit sei ein Zitat DETT-
NERS gebracht: ,Die Chemotaxonomie ver-
sucht aufgrund des Vorkommens und der Ver-
breitung charakteristischer Inhaltsstoffe von
Organismen unter Bezug auf die Ergebnisse
der klassischen taxonomischen Befunde Aus-
sagen iiber natiirliche Verwandtschaften zu
treffen. Wenn die konvergente Entstehung der-
selben Substanz infolge unterschiedlicher Bio-
synthesewege ausgeschlossen werden kann,
weisen namlich gleiche Verteilungsmuster von
Naturstoffen auf gleiche Reaktionssequenzen,
Enzymgarnituren und Gene hin.“ »,Die
groflte, meist unlosbare Schwierigkeit besteht
darin, chemische Konvergenzen auszuschlie-
Ben oder nachzuweisen, dal3 dieselbe Substanz
biogenetisch auf verschiedenen Wegen entste-
hen kann. In diesem Zusammenhang ist als all-
gemeines Prinzip lediglich von Bedeutung, daj3
chemisch einfach gebaute Molekiile in der Re-
gel eher mehrmals unabhingig entstehen kon-
nen als komplizierte zusammengesetzte Ver-
bindungen.“

Aus den Beispielen, die keinerlei Vollstandig-
keitsanspruch erheben wollen, sollen folgends
generelle SchluBfolgerungen zur Anwendung
biochemischer Methoden fiir die Arttrennung
bei Insekten gezogen werden:

1. Die Untersuchung von Hamolymphproteinen
und bestimmten Enzymen ist zur Arttren-
nung prinzipiell geeignet.

2. Die Anwendung wird sich wegen der spezi-
fischen Methodik auf solche Fille konzen-
trieren wie morphologisch sehr schwer
trennbare Arten, Zwillingsarten und Hy-
bride.

3. Es sind sorgfaltig solche moglichen Erschei-
nungen wie Sexualdimorphismus, Abhingig-
keit von Entwicklungsstadien, organabhén-
gige Unterschiede, jahreszeitliche Abhéngig-
keiten und evtl. Polymorphismus einzelner
Enzyme (Auftreten von Isoenzymen) zu be-
achten.

4. Fur eine biochemische Aufgliederung von
intraspezifischen Gruppierungen gibt es bis-
her wenig Ansatzpunkte, ebenso fiir eine
Wirtspflanzenabhéngigkeit biochemischer
Parameter. Beides wird bei geeigneter Me-
thodik fiir moglich gehalten.
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Summary The males of Epeiron uzbekistanicus n. sp. and Ecdyonurus pallidus n. sp. from the
Uzbekh Soviet Socialist Republic (Central Asia) as well as one male of Epeiron kashmiriensis

n. sp. from India, Kashmir, are described.

Pesiome

OnucwiBatorcsa camubl Epeiron uzbekistanicus n. sp. u Ecdyonurus pallidus n. sp. us Ys-

Bekckoint CCP (Cpennas Asus) u cameu Epeiron kashmiriensis n. sp. us Uuaun, Kammnup.

In den vorangegangenen Beitrdgen (BRAASCH
& SOLDAN, 1979 und 1980). wurden einige Ar-
ten der Gattungen Cinygmula und Iron sowie
ein Vertreter der Gattung Epeorus behandelt.
In der Aufsammlung von SOLDAN 1980 ia
Mittelasien fand sich liberraschenderweise ein

Epeiron DEMOULIN, der sich deutlich von E.
amseli DEMOULIN aus Afghanistan unter-
scheidet. Dieser Sachverhalt gab AnlaB zu
einem Typenstudium der letzterwidhnten Art,
das uns freundlichst durch Dr. ROESLER.
Karlsruhe (BRD), ermoéglicht worden ist. Da-
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