ARTICULATA 2017 32: 39-48 BIOLOGIE

Studium des embryonalen Wachstums von Grillen (Insecta, Orthoptera):
experimentelle und theoretische Ergebnisse

Robert Sturm

Abstract

The present contribution sets its main focus on the introduction of a computer
model (EMBGROWTH, version 1.0), with the help of which the embryonic growth
of hemimetabolous insects can be simulated. The mathematical approach is
based upon two compartments (yolk mass, embryo) situated in the egg, between
which a mass transfer advancing the embryonic development takes place. The
continuously growing mass of the embryo is expressed by its increase in length,
in the course of which temperature in the incubator and moisture of the substrate
containing the eggs can have a significant effect on this process. In the concrete
case, the embryonic development of the house cricket Acheta domesticus (L.)
was subjected to a detailed theoretical and experimental study. The results ob-
tained from the investigation unanimously indicate a sigmoidal growth course of
the embryo with low growth rates at the beginning and end of embryogenesis
and high rates at intermediate stages of this process. A regression-based com-
parison between model and experiment underlines the partly excellent corre-
spondence of the datasets (R2 = 0.999).

Zusammenfassung

Der vorliegende Beitrag legt sein Hauptaugenmerk auf die Vorstellung eines
Computermodells (EMBGROWTH, Version 1.0), mit dessen Hilfe sich das emb-
ryonale Wachstum hemimetaboler Insekten simulieren lasst. Die mathematische
Naherung basiert auf zwei im Ei befindlichen Kompartimenten (Dottermasse,
Embryo), zwischen denen ein die Embryonalentwicklung beférdernder Massen-
transfer stattfindet. Die kontinuierlich ansteigende Masse des Embryos gelangt
durch dessen Langenzunahme zum Ausdruck, wobei die Bruttemperatur und die
Feuchtigkeit des Lagerungssubstrates der Eier diesen Prozess mafigeblich be-
einflussen konnen. Im vorliegenden Fall wurde die Embryonalentwicklung der
Hausgrille Acheta domesticus (L.) einer genaueren Betrachtung unterzogen und
sowohl theoretisch als auch experimentell untersucht. Die Resultate deuten uni-
sono auf einen sigmoidalen Wachstumsverlauf des Embryos mit niedrigen
Wachstumsraten zu Beginn und am Ende der Embryogenese und hohen Raten
in deren mittlerem Stadium hin. Ein auf linearer Regression basierender Ver-
gleich zwischen Model und Experiment unterstreicht die teils ausgezeichnete
Ubereinstimmung der Datensatze (R2 = 0,999).
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Einleitung

Die Embryogenese orthopteroider Insekten stellt einen Prozess dar, welcher
zwar bereits Uber einen relativ hohen Dokumentationsgrad verfugt (HEYMONS
1895, MAHR 1960, ANDERSON 1972, WEBER & WEIDNER 1974, CHAPMAN 1998,
STURM 2003, 2011), jedoch noch nicht in all seinen Details verstanden wird. Ge-
nerell handelt es sich dabei um jenen innerhalb des Eies stattfindenden Entwick-
lungsvorgang, an dessen Ende die Nymphe, das dem Adulttier vorgeschaltete
Stadium, steht (STURM 2003, 2010, 2016). Schon zu Beginn zeichnet sich die
Embryogenese dadurch aus, dass eine synzytiale oder superfizielle Furchung
auftritt, die in einer intensiven Kernteilung (Karyokinese) und dem vollstandigen
Ausbleiben der Zellteilung (Zytokinese) zum Ausdruck gelangt. Die Wanderung
der neu gebildeten Kerne mitsamt deren umgebenden Zytoplasmamassen an die
Eiperipherie und Kompartimentierung dieser als Energiden bezeichneten Einhei-
ten mittels invaginierter Eimembran haben die Entstehung des Blastoderms zur
Folge (WEBER & WEIDNER 1974, CHAPMAN 1998, STURM 2011, 2017).

Aus einem Teil des Blastoderms entwickelt sich in weiterer Folge das Keimband
oder die Ventralplatte, wahrend sich der andere Teil zu einer spezifischen Memb-
ran (Serosa) anordnet, welche fur die Formierung des Dottersacks verantwortlich
zeichnet. Das Keimband gilt als Ursprung des embryonalen Organismus und er-
fahrt im Laufe seiner Entwicklung eine umfangreiche Differenzierung, innerhalb
der der fundamentale Bauplan des Geradflliglers seine konkrete Ausgestaltung
erfahrt. Die stetige VergroRerung des Keimbandes geht Hand in Hand mit der
Bildung der drei Keimblatter (Ekto-, Meso- und Endoderm), aus denen im Zuge
der Histo- und Organogenese die unterschiedlichen Insektenorgane hervortreten.
Nach Vollendung der Gewebs- und Organentwicklung durchl&uft der vollstandig
ausdifferenzierte Embryo eine Phase der intensiven Streckung, Muskelkontrak-
tion und Gasaufnahme in die Tracheolen, an deren Ende der Vorgang des Aus-
schlipfens aus dem Ei steht (WEBER & WEIDNER 1974. GROEPLER 1981. STURM
2003, 2011, 2017).

Als eine Besonderheit aller hemimetabolen Insekten, welche sich insbesondere
bei verschiedenen Spezies der Orthopteren beobachten lasst, gilt die den em-
bryonalen Entwicklungsprozess begleitende Blastokinese. Hierbei erfahrt der
Embryo im Zuge seines Wachstums sowohl eine Rotations- als auch eine Trans-
lationsbewegung, die im Falle der Wanderheuschrecke Locusta migratoria eine
Umpositionierung des embryonalen Kopfes vom posterioren zum anterioren Pol
des Eies zur Folge haben (ANDERSON 1972, GROEPLER 1981). Bei verschiedenen
Grillenarten wie beispielsweise Acheta domesticus oder Teleogryllus commodus
besitzt das Keimband bereits seine korrekte Lage (Abb. 1), wodurch die
Blastokinese einen komplexen, noch nicht vollstandig aufgeklarten Verlauf mit
temporarer Eintauchung des Embryos in den Dottersack nimmt (GROEPLER 1981,
STURM 2011, 2017).

Computermodelle zur Simulation des embryonalen Wachstums von Insekten
sind bislang aufgrund des weitgehenden Fehlens experimenteller Vergleichs-
daten noch kaum zur Realisierung gelangt. Experimentelle Untersuchungen von
Insekteneiern stellen aus mehrerlei Grinden eine wissenschaftliche Herausfor-
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derung dar: FUr die Analyse der embryonalen Kdrperlange und deren Abhangig-
keit von der Zeit ist es notwendig, gute Sicht auf den Organismus zu erlangen.
Dies kann entweder durch eine Freipraparation der fixierten Strukturen oder die
auf speziellen Fixierungsmethoden beruhende Erzeugung eines transparenten
Chorions herbeigefiihrt werden (GROEPLER 1981, STURM 2011). Eine weitere
Schwierigkeit besteht darin, eine moglichst lickenlose mikroskopische Dokumen-
tation des embryonalen Wachstumsverlaufs zu erhalten, wozu das im Inkubator
ausgebritete Eiablagesubstrat in kurzen Zeitabstanden (z. B. alle 12 Stunden)
zu beproben ist (STURM 2011).

Der vorliegende Beitrag hat zweierlei Themen zum Inhalt; Zum einen sollen ex-
perimentelle Daten zum embryonalen Entwicklungsverlauf des Heimchens Ache-
ta domesticus (L., 1758) zur Vorstellung gelangen, deren Prasentation anhand
von Langen-Zeit-Kurven erfolgt. Zum anderen soll ein innovatives Computerpro-
gramm (EMBGROWTH, Version 1.0) beschrieben werden, welches zur Simulati-
on des embryonalen Wachstums hemimetaboler Insekten dient und mdgliche
Einflussfaktoren dieses Prozesses mitberticksichtigt.

Material und Methoden

Experimentelle Untersuchung des embryonalen Wachstums bei Acheta
domesticus

Die von Weibchen des Heimchens in das Eiablagesubstrat (feuchter Sand) de-
ponierten Eier wurden bei konstanten Umweltbedingungen in einem eigens flr
die Insektenzucht zur Verfigung gestellten Inkubator ausgebritet. Um Detail-
kenntnisse Uber die Wirkung der Bruttemperatur auf den Wachstumsverlauf der
Embryos zu erlangen, wurden drei experimentelle Durchlaufe mit unterschiedli-
chen Umgebungstemperaturen (20 °C, 25 °C, 30 °C) veranlasst. Die Luftfeuch-
tigkeit im Brutschrank wurde unabhéngig von der Temperatur auf 80% festgelegt
(STURM 2011, 2017). Im Abstand von 12 Stunden wurden Eier aus dem Inkuba-
tor entnommen und gleich darauf jener von GROEPLER (1981) vorgestellten Fixie-
rungsprozedur unterzogen. Dieser Vorgang hatte zur Folge, dass das zu diesem
Zeitpunkt bestehende embryonale Entwicklungsstadium zur dauerhaften Konser-
vierung gelangte und das Chorion eine fir mikroskopische Beobachtungen ge-
eignete Transparenz erlangte (Abb. 1). Die mikroskopische Analyse des embry-
onalen Wachstums erfolgte unter Anwendung von Durchlichtmodus und hoher
Lichtstarke, um eine klare visuelle Differenzierung zwischen embryonalem Kor-
per und Dottermasse vornehmen zu kénnen. Die Koérperlangen der jeweiligen im
Zuge der Embryogenese auftretenden Entwicklungsstadien wurden bei geringer
mikroskopischer VergréRerung (40 x) und unter Zuhilfenahme eines geeichten
Messokulars analysiert. Zur statistischen Untermauerung der Daten wurden von
jedem eindeutig identifizierbaren Entwicklungsstadium 20 Embryos auf die ge-
schilderte Art und Weise vermessen. Wie bereits in friheren wissenschatftlichen
Beitragen festgehalten werden konnte, erfahrt die Grillenembryogenese mit stei-
gender Temperatur eine signifikante Verkirzung (STUrRM 2003, 2011), wodurch
auch einzelne embryogenetische Phasen hinsichtlich ihrer Dauer komprimiert
werden. Diesem Phanomen musste bei den Experimenten durch eine Anpas-
sung des Beprobungsintervalls Rechnung getragen werden (Abb. 2).
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Abbildung 1:

Lichtmikroskopische Aufnahmen (nor-
male und kontrastgesteigerte, invertierte
Darstellung) einzelner Stadien der Em-
bryonalentwicklung von Acheta domes-
ticus: (a) undifferenziertes Ei mit enthal-
tener Dottermasse; (b) Beginn der Ent-
wicklung des Keimbandes (Blastoderm);
(c) mittleres Stadium mit Anlage der Ex-
tremitaten und beginnender Differenzie-
rung des Kopfes; (d) weitgehend ausdif-
ferenzierter Embryo vor dem Ricken-
schluss; (e) ausentwickelter Embryo
kurz vor dem Schltpfen (Balkenlangen:
1 mm).

Mathematische Modellierung des
Embryonalwachstums hemimeta-
boler Insekten

Das hier vorgestellte embryonale
Wachstumsmodell basiert auf der
relativ einfachen Hypothese, wonach
die GroRRenentwicklung des im Ei be-
findlichen Organismus als Resultat
eines kontinuierlichen Massentrans-
fers vom Dotterkdrper in Richtung
Embryo aufzufassen ist. Aus mathe-
matischer Sicht lasst sich dieses
Phanomen am besten anhand eines
aus zwei Kompartimenten (Dotter-
korper, Embryo) bestehenden Mo-
dells darstellen, wobei der zwischen
den beiden Einheiten stattfindende
Massentransport durch eine so ge-
nannte Transferrate zum Ausdruck
gelangt (Abb. 3). Fur eine detaillierte
mathematische Beschreibung der
theoretischen Naherung soll die interessierte Leserschaft auf eine aktuelle Ab-
handlung des Autors (STURM 2017) verwiesen werden, in welcher alle dem Mo-
dell zugrunde liegenden Formeln ihre Erwdhnung finden. Hier lasst sich zusam-
menfassend festhalten, dass die embryonale Massenzunahme den mathemati-
schen Grundlagen zufolge in Form einer mehr oder minder akzentuierten
sigmoidalen Funktion von der Zeit abhangt. Der Zusammenhang zwischen em-
bryonaler Kérperlange und Masse wird tber die physikalische Dichte einerseits
und die leicht simplifizierte Annahme einer linearen Proportionalitdt der Korper-
dimensionen (Lange « Breite « Hohe) andererseits hergestellt.

42 [30.10.2017] ARTICULATA 32



Temperatur,°C

:
10 g
Entwicklungszeit, d

Abb. 2: Abhangigkeit der Embryogenesedauer und der zeitlichen Lange einzelner
Entwicklungsphasen von der Umgebungstemperatur (STurRM 2011). Die ge-
zeichneten Embryogenesestadien entsprechen - von links nach rechts be-
trachtet - den Phasen (a) bis (e) in Abb. 1.

Die Inhalte des Modells wurden im Computerprogramm EMBGROWTH zusam-
mengefasst, welches den Anwender und die Anwenderin zur Durchfuhrung
beliebiger Simulationen befahigt und zudem den direkten Vergleich zwischen
theoretischen und experimentellen Daten gestattet (Abb. 3). Eine vom Programm
bereits aufgenommene wichtige Frage betrifft moégliche Einflussfaktoren des
embryonalen Entwicklungsverlaufs. Hier findet neben der weiter oben erwéahnten
Umgebungstemperatur insbesondere die Feuchtigkeit des Substrates ihre Be-
ricksichtigung (STURM 2017).
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Abb. 3: Eingabe- und Ausgabefenster des Computerprogrammes EMBGROWTH zur
Simulation des embryonalen Wachstums von hemimetabolen Insekten:
(a) Eingangsfenster; (b) Fenster mit Hauptmen; (c) Fenster zur Eingabe ver-
schiedener Modellparameter; (d) Fenster zur Eingabe experimenteller Daten;
(e) Ausgabefenster mit numerischen Modellergebnissen; (f) graphische Dar-
stellung der Modellresultate.

Experimentelle und theoretische Ergebnisse

Abbildung 4 fasst die im Zuge der Wachstumsstudie erzielten experimentellen
und theoretischen Resultate zusammen. Bei Annahme einer Bruttemperatur von
lediglich 20 °C lasst sich eine Dauer der Embryogenese von exakt 20 Tagen
ermitteln. Innerhalb dieses Zeitraumes nimmt die embryonale Koérperlange im
Schnitt um 0,11 mm pro Tag zu, bis schliel3lich ein endgultiger Wert von 2,2 mm
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erreicht worden ist. Wie den experimentellen Daten zu entnehmen ist, zeichnen
sich die ersten acht Tage der Entwicklung durch Wachstumsraten von durch-
schnittlich 0,09 mm/d aus. Daran schliel3t eine Phase mit stark beschleunigter
Zunahme der Korperlange und entsprechend erhdhten Wachstumsraten an
(0,25 mm/d). In der Schlussphase der Embryogenese (14. bis 20. Tag) erfahrt
das Wachstum wiederum eine deutliche Verlangsamung (0,04 mm/d). Die auf
Basis des Computermodells ermittelte embryonale Wachstumskurve vermag die
experimentellen Daten auf teils vorzigliche Weise zu pradizieren, wobei sich die
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Bei Anhebung der Temperatur auf 30 °C ist eine weitere Verkirzung der
Embryogenesedauer zu beobachten. Die vollstdndig ausdifferenzierte Nymphe
vermag bereits nach zehn Tagen aus dem Ei zu schlipfen (Abb. 4c). Die Wachs-
tumsgeschwindigkeiten erfahren dabei nochmals eine signifikante Steigerung,
wobei zugehorige Wachstumsraten je nach Entwicklungsphase zwischen
0,08 mm/d und 0,40 mm/d variieren. Die vom Experiment vorgezeichneten
Trends finden im Modell ihre weitestgehende Bestéatigung, da auch gemal theo-
retischer Pradiktion bei dieser Temperatur mit einem steilen sigmoidalen Wachs-
tumsverlauf zu rechnen ist.

Diskussion

Wie bereits in zahlreichen friiheren Studien gezeigt werden konnte (WEBER &
WEIDNER 1974, MERKEL 1977, HOFFMANN 1985, STurRM 2003, 2010, 2011,
20164, 2016b, 2017), beinhaltet die Entwicklung hemimetaboler Insekten sowohl
eine Embryonal- als auch eine Nymphalphase, welche sich beide durch spezifi-
sche Wachstumsverlaufe auszeichnen. Nymphen einzelner Grillenarten durch-
laufen eine unterschiedliche Anzahl an Hautungsstadien (STURM 2003, 2010,
2011), welche experimentellen Untersuchungen zufolge ein individuelles Wachs-
tumsverhalten der Organismen aufweisen kdnnen. Wahrend frihe und spéate
Stadien eine eher verzogerte Zunahme der Korperlange erkennen lassen, tritt bei
mittleren Stadien innerhalb kurzer Zeit eine Vervielfachung der nymphalen Kor-
pergrof3e auf (STURM 2016a, 2016b). Dieses durch eine sigmoidale Funktion
approximierbare Wachstum kann als eine Folge kdrperinterner Entwicklungspro-
zesse interpretiert werden, welche in der Frih- und Spatphase des Nymphen-
stadiums Uber eine deutlich gesteigerte Intensitat verftigen.

Der vorliegende Beitrag konnte anhand experimenteller und theoretischer Daten
recht klar demonstrieren, dass das embryonale Wachstum hemimetaboler Insek-
ten gewisse Ahnlichkeiten mit der Langenentwicklung innerhalb des nachge-
schalteten Nymphenstadiums besitzt. Auch hier konnte ein sigmoidaler Wachs-
tumsverlauf mit entsprechend hohen Wachstumsraten bei intermedidren Ent-
wicklungsphasen festgestellt werden. Vergleichsstudien zum embryonalen
Wachstum hemimetaboler Insekten sind bislang aufgrund der einleitend attestier-
ten Problemfelder nur in geringem Mal3e durchgefuhrt worden, wobei jene von
GROEPLER (1981) an Locusta migratoria getatigte Untersuchung lber einen ge-
wissen reprasentativen Charakter verflgt. Obwohl sich der Autor weitgehend auf
eine qualitative Deskription der Embryogenese bei dieser Wanderheuschrecken-
spezies beschrankt hat, kdnnen anhand des in der Publikation bereitgestellten
fotografischen Materials auch quantitative Abschétzungen des embryonalen
Wachstums vorgenommen werden. Eine genaue chronologische und morphome-
trische Analyse der von GROEPLER unterschiedenen embryonalen Entwicklungs-
phasen fuhrt zu dem Schluss, dass entsprechende Wachstumsverlaufe von Gril-
len und Wanderheuschrecken uber zahlreiche Korrespondenzen verfiigen.

Wie bereits in friheren wissenschaftlichen Untersuchungen festgehalten werden
konnte (KAUFMANN 1932, GOURI & MCFARLANE 1958, BURSELL 1964, HOFFMANN
1974, 1985, 1995, SHARP & DEMICHELE 1977, BEHRENS et al. 1983, RATTE 1985,
STURM 1999, 2002, 2003, 2010, 2011), steht die nymphale Entwicklung hemi-
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metaboler Insekten unter dem Einfluss einer Vielzahl an Umweltfaktoren, unter
denen die Temperatur, die Fotoperiode, die den Organismen zur Verfigung ge-
stellte Nahrungsmenge, die Zusammensetzung des Futters sowie die intra- und
interspezifische Konkurrenz eine lbergeordnete Rolle spielen. Innerhalb des
physiologischen Vorzugsbereiches eines gewissen Insekts zeigen Umgebungs-
temperatur, Proteingehalt in der Nahrung und Lange der Fotoperiode eine
positive Korrelation mit der nymphalen Wachstumsgeschwindigkeit, wohingegen
jede Form der Konkurrenz zu einer drastischen Verzégerung der Entwicklung
fuhren kann. Da die Embryogenese innerhalb eines geschlossenen, vom Eivo-
lumen definierten Systems stattfindet, tiben nur wenige externe Faktoren Einfluss
auf das embryonale Wachstum aus. Gemald dem vorliegenden Beitrag gehen
wachtumsregulierende Effekte lediglich von der Umgebungstemperatur und von
der im Substrat bestehenden Feuchtigkeit aus. Wéahrend die Temperatur ein Mal3
flr jene dem Embryo von aul3en zugefihrte Warmeenergie darstellt, korreliert die
Substratfeuchtigkeit mit dem vom Ei absorbierten, mit diversen lonen angerei-
cherten Wasser (HOFFMANN 1985, 1995). Beide Faktoren vermdgen das embry-
onale Wachstum innerhalb des physiologischen Vorzugsbereiches zu fordern
(STURM 2016a, 2016b). Obwohl das hier vorgestellte Modell des embryonalen
Wachstums hemimetaboler Insekten eine erfolgreiche experimentelle Validation
erfahren hat, enthalt es dennoch noch einige Simplifikationen, die es durch zu-
kiinftige Forschungen auf dem Gebiet sukzessive auszuraumen gilt.
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