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W. KUaNe

Eine Methode zur radioaktiven Massenmarkierung von
Meligethes spec. mit »2P?

Die Verwendung radiocaktiver Isotope zur Klirung entomologischer Fragen hat auf
Grund der vielfdltigen Eignung und der zahlreich vorhandenen Untersuchungsmdoglich-
keiten in den letzten 15 Jahren sprunghaft zugenommen. Awuch die Tatsache, daB bei der-
artigen Versuchen in relativ kurzer Zeit eine groflere Anzahl aussagekriftiger Werte zur
Verfiigung stehen, diirfte zu dieser Entwicklung beigetragen haben.

Fiir den Einsatz radioaktiver Isotope in der angewandten Entomologie be-
stehen grundsétzlich zwei Moglichkeiten: Einmal kénnen radioaktive Substan-
zen alg Leitisotope zu verschiedenen Markierungszwecken Verwendung finden,
andererseits sind sie auch als Strahlenquelle zur Erzielung von Sterilitéit oder
Mortalitdt geeignet. Von diesen Méglichkeiten hat die Markierungstechnik der
Insekten besonders im Rahmen 6kologischer und populationsdynamischer Stu-
dien eine zunehmende Bedeutung erlangt. Dies bezieht gich im einzelnen vor-
wiegend auf Untersuchungen, wie der Verhaltensweisen, der Migrationswege,
der Verbreitungsareale sowie bestimmter Lebensrhythmen. Auch die Bezie-
hungen zwischen Insekt und Wirtspflanze, die Ubertragung von Krankheiten,
verschiedene physiologische und toxikologische Probleme sowie Resistenz-
erscheinungen und Parasitierungsverhéltnisse sind hierfiir geeignete Unter-
suchungsobjekte.

In den Jahren 1962—1965 wurden am Institut fiir Phytopathologie in Leipzig
Untersuchungen iiber die Ausbreitung und Verteilung der wichtigsten Raps-
schédlinge innerhalb groBflachiger Bestéinde unter besonderer Beriicksichtigung
von Feldrand und Feldmitte durchgefithrt. Angeregt durch einige Arbeiten,
vorwiegend amerikanischer und sowjetischer Autoren, dringte sich der Ge-
danke auf, im Rahmen der Beantwortung dieser Versuchsfrage auch radioaktiv
markierte Insekten zu verwenden. Fiir die Verwirklichung dieses Vorhabens
war zunichst die Beriicksichtigung folgender Tatsache erforderlich: Eine Aus-
sage iiber die Ausbreitung bzw. den Flugverlauf markierter Insekten ist nur
moglich, wenn es gelingt, sie entweder direkt im Bestand mit einem transpor-
tablen Zahlgerdt zu verfolgen oder durch eine entsprechende Fangmethode
einen moglichst hohen Anteil der ausgesetzten Tiere zuriickzugewinnen. Da aber
im Freiland eine Verbreitung nach allen Richtungen gegeben ist, kann im Be-
stand vielfach nur eine geringe Dichte vorliegen. Dadurch, und zum Teil auch

1 Nach elnem Vortrag auf der Tagung {iber Probleme der Phytopathologie und der angewandben Entomologie des
Instituts fiir Phytopathologie Aschersleben der DAL zu Berlin vom 24, —~25. Juni 1965,
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bedingt durch die Eigenart der Fangmethode, werden in den wenigsten Fallen
mehr als 109% der markierten Insekten wiedererfallt. Deshalb sollten fir der-
artige Freilandversuche nur solche Insekten Verwendung finden, die kurzfristig
in gréBeren Mengen durch Zuchtmethoden oder Freilandfinge zu beschaffen
sind. Unter den Rapsschidlingen eignete sich besonders Meligethes spec. Hier-
fiir war die bekannte Erscheinung ausschlaggebend, daf sich der Rapsglanz-
kifer ausschlieflich in den Knospenstdnden aufhilt und deshalb, vor allem
nach erfolgter Massenbesiedlung, durch Kescherfinge in gréfleren Mengen zu
beschaffen ist. Auf diese Art konnen an einem Nachmittag von finf Personen
ca. eine Million Kéfer gefangen werden.

Fiir die Verabfolgung radiocaktiver Isotope war es nun erforderlich, eine Me-
thode zu erarbeiten, die kurzfristig die Markierung einer grofBeren Anzahl von
Meligethes spec. gestattet. Obwohl dazu verschiedene Moglichkeiten bestehen,
hat sich in der Vergangenheit, besonders fir den Zweck der Massenmarkierung,
in zunehmendem MafBle die Verabreichung radioaktiver Nahrungsmittel bewihrt
(FENRINS, 1962). Die Anwendung dieser Methode fiir den Rapsglanzkéfer setzte
runichst einige Studien iiber die Aufnahme von FrafBstoffen voraus. Dabei
konnte unter einem Binokular neben Pollenkornern, die im Februar 1964 einer
Bienenwabe entnommen wurden, auch der Verzehr von 3- und 5%iger Honig-
und Zuckerlosung beobachtet werden. Diese Feststellung brachte uns unter
gleichzeitiger Beriicksichtigung der Tatsache, daf die Kéfer auf der Oberfliche
von derartigen Losungen zu schwimmen vermdgen, den grundsétzlichen Hinweis
auf die Art und die Form des zu verwendenden Nabhrmediums.

Um dem gefundenen Substrat eine radioaktive Eigenschaft verleihen zu kén-
nen, war zundchst die Auswahl eines entsprechenden Isotopes erforderlich. Fiir
die Hignung im biologischen Versuch sind besonders der Emissionstyp, die
Strahlungsenergie, die Halbwertszeit, die biologische Akkumulation und Spei-
cherung im Insekt und die biologische Toxizitit als entscheidende Kriterien an-
zusehen. Nach JeNgINS (1962) sind fiir entomologische Untersuchungen bisher
43 verschiedene Radioisotope zum Einsatz gekommen. Fir die Insektenmar-
kierung wurde davon auf Grund besonders giinstiger Eigenschaften vorwiegend
radioaktiver Phosphor verwendet. 3*P gehort entsprechend der Art der aus-
geschleuderten Teilchen zu den Betastrahlern. Bei der HEmission wird eine
relativ hohe Zerfallsenergie von 1,7 MeV frei. Deshalb kann er im jeweiligen
Versuchsobjekt auch mefitechnisch deutlich nachgewiesen werden. Da die gegen-
wirtigen Zidhlgerdte eine hohe Empfindlichkeit aufweisen, geniigen in zahl-
reichen Fillen bereits relativ geringe Dosen. Die Halbwertszeit, die besonders
im Zusammenhang mit der Versuchsdauer von Bedeutung ist, betrigt 14,3 Tage
und hat sich bereits fiir verschiedene Untersuchungen als geeignet erwiesen.
Dieser verhéltnisméBig rasche radioaktive Zerfall kommt gleichzeitig einer
schnellen Beseitigung der Strahlenquellen nach Beendigung von Freilandver-
suchen entgegen. Fir eine bevorzugte Verwendung mufl ferner das Verhalten
im biologischen Objekt angesehen werden. Phosphor kommt in allen tierischen
und pflanzlichen Zellen vor, wird leicht und gleichméfBig durch das Gewebe auf-
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genommen und schlieBlich auch festgehalten und gespeichert. Nach QUeDpNAU
(1960) kann die Toxizitit im Stoffwechsel nach Ubergang der radioaktiven Phos-
phate in stabile Sulfate als unbedeutend bezeichnet werden. Auch beim Umgang
mit diesem Isotop sind hinsichtlich der radiologischen Toxizitdt im Vergleich
zu einem Gammastrahler, wie z. B. bei %Co, weitaus geringere Vorsichtsmaf-
nahmen erforderlich.

Auf Grund der aufgefithrten Bigenschaften wurde 32P auch fiir die Markierung
von Meligethes spec. ausgewdhlt. Die praktischen Arbeiten hierzu begannen
im Jahre 1964. Zunichst wurde an einem Nachmittag eine gréfiere Anzahl
Rapsglanzkifer durch Kescherfinge beschafft. Noch am gleichen Abend erfolgte
die Aufbewahrung der Kéfer in kleinen, mit Gaze verschlosgsenen Blattlaus-
schélchen. Am anderen Morgen wurde versucht, tiber das Gewicht die ungefdhre
Anzahl zu ermitteln. Da ein Kéfer im Durchschnitt 1,2 mg wog, standen dem
Gesamtgewicht nach ca. 120000 Rapsglanzkifer zur Verfiigung. Als Markie-
rungsgefdfie wurden ErRLENMEYER-Kolben (1000 ml) mit Glasstopfen ausge-
wahlt. Um eine moéglichst grofie Fliissigkeitsoberfliche als Schwimmbereich
fiir die Kéfer zu erhalten, wurde jedes dieser Geféfie nur mit 150 ml 3% iger
Zuckerlosung gefilllt. Anschlieflend erfolgte die Zugabe trigerfreier Phos-
phorsdure in Form von wiliriger Natrinm-Dihydrogen—Phosphat-Lisung
(Nali,??P0,). Die Aktivitdt der Markierungsfliissigkeit betrug 10 Millicurie.
Dieser radioaktiven Zuckerldsung wurden dann jeweils soviel Kéfer hinzugesetzt,
bis die Fliissigkeitsoberfliche damit nahezu bedeckt war. Jeder ERLENMEYER-
Kolben enthielt ca. 50006000 Individuen. Die Zugabe einer groBeren Anzahl
hat sich als ungiinstig erwiesen, da bei nicht ausreichender Fliissigkeitsober-
fliche die Kifer iibereinander zu liegen kommen und dadurch die untersten in
der Losung ertrinken.

Zur Orientierung iiber die Aufnahme der radicaktiven Flilssigkeit wurden in
Abstdnden von 30 Minuten Proben entnommen und nach duBerlichem Abspiilen
mit Wasser unter dem Zihlrohr die abgegebenen Impulse ermittelt. Da in einem
Nebenversuch eine ausreichende Markierung bereits toter Kéfer nicht gelang,
wurde die Vermutung bestérkt, dafl der weitaus groBte Teil der Impulsabgabe
nicht auf dullerliche Anhaftung, sondern auf eine aktive, an die Lebenstitigkeit
gebundene Aufnahme der radioaktiven Zuckerlésung zurtickzufithren ist.
Bereits nach zwei Stunden waren die meisten Kéfer entsprechend dem Versuchs-
zweck ausreichend markiert. Sie gaben im GrEieErzéhler zwischen 800 und
1200 Impulse pro Minute ab. Deshalb erfolgte nach dieser Zeit iiber ein gut
durchléssiges Tuch in einem hochwandigen Trichter die Trennung der Kéfer von
der radioaktiven Flissigkeit. Anschlieflend wurde mit Wasser nachgespiilt
und das Tuch mit den Insekten fiir den Transport in einem verschluBsicheren
Glasgefdl untergebracht. Nach der Ausbreitung des Tuches am Freilassungsort
waren innerhalb weniger Minuten nahezu alle Kéfer abgeflogen. Fiir die Wieder-
erfassung der ausgesetzten Kéfer wurden an den drei nachfolgenden Tagen im
Bestand nach einem bestimmten System Kescherungen durchgefithrt. Nach
vorheriger Abtétung der Finge mit Ather war mittels des GEreErzéhlers sehr
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schnell und ohne Schwierigkeiten der Anteil markierter Kiéfer herauszufinden.
Gleichzeitig ergab sich dabei die Feststellung, dal}, bedingt durch einen gewissen
Nulleffekt, fiir eine einwandfreie Identifizierung eine Mindestimpulsabgabe von
150 je Individuum erforderlich ist.

Uber die Verteilung von 32P in den Organen des Rapsglanzkifers wurden vor-
erst keine Untersuchungen durchgefiihrt. Nach Jorres (1963) besteht die Mog-
lichkeit, derartige Fragen mit Hilfe der Autoradiographie zu beantworten. Einige
Autoren berichteten iiber eine bevorzugte Speicherung verschiedener Isotope
bei Wespen im Darmepithel und bei Fruchtfliegenlarven in den Malpighischen
Gefdflen (BowsN, 1950; BowsN et al., 1951). Von Crate & Ousey (1951) und
von QUEDNAU (1960) konnte auch der Ubergang der Aktivitdt von markierten
Insekten auf die abgelegten Eier und die Nachkommenschaft nachgewiesen
werden.

Eine Beeintrichtigung der Lebenstitigkeit durch die Markierung mit 2P
war in Ubereinstimmung mit den Mitteilungen von QUEDNAU (1960) an Schlupf-
wespen, von Hay & MysEr (1961) an Zikaden und von QUrAIsHI et. al. (1963)
an einer Anopheles-Art nicht festzustellen. Dazu ist zu bemerken, daBl ganz
allgemein Insekten gegeniiber ionisierender Strahlung eine weitaus geringere
Empfindlichkeit aufweisen als héher entwickelte Lebewesen. Dariiber hinaus
finden fiir Markierungszwecke im Vergleich zur Letal-Dosis, die nach ANDREJEW
(1958) bei Insekten 40000 bis 100000 r betridgt, nur sehr gering bemessene Dosen
Verwendung.

Uber die Verteilung der markierten und ausgesetzten Rapsglanzkiifer innerhalb des
Bestandes kann an dieser Stelle nicht berichtet werden, da die begonnenen PFreilandver-
suche hinsichtlich der Vollstindigkeit und Sicherheit der Ergebnisse einer Fortsetzung in
groferem AusmalB bedirfen.

Zusammenfassung

Es wurde eine Methode erarbeitet, die kurzfristig die Markierung einer groferen Anzahl
von Meligethes spec. mit 32P gestattet. Dazu fanden Errenmuyzr-Kolben (1000 ml) mit
je 150 ml 3%iger Zuckerlésung Verwendung. Als Markierungssubstanz wurde trigerfreie
Phosphorsdure in Form von wéfriger NaH, 2P0, Losung zugegeben. Die Aktivitit der
Markierungsflissigkeit betrug 10 Millicurie. Bereits nach zwei Stunden waren die meisten
Rapsglanzkifer entsprechend dem Versuchszweck ausreichend markiert. Eine Beeintrichti-
gung der Lebens- bzw. Flugtétigkeit der Tiere konnte nicht festgestellt werden.

Summary

A method was developed by which a considerable number of Meligethes spec. can be
marked with 32P in a short time. We used ErRLENMEYER flasks (1000 ml) with 150 ml of
a three per cent sugar solution in each. Carrier-free phosphoric acid, in the form of a
hydrous NaH,3PO, solution, was added as tracer liquid. The activity of the tracer liquid
was 10 millicurie. Only two hours later most of the Meligethes were sufficiently marked
for the purposes of the tests. No impairment of their body functions or their flying activities
was observed. )
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Peszwome

PaspabarsiBajicss MeTOX, KOTODbIH II03BOJIAET B KOPOTKOE BPEeMA MapHUAPOBATH
Goasmoe KoJuuecTBo Meligethes spec. ¢ 32P. Ilas aToro mMenuch cocyna (1000 ml)
¢ 150 mu caxapsoro pacreopa (39%). Kar BemecTBO [JIS MAPKHUPOBKYU B3AJACH
docopHas KHCJIOTA B BHUIe BOAAHHOro pacreopa NaH,®P0O,. Axrtusuocrn
mugroctr Oprga 10 millicurie. Ilocie HBYX 4acOoB GOABIIMHCTBO JKYKOB OLIIO
HocTaToYHOo MapkuposBansHo. IHe samedanoch HApPyUIeHHe JETHBIX KAYeCTB ¥
HYKOB.
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