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Die Mikrodisk-Elektrophorese als Methode
zur Untersuchung taxonomischer und 6kologischer
Fragestellungen am Beispiel einiger Aphidina
G. HUTHER und K. RICHTER, Leipzig

Elektrophoretische Untersuchungen der Insektenhidmolymphe gewinnen seit
etwa 10 Jahren mehr und mehr an Bedeutung. Obwohl mit dieser Technik
bisher liberwiegend Probleme der Physiologie der Insektenmetamorphose
bearbeitet wurden (VAN DER GEEST und BORGSTEEDE, 1969; WULKER
et al,, 1969; EMMERICH, 1970; TOBE und LOUGHTON, 1970; u. a.), liegen
auch erste taxonomische Ergebnisse vor. So konnte KLIMASZEWSKI (1976)
mit Hilfe elektrophoretischer Untersuchungen die Identitidt von Schizolach-
nus pineti (F.) und S. obscurus BORNER nachweisen, die bis dahin als
valide Arten gefiihrt wurden.

Die Grenzen der herkémmlichen Methoden, auch der Disk-Elektrophorese,
bei den Wirbellosen lagen bisher vor allem in der relativ groBen erforder-
lichen Serum- bzw. Himolymphmenge, die, zumindest bei kleineren Arten,
kaum die Untersuchung einzelner Individuen gestattete. Durch Verringe-
rung des inneren Durchmessers der Trennrohrchen konnen inzwischen
Proteingemische im Nanogrammbereich (10—100 ng) reproduzierbar auf-
getrennt werden (PUN und LAMBROZO, 1964; GROSSBACH, 1965; NEU-
HOFF, 1973; HUTHER und ANDRA, im Druck). Mit diesem Beitrag wird
der Einsatz der Mikrodisk-Elektrophorese mit anschliefender densitometri-
scher Auswertung der Pherogramme zur taxonomischen Bearbeitung klei-
ner Insektenarten am Beispiel der Himolymphuntersuchung einiger Aphi-
denarten vorgestellt.

Material und Methoden

Fir die Untersuchungen wurden adulte, parthenogenetische Weibchen fol-
gender Arten aus dem Stadtgebiet von Leipzig verwendet (Nahrungspflan-
zen in eckigen Klammern): Macrosiphoniella tanacetaria (KALTENBACH)
[Tanacetum vulgare], M. oblonga (MORDVILKO) [Artemisia vulgaris],
Microlophium evansi (THEOBALD) [Urtica dioica], Aphis fabae SCOPOLI
[Vicia faba, Cirsium arvense], A. acetosae L. [Rumex acetosal, A. sambuci L.
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[Sambucus nigra] und Drepanosiphum platanoides (SCHRANK) [Acer pla-
tanoides, gefliigelte Tiere].

Das gesamte Material wurde am gleichen Tag (Ende Juni) gesammelt. Nach
etwa 5stlindigem Hungern wurden einzelne Exemplare mit 10 1 Phosphat-
Puffer (0,1 M, pH 7,4) zwischen zwei planen Glasscheiben angedriickt, der
Proteinextrakt mit einer Kapillare aufgenommen und 60 min bei 10000 g
und —4 °C zentrifugiert. Die Aufbewahrung erfolgte eingeschmolzen bei
—20 °C. Als Trennrohrchen fiir die Elektrophorese dienten Thermometer-
kapillaren mit einem inneren Durchmesser von 300 ym und 27 mm Lénge.
Sammelgel (5prozentig) und Trenngel (20prozentig) entsprachen den Origi-
nalvorschriften von NEUHOFF (1973). Das pro Gel aufgetragene Proben-
volumen betrug 0,1—0,3 ul. Die Elektrophorese erfolgte bei 60 V (Anfangs-
stromstérke etwa 40 wA), 30 min, Elektrodenpuffer 50 mM Tris/Glycin,
pH 8,4, Farbung mit Amidoschwarz B, Differenzierung etwa 5 min in 7,5pro-
zentiger Essigsdure. Detaillierte Angaben zur Vorbereitung der Kapillaren,
Beschickung, Elektrophoresekammern, Stromversorgung, Gelherstellung,
-entnahme und -nachbehandlung sind an anderer Stelle ausfiihrlich be-
schrieben (HUTHER und ANDRA, im Druck).

Die qualitative Auswertung wie auch die photographische Dokumentation
erfolgten unter dem Stereomikroskop. Die densitometrische Registrierung
der Bandenmuster wurde mit einem Zeiss-Schnellphotometer G II und
Kompensationsschreiber unter Zwischenschaltung eines modifizierten
TEC-1 (ExtinktionsmeBwandler, alles VEB Carl-Zeiss-Jena) durchgefiihrt
(vgl. Abb. 1).

Ergebnisse und Diskussion

Die nach der beschriebenen Methode erzielten Pherogramme sind in Abb. 2
zusammengestellt. Je nach Art lassen sich 20 bis 25 Proteinfraktionen nach-
weisen, die sich in vier groBere Regionen einteilen lassen (Abb. 2). Die
Pherogramme erweisen sich als relativ gut reproduzierbar und sind in
jedem Fall eindeutig einer Art zuzuordnen, wobei schwache Unterschiede
in den Intensititen einiger Banden, vor allem in der zweiten und dritten
Region, auftreten konnen. Bei Aphis fabae verhinderte die Herkunft von
verschiedenen Nahrungspflanzen (Vicia faba und Cirsium arvense) trotz
geringfiigiger Differenzen die Artzuordnung nicht.

Die durchschnittliche Mobilitdt der Proteine unterschiedlicher Proben
unterscheidet sich wohl hauptséchlich aufgrund differenter Proteinkonzen-
trationen. Bei allen untersuchten Arten liegen die stirksten Banden in der
Nédhe der Katode, weisen also eine relativ niedrige Mobilitidt auf. Recht
konstant sind die wenigen Fraktionen mit hoher Mobilitidt. Artliche Unter-
schiede finden sich vor allem in den Regionen 1-3. Die deutlichsten Ab-
weichungen zeigt das Pherogramm von Drepanosiphum, der einzigen nicht
zu den Aphididae gehdrenden untersuchten Art (Fam. Callaphididae). Hier
finden sich z. B. zwei Banden vor der ersten starken Fraktion, die Region 1
ist relativ schwach ausgeprigt und auch die Regionen zwei und drei wei-
sen deutliche Differenzen sowohl hinsichtlich der Bandenzahl als auch
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Abb. 1: Densitogramm (A) und umgezeichnetes Pherogramm (B) von Macrosipho-
niella tanacetaria (vgl. Text).
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Abb. 2: Pherogramme von Macrosiphoniella oblonga (1), Microlophium evansi (2),
Aphis fabae (3), A.acetosae (4), A.sambuci (5) und Drepanosiphum platanoides (6).
Laufrichtung von Katode (—) zu Anode (+). Die rdmischen Ziffern bezeichnen die
einzelnen Regionen.
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deren Intensitdt auf. Méglicherweise ist die Tatsache, da3 im Gegensatz zu
allen anderen Arten hier gefliigelte Exemplare untersucht wurden, wesent-
lich fiir diesen Befund ausschlaggebend. Sowohl Macrosiphoniella als auch
Microlophium unterscheiden sich deutlich von den drei Aphis-Arten, die
sich als recht einheitliche Gruppe abzeichnen. Die Differenzen zwischen
beiden Macrosiphoniella-Arten (vgl. Abb. 1) sind groBer als innerhalb der
Gattung Aphis. Insgesamt stimmen die vorliegenden Befunde mit der lib-
lichen Systematik der Aphidina iiberein. In Anbetracht des geringen bisher
untersuchten Materials ist es verfriiht, iiber Fragen etwa subgenerischer
Strukturen zu spekulieren.

Die Methode hingegen erscheint zur Kliarung derartiger Probleme durch-
aus geeignet. Es versteht sich dabei von selbst, dal zu derartigen ver-
gleichenden Untersuchungen nur Individuen des gleichen Entwicklungs-
stadiums herangezogen werden konnen. Die grolen Unterschiede im Pro-
teinmuster in Abhingigkeit vom Metamorphosestadium wurden bereits
durch verschiedene Autoren iiberzeugend nachgewiesen (DUKE und PAN-
TELOURIS, 1963; CHEN und LEVENBOOK, 1966; VAN DER GEEST und
BORGSTEEDE, 1969; EMMERICH, 1970; TOBE und LOUGHTON, 1970;
u. v. a.). Gleichermaflen ist es fiir taxonomische Fragestellungen zunichst
von untergeordnetem Interesse, um welche Proteine es sich bei den Banden
der Pherogramme im einzelnen handelt. Einige Autoren beschreiben albu-
min- bzw. globulindhnliche Fraktionen (CLARK und BALL, 1956; WHIT-
TACKER und WEST, 1962; SIAKOTOS, 1960), wiahrend andere keine ent-
sprechenden Proteine nachweisen konnten (KRIEG, 1965; CHEN, 1959;
CHEN und LEVENBOOK, 1966; u. a.). Fiir viele Himolymphproteine konn-
ten bereits enzymatische Aktivitdten und Transportfunktionen nachgewie-
sen werden (rev. in CHEN, 1971), Eine exakte Zuordnung enzymatischer
Funktionen konnte sich vor allem fiir 6kologische Untersuchungen als wert-
voll erweisen, zumal hier gerade fiir Aphiden umfangreiches Material liber
den Zusammenhang von Enzymaktivitdt und Umwelt vorliegt (RICHTER,
in Vorber.). Durch die weitere Entwicklung und Standardisierung der vor-
gestellten Methode ist eine exakte mathematische Ermittlung des Unter-
schiedes im H&amolymphproteinmuster verschiedener Arten vorgesehen
(RICHTER, HUTHER und KLLAUSNITZER, in Vorber.).

Summary

The micro disc electrophoresis as a method to study taxonomic and oecologic
problems at the example of some aphids.

The use of a micro disc electrophoretic method for researching taxonomic
and oecologic problems is discribed at the example of haemolymph protein
patterns of some aphids. 20—25 protein bands could be detected for each
species, the pherogramms being rather well reproductive, if specimens of
the same metamorphotic stage (adult parthenogenetic femals) were used.
The differences between three investigated species of the genus Aphis are
weakly compared with those between the genera Macrosiphoniella, Micro-
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lophium and Aphis. The most distinguishing pattern was found for Drepano-
siphum, a member of an other family. It seems possible to standardize the
method to get exact mathematical values for the haemolymph differences
between species.

Pezsiome

Mukpoanck-enexrpodopesa Kak MeTOn MCCAeIOBaHMA TAKCOHOMMYECKMX M IKOJNOTH-
yeckux mpoBiieM Ha npumepe HekoTophix Aphiding.

Ha npumepe u3yyeHUs TeMOJMUTUMYECKUX INpOTeMHOB HekoTophix Aphidina onwucel-
BaeTcAd METOX OOpaBoTKM TAKCOHOMUYECKMX M SKOJOTMYecKMX IHpobieM ¢ MOMOMIIO
MUKpoauck-anexTpodopesa. Yxamocs HabmomaTe 20—25 IpOTEMHOBe DpaKLuit IS
KaXIOro BUKa. Pe3yJbTaThl XOPOUIO PeNpOAYLMPYIOTCS, €ClM OcoBbl HaXOAATCA Ha
OLVHOKOBBIX MeTaMOPhHUECKMX COCTOAHMAX. Pasnmumsg Mexuy 3-AM M3YYeHHBIMU
Bumamy u3 porxa Aphis Mano cpaBHMBANIMCh C TeMu Mexny pozmamu Macrosipho-
niella, Microlophium u Aphis. Camble GoJbline pasTNdMs YCTAHOBJIEHHO MEXZIY
Aphis u Drepanosiphum, npeicTaBuTelb ApyroBo cemelicTBa. BoamoxHo o6pa-
60T3Tb MeTOoJ, B TaKOM IIJIaHe, YTO MOXHO IIOJYYMUTH TOYHBIEe MaTeMaTuUdecKue
JaHHBI PasHUL TeMONUME OTHENHBIX BULOB.
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Revision der Sitona callosius-Gruppe (Col., Curculionidae)
L. DIECKMANN, Eberswalde

Unter den vier Synonymen von Sitona callosus GYLLENHAL, die M. & F.
van Emden (1939) im JUNK-Katalog auffiihrten, sind S. tenuis ROSEN-
HAUER und S. correctus FAUST selbstdndige Arten, so daf3 die S. callosus-
Gruppe aus drei Spezies besteht. Der 1966 beschriebene S. callosus ssp. mon-
tanus SMRECZYNSKI gehort zu S. tenuis.

Fiir die Fauna Europas sind nur S. callosus und S. tenuis von Bedeutung.
Beide Arten lassen sich nicht nur morphologisch, sondern auch durch 6ko-
logische Besonderheiten gut unterscheiden; hinzu kommt auBlerdem eine
geographische Vikarianz in der Ostwest-Richtung. In Mitteleuropa kommt
nur S. tenuis vor. S. correctus, die dritte Art, ist nur aus Mittelasien bekannt.
Zunéchst sollen die Beschreibungen und die Typen aller zur Gruppe ge-
horenden Taxa besprochen werden. Fiir das Ausleihen der Typen wie auch
weiteren Materials mochte ich folgenden Kollegen noch einmal herzlich
danken: Dr. Z. CMOLUCH (Zoologisches Institut, Lublin), Dr. F. HIEKE
(Zoologisches Museum, Berlin), Dr. Z. KASZAB (Ungarisches Naturwissen-
schaftliches Museum, Budapest), R. KRAUSE und H. NUSSLER (Staatliches
Museum fiir Tierkunde Dresden), Dr. T. NYHOLM (Naturhistorisches Reichs-
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