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F. KLIMA, Berlin

Immunchemische Untersuchungen zur Larvalsystematik der Gattung 
Hydropsy che PICTET (Trichoptera, Hydropsy chidcte)

S u m m a r y  Because by morphological characteristics larvae of the two Hydropsyche — species
H. angustipennis CURT, and H. pellucidula CURT, could not be distinguished, extracts of larvae 
from both species were analysed by two-dimensional immunoelectrophoresis. By a polyspecific 
antiserum against an extract of larvae from H. angustipennis, produced in rabbits, at least 9 dif
ferent antigens were detected. The antigen with the highest electrophoretical mobility occured 
only with the larvae of H. angustipennis and were absent with all larvae of H. pellucidula. On 
this foundation the larvae of both species could be sure distinguished.
P e 3 jo m c TaK KaK ;imhmhkm ÆByx bmæob H. angustipennis CURT, m H. pellucidula CURT, c no-
MOIUbK) MOpcJjO^OrWqeCKMX npM3H3K0B He pa3̂ MHMMbI, 3KCTp3KTbI JIMHUHOK 3TMX flByX BMÆOB aHa.flM3MpOBa.lM 
m cpaBHMBajiM Me)«ay co6om b flByxMepHOM MMMyHejieKTpo4>ope3e. C noMombio no;iMcneu,M<J>MMecKOM aHTM- 
cbiBopoTKM, nojiyMeHHOM npoTMB 3KCTpaKTa jiMHMHOK BMfla H. angustipennis b KponuKe, 6bum noKa3aHbi 
He MeHee 9-M p33./IMHHbIX aHTM reHOB. AHTMreH C Ha'n6oJIbIlieM SJieKTpOcJlOpeTMqeCKOM MOÖMJIbHOCTblO BCTpe- 

Tô bKo y H. angustipennis m 0TcyacTB0Ba;i y Bcex Mcĉ eaoBaHHbix ,/imhmhok ot H. pellucidula.
Hn 3TÛM OCHOBe P03M0KH0 T04H0 pa3JIMH3Tb JIMHMHKM 3THX flByX BMflOB MOKflV C060M.

Hydropsyche-Arten sind als Indikatoren für die 
Gewässergüte wichtig. Wir müssen die Arten 
eindeutig unterscheiden können und den Art
bestand vollzählig kennen. Deshalb sollte jetzt 
mit dem Versuch begonnen werden, auch die 
9 9 und die Larven der Hydropsyche-Arten 
nach neuen Erkenntnissen zu revidieren (MA- 
LICKY 1977).

Die außergewöhnlichen Schwierigkeiten bei der 
Determination der in Mitteleuropa bekannten 
Hydropsyche-Arten sind bekannt. Bis jetzt 
waren nur die (5 <5 an der Genitalarmatur be
stimmbar, neuerdings wurde auch für die 9  9  
ein Bestimmungsschlüssel an Hand der Geni
talmorphologie ausgearbeitet (TOBIAS 1972). 
Im Larvalzustand sind die einzelnen Arten nur 
zum Teil eindeutig determinierbar, da die Be
stimmungsschlüssel für Larven auf zu stark 
variierende Merkmale wie Farbmuster des 
Frontoclypeus und der Thorakalnota oder 
Größe und Form der Mandibelzähne basieren. 
Bei Versuchen, im Borstenmuster der Beine 
und der ventralen, am 8. und 9. Abdominal
segment befindlichen Chitinschildchen artspe
zifische Unterschiede zu finden, erwies sich 
ebenfalls die Variationsbreite dieser Merkmale 
als zu groß, um für Determinationszwecke von 
Wert zu sein (SCHUHMACHER 1970).

Diese beiden Einschätzungen kennzeichnen 
treffend den derzeitigen Stand in der Larval
systematik bei der Gattung Hydropsyche. Ob

wohl in den letzten Jahren eine recht beacht
liche Anzahl an Publikationen erschienen ist, 
die sich mit der Artdetermination von Hydro- 
psyche-Larven befassen (BOURNAUD u. Mit- 
arb. 1982, SEDLAK 1971, STATZNER 1976, 
SZCZESNY 1974, VERNEAUX u. FAESSEL 
1976, WIBERG-LARSEN 1980), hat die Sicher
heit der Artbestimmung nicht zugenommen. 
Als Unterscheidungskriterien werden weiter
hin die stark variierenden morphologischen 
Merkmale angegeben. Gerade aber die sichere 
Larvenbestimmung ist bei ökologischen Unter
suchungen wichtig, da gefangene Imagines 
nicht notwendigerweise aus dem entsprechen
den Gewässer stammen, sondern zugeflogen 
sein können.

Eigene negative Erfahrungen bei Versuchen 
zur Artbestimmung von Hydropsyche-Larven 
nach morphologischen Merkmalen führten zu 
der Überlegung, andere, nicht morphologische 
Merkmale zur Artbestimmung heranzuziehen. 
Biochemische Untersuchungen von Hämo- 
lymphflüssigkeit bzw. anderen Körperextrak
ten morphologisch nicht oder schwer unter
scheidbarer Insektenarten hatten in letzter Zeit 
zu einigen Erfolgen geführt (GUPTA 1977, 
KLAUSNITZER 1982, KLAUSNITZER et al. 
1983, MARIAMMAL u. RAJULU 1975, MEN
KEN 1982). Bei Vertebrata werden derartige 
Untersuchungen ohnehin schon längst zur 
Klärung taxonomischer Fragen angewandt
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(WRIGHT 1974). Karyologische und bioche
mische (einschließlich immunologische) Merk
male sind besonders in der supraspezifischen 
Systematik nützlich, da sie von der Konver
genz weniger beeinflußt werden als die mor
phologischen Kriterien (BANARESCU 1974). 
Die Verwendung des stofflichen Aufbaues zur 
Arttrennung entspricht darüber hinaus dem 
schon oft formulierten Konzept der Holo
morphe (KLAUSNITZER 1982). Aus bestimm
ten Gründen wurde entschieden, immunche
mische Charakteristika zur Artdifferenzierung 
heranzuziehen. Immunologische Kriterien 
konnten bei taxonomischen Studien bereits 
sehr hilfreich sein und sind zudem unter be
stimmten Aspekten spezifischer als biochemi
sche Merkmale. Die Zahl der antigenen Kom
ponenten, die strukturmäßig in zwei Arten ver
wandt sind, kann verwendet werden, ihre taxo- 
nomische Beziehung zu bestimmen (CLOSS u. 
Mitarb. 1980). Weniger bei Insekten, aber in 
größerem Umfang bei Reptilien und Amphi
bien sowie bei Bakterien wurden immunolo
gische Parameter zur Artdifferenzierung und 
zur Klärung verwandtschaftlicher Beziehungen 
eingesetzt. Besonders dann gewinnen stoffliche 
Merkmale zunehmend für die Aufklärung von 
Differenzierungen im intraspezifischen Bereich 
an Bedeutung, wenn Spezialisierungs- und 
Einnischungsprozesse noch nicht zur Arttren
nung geführt haben (KLAUSNITZER 1982). 
Da von einigen Autoren (DÖHLER 1963, 
SCHUHMACHER 1970) die Meinung vertreten 
wird, daß sich die Gattung Hydropsyche zur 
Zeit gerade in der Artaufspaltung befindet 
bzw. diese noch nicht bei allen Arten abge
schlossen ist (gekennzeichnet u. a. durch das 
Fehlen bzw. durch die geringe Ausprägung 
morphologischer Unterscheidungsmerkmale in 
der Reihenfolge Larven — 9 9  — <3 <3), war die 
Anwendung immunbiochemischer Methoden 
zur Differenzierung besonders angebracht. Mit 
der vorliegenden Arbeit soll begonnen werden, 
zunächst für die Arten H. angustipennis CUR
TIS und H. pellucidula CURTIS, von denen ge
sichertes Larvenmaterial vorlag, mit Hilfe 
zweidimensionaler Immunelektrophoresen von 
Larvalextrakten mögliche Unterscheidungs
kriterien herauszufinden.

Material und Methoden
Larvenmaterial
Larven von H. angustipennis und H. pellucidula 
wurden im Winter 1984/85 an Stellen im Ber
liner Seengebiet gesammelt, an denen, basie
rend auf einer fünfjährigen Beobachtung der 
Imagines nur eine der beiden Arten vorkommt.

Das war für H. angustipennis das Stahnsdorfer 
Fließ in Alt-Stahnsdorf, unmittelbar nach dem 
Abfluß des Stahnsdorfer Sees (Mühle in Alt- 
Stahnsdorf). Die H. pellucidula-Larven stamm
ten aus der Spree, etwa 3 km westlich von 
Spreeau, nahe dem Ortsteil Freienbrink. Dar
über hinaus wurden Larven auch aus der Löck- 
nitz, etwa 5 km westlich von Erkner, unmittel
bar an der Kreuzung mit der Straße nach Fang
schleuse gesammelt. An dieser Stelle waren 
bereits über Jahre Imagines beider Arten fest
gestellt worden, also auch Larven beider Arten 
zu erwarten.

Protein-Extraktion
Das Abdomen von je 10 Larven einer der bei
den Arten wurde vom Thorax getrennt (dieser 
und der Kopf wurden für die morphologische 
Charakterisierung in 70%igen Alkohol über
führt) und mechanisch zerkleinert. Ebenso 
wurde mit den Larven der Mischpopulation 
verfahren. Je Larvenhomogenat wurde 100 j.l1 
phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS), 
pH 7,4, zugegeben und mit einem Glasstab 
gründlich verrührt bzw. zerdrückt. Nach 30 
min Inkubation bei Raumtemperatur wurden 
die Proben 10 min bei 1000 X g zentrifugiert. 
Der klare Überstand (60—70 m-1) wurde mit einer 
fein ausgezogenen Pipette abgesaugt und für 
die Elektrophoresen verwendet.

Antiserum
Etwa 25 Larvenabdomina von H. angustipennis 
wurden in 10 ml PBS homogenisiert und 15 min 
bei 1000 X g zentrifugiert. Der Überstand 
wurde für die Immunisierung von 2 Kaninchen 
( 9 9 ,  etwa 3 kg) verwendet. Die Primärimmu
nisierung erfolgte mit 4 X 0,25 ml Extrakt 
(1 :1 mit kompletten Freundschen Adjuvans, 
KFA) intradermal in die Fußballen. 41 Tage 
später wurden ebenfalls 4 X 0,25 ml (in KFA) 
intramuskulär in die Schenkel verabreicht. 
Weitere Immunisierungen erfolgten an den Ta
gen 42, 43, 44, 49, 50 und 51 mit je 2 X 0,5 ml 
intravenös in die Ohrvenen. 7 Tage nach letzter 
Immunisierung wurden die Tiere entblutet, 
nach 2 Stunden das Serum abzentrifugiert und 
portioniert bei etwa —25 °C bis zum Verbrauch 
aufbewahrt. Für die Elektrophoreseversuche 
wurde Antiserum beider Tiere 1 :1 gemischt 
verwendet.

Immunelekrophorese
Crossed-Immunelektrophoresen (CIE) nach 
SVENDSEN und DEYL (1979) wurden auf Glas
platten 85 mm X  100 mm durchgeführt. 20,0 ml 
l%ige Agarose (—mr =  0,13) in Tris-Veronal-
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Laktat-Puffer (pH 8,7; Ionenstärke 0,2) ergab 
ein Gel von etwa 1,5 mm Dicke. Bei der Ana
lyse von Triton X-100-Extrakten wurde dem 
Gel zusätzlich 0 ,5%  Triton (v; v) beigemischt. 
Die Elektrophorese erfolgte in der 1. Dimension 
bei 15 V cm-1 für 90 min. In der zweiten Di
mension wurden 6 V cm-1 angelegt und die 
Laufzeit betrug 18 h. 1,0 ml Gel enthielt 0,06 ml 
Antiserum. Nach dem Pressen, Waschen und 
Trocknen der Gelplatten wurde mit Coomassie- 
Brillant-Blue R-250 gefärbt (BJERRUM u. 
WEITZ 1982). Die fotografischen Aufnahmen 
erfolgten nach endgültigem Trocknen der Plat
ten mit ORWO-Film NP 15 im Durchlicht.

Ergebnisse
1. Auf stellen eines Referenzpräzipitations

musters mit dem für die Immunisierung 
verwendeten H. angustipennis-Extrakt

Unter den angegebenen Elektrophoresebedin
gungen wurden für 50 |_il Larvalextrakt das in 
Abb. 1A gezeigte Präzipitationsbild erhalten. 
Es entstanden 9 gut voneinander differenzier
bare Präzipitatpeaks. Ihre Anzahl und Höhe 
(als Ausdruck der Quantität der an den Reak
tionen beteiligten Proteine) war bei vier Ver
suchen sehr gut reproduzierbar. Die Numerie
rung der einzelnen Peaks erfolgte willkürlich 
in etwa mit steigender elektrophoretischer Mo
bilität (Abb. 1B). Von der elektrophoretischen 
Mobilität her waren drei Bereiche zu unter
scheiden. Der erste Bereich mit geringer elek
trophoretischer Mobilität enthält 3 Antigene 
(Peaks 1, 2, 3), ein mittlerer Bereich 4 Antigene 
(Peaks 4, 5, 6, 7) und schließlich trat noch ein 
Antigen mit relativ hoher elektrophoretischer 
Mobilität auf (Peak 9). Zwischen der mittleren 
Gruppe und Antigen 9 lag noch eine Minor- 
komponente (Peak 8).

2. Immunchemische Untersuchungen an Larven 
von H. angustipennis und H. pellucidula und 
Vergleich mit Ergebnissen nach morpholo
gischer Bestimmung

Die von den in der Einleitung angegebenen 
Autoren verwendeten morphologischen Merk
male sind in Abb. 2 zusammengefaßt. Nach 
diesen Kriterien wurde versucht, Larvenmate
rial aus sicheren Art-Populationen (siehe Ma-

Abb. 2: Übersicht der für die Artbestimmung ver
wendeten morphologischen Strukturen und Merkmale 
bei Larven der Gattung H ydropsyche. 1 — Kopfform , 
2 — Clypeusform, 3 — Clypeuszeichnung, 4 — frontale 
Zeichnung, 5 — Augenfleck dorsal gesehen, 6 — kau
dale Binde, 7 — Augenfleck ventral gesehen, 8 — Sub- 
mentum, 9 — Posterior prosternites, 10 — Borsten seit
lich des Submentum, 11 — aboraler Rand des schwar
zen Makels des Metanotums.

Abb. 1: Crossed-Immunelektrophorese von 50 ul Lar
valextrakt von H . angustipennis. 1. Dim ension: 15 V - 
cm—*, 1 h 30 m in; 2. Dim ension: 6 V  • cm-1 , 18 h, 0,06 ml 
Antiserum pro ml Gel. Färbung: Coomassie-Brillant- 
Blue R-250. Oben Original-Elektrophoreseplatte, unten 
Zeichnung derselben mit Numerierung der einzelnen 
Präzipitatpeaks.
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terial und Methoden) zu determinieren. Dafür 
wurden sowohl bereits vor längerer Zeit dort 
gesammelte und alkohol-konservierte Larven 
als auch frisch gesammeltes Material verwen
det. Bei H. angustipennis wurden 20 Larven 
untersucht, bei H. pellucidula 22 Larven. Das 
Ergebnis zeigt, daß dieser Stichprobenumfang 
bereits genügte, um die folgende Aussage zu 
treffen. Nach den genannten morphologischen 
Merkmalen war keine sichere Artdetermina
tion möglich. Kennzeichnend war, daß wider
sprüchliche Bestimmungen bei den eihzelnen 
Merkmalen vorkamen. Bei H. angustipennis 
wurde nach den Merkmalen 3—6 lediglich 7mal 
die Art richtig determiniert, nach Merkmal 9 
(P. prosternites) 9mal. Eine Übereinstimmung 
beider Determinationen war nur bei 66,7 %  ge
geben. Bei H. pellucidula ergab die Kopfzeich
nung (Merkmale 3—6) lim ai die richtige Art, 
Merkmal 9 13mal. Eine Übereinstimmung bei
der Bestimmungen wurde nur bei 61,1 %  der 
Larven gefunden. Besonders die Intensität der 
Zeichnung des Frontoclypeus erwies sich bei 
beiden Arten als sehr variabel, so daß eine Ent
scheidung der Zugehörigkeit zu einer der bei
den Arten oft kaum möglich war.

Beim Vergleich der Extrakte beider Arten in 
der CIE wurden folgende Ergebnisse erhalten. 
Bei den Untersuchungen an H. angustipennis- 
Larven wurde im wesentlichen ein mit dem 
Referenzmuster identisches bzw. sehr ähnliches 
Präzipitationsbild erhalten (Abb. 3A, B). Unter
schiede gab es lediglich in der Peakhöhe. Dies 
war zu erwarten, da die eingesetzte Eiweiß
menge unterschiedlich war (auf die unter
schiedliche Größe der Larven zurückzuführen). 
Auf eine Einstellung der Proteinkonzentration 
auf einen konstanten Wert wurde jedoch ver
zichtet, um die Methode so rationell wie mög
lich zu halten. Die Präzipitate 1—3 waren in 
jedem Fall nachweisbar, bei einigen Larven 
traten noch 1—2 zusätzliche, jedoch deutlich 
schwächere Reaktionen in diesem Bereich auf. 
Bei der Präzipitatgruppe 4—7 waren in den 
meisten Fällen nur zwei Präzipitate (wahr
scheinlich 5 und 6) zu finden, während Nr. 8 
immer fehlte. Präzipitat Nr. 9 war dagegen bei 
allen Larven immer deutlich nachweisbar.

Bei H. pellucidula-Larven (Abb. 3C, D) ergab 
sich das folgende Bild. Die Antigengruppe mit 
elektrophoretisch geringer Mobilität (Nr. 1—3) 
war sehr ähnlich wie bei H. angustipennis, je
doch bei über der Hälfte der Larven (7 Expl.) 
waren in diesem Bereich mehr oder weniger 
stark ausgebildete zusätzliche Präzipitate (bis

zu 4) vorzfinden. Ihre Unregelmäßigkeit, die in 
erster Linie auf quantitative Schwankungen im 
Ausgangsmaterial zurückzuführen sein dürfte, 
ließ jedoch keine sichere Artunterscheidung zu. 
Im mittleren Bereich waren nur in zwei Fällen
2 Präzipitate aufgetreten (wahrscheinlich Nr. 5 
und 6), 6mal 1 Präzipitat und in den restlichen 
Fällen gar kein Präzipitatpeak zu finden. Eben
so fehlte Präzipitat Nr. 8 und — als wesentlich
ster Unterschied zum Präzipitationsmuster von 
H. angustipennis — in allen Fällen Nr. 9. Es 
kann zunächst angenommen werden, daß die
ses Antigen H. angustipennis spezifisch ist (zu
mindest im Vergleich zu H. pellucidula) und 
damit eine sichere Artunterscheidung zuläßt. 
Zumindest müssen jedoch bei diesem Protein 
extreme quantitative Unterschiede zwischen 
H. angustipennis und H. pellucidula vorhanden 
sein.
Antigen 9 ist das einzige von den untersuchten 
morphologischen und immunchemischen Merk
malen, daß bei allen 10 H. angustipennis-L,ar- 
ven vorhanden war und bei allen 10 H. pellu- 
cidula-Larven fehlte.

3. Immunchemische und morphologische Unter
suchungen an Larven einer H. angustipennis- 
H. pellucidula-Mischpopulation und Vergleich 
der Ergebnisse 

Das Ergebnis eines Versuches, 17 Larven dieser 
Mischpopulation an Hand der morphologischen 
Merkmale einer der beiden Arten zuzuordnen, 
ist in Tabelle 1 wiedergegeben. Eine einiger
maßen sichere Determination konnte nur bei
7 Larven (41,2 %) erfolgen. In allen anderen 
Fällen traten Widersprüche bei den einzelnen 
Merkmalen bezüglich der Artzugehörigkeit auf. 
Merkmal Nr. 10 (Borsten seitlich des Submen- 
tums) ist dabei völlig wertlos, da es für eine 
Bestimmung ungeeignet ist. Ebenfalls muß 
Merkmal Nr. 11 entfallen (aboraler, Rand des 
Metanotums), da es keine Differenzierung zu
ließ. Aus den in Tabelle 1 dargestellten Ergeb
nissen muß abgeleitet werden, daß eine Art
bestimmung mit Hilfe dieser morphologischen 
Merkmale nicht möglich ist.
In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der immunolo
gischen Untersuchungen an diesen 17 Hydro- 
psyche-Larven wiedergegeben. An Hand des 
Vorkommens der Präzipitate 1—8 kann keine 
Unterscheidung zwischen zwei zu erwartenden 
Arten getroffen werden. Aber auf Grund des 
Auftretens von Präzipitat Nr. 9 kann eine ein
deutige Einteilung in zunächst zwei Larven
gruppen vorgenommen werden. In solche Lar
ven. bei denen Antigen 9 fehlt, und in solche,
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Abb. 3: Crossed-Immunelektrophoresen von Larval
extrakten aus je einem Abdom en von H. angustipen
nis (A, B) und H. pellucidula (C, D). Elektrophorese
bedingungen wie bei Abb. 1 angegeben. Der Pfeil 
weist auf Präzipitatpeak Nr. 9. A —D : von oben nach 
unten.

bei denen es vorhanden ist. 10 Larven (mit An
tigen 9) könnten deshalb H. angustipennis zu
geordnet werden, 7 Larven (ohne Antigen 9)
H. pellucidula.

4. Immunchemische Untersuchungen
an alkohol-konserviertem Larvenmaterial 

Untersuchungen an in 70%igem Äthylalkohol 
konserviertem Larvenmaterial entsprangen 
dem Wunsch, auch diese Larven nachträglich 
bezüglich der Zugehörigkeit zu H. angustipen
nis oder H. pellucidula einzuordnen. Trotz in
tensiver Versuche, auch mit Hilfe des nicht
ionischen Detergenzes Triton X-100, gelang es 
aber nicht, genügend Eiweiß zu solubilisieren. 
Darüber hinaus ist anzunehmen, daß die mei
sten Proteinmoleküle durch die Alkoholfixie
rung bereits so denaturiert sind, daß die auf 
ihnen befindlichen antigenen Determinanten 
nicht mehr mit den Antikörpern (die gegen das 
native Protein gerichtet sind) reagieren kön
nen. Es war deshalb nicht verwunderlich, daß 
in der CIE nur noch Antigen Nr. 2 nachweis
bar war. Das bedeutet, daß diese Verfahrens
weise unter den beschriebenen Bedingungen 
nicht für alkoholkonserviertes Larvenmaterial 
anwendbar ist.

Diskussion
Die immunologischen Versuche zur Artdeter
mination der Hydropsyche-barven entsprangen 
dem Unvermögen, eine Artbestimmung nach 
morphologischen Merkmalen vorzunehmen. Es
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Tab. 1 : Übersicht über die Zuordnung einzel
ner morphologischer Merkmale bei 17 unter
suchten Hydropsyche-Larven zu H. angusti
pennis (A) oder H. pellucidula (P). N bedeutet, 
daß das entsprechende Merkmal intermediär 
ist und eine eindeutige Zuordnung zu einer der 
beiden Arten nicht möglich war. Numerierung 
der Merkmale nach Abb. 2. Merkmal 10 ent
sprach in allen Fällen H. angustipennis.

Larven- Merkmal
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 P P A A A P A A A
2 A A A A A N A A A
3 A A A A A N A A P
4 N N A A P N P N —

5 N N A A A A A A P
6 P P N P P N P N P
7 N N N N P N P N A
8 N N N A A N A A A
9 N N A A N N N A A

10 A A A A A N A A A
11 A A A A A N A N P
12 P P P N P P P N A
13 § P P P N P P P A
14 N N A N N P N A
15 P P N P P N P P P
16 P P N N P N A N P
17 A A A A A A A A A

konnte dabei von gesichertem Larvenmaterial 
aus Populationen von H. angustipennis und
H. pellucidula ausgegangen werden. Auch wenn 
die Stichprobenumfänge der untersuchten Lar
ven beider Arten nicht sehr hoch waren, konnte 
immunologisch ein signifikanter Unterschied 
zwischen den Larven beider Arten nachgewie
sen werden. Das Auftreten eines bestimmten 
Proteins (Antigen Nr. 9) bei H. angustipennis 
und das Fehlen dieses Proteins bei H. pelluci
dula ließ eine sichere Unterscheidung zu. Die 
Tatsache, daß dieses Merkmal hur bei einem 
Teil der Larven einer Mischpopulation von
H. angustipennis und H. pellucidula von einer 
dritten Lokalität gefunden wurde, unterstützt 
die Annahme, daß es sich um ein artspezifi
sches Merkmal handelt und nicht auf ökolo
gische Faktoren wie z. B. unterschiedliche Nah
rungsressourcen zurückzuführen ist. Das Vor
kommen bzw. Fehlen dieses Proteins in Larval
extrakten ließ eine sichere Unterscheidung von 
zwei Larvengruppen innerhalb dieser Misch
population zu, was allein mit morphologischen 
Merkmalen nicht möglich war. Es kam vor, daß 
bei ein und derselben Larve sowohl .,angusti- 
permis-Merkmale“ als auch ..pellucidula-Merk-

Tab. 2: Auftreten der einzelnen Präzipitate in 
der Crossed-Immunelektrophorese von Extrak
ten aus Hydropsyche-Larven aus einer Misch
population von H. angustipennis und H. pellu
cidula.

Larven- Präzipitat-Nr.
Nr. 1 a1 2 a 3 4 5 6 7 8 9

1 + + + + + + + +
2 + H—I- + + + ?
3 + + + + + 4-
4 + + + + + + + +
5 + + + ?
6 + + +
7 + + + + + + +
8 + + + + + ? +
9 + + + + ? +

10 + + + + ? +
11 + + + + + ? +
12 + + + + + + +
13 + + + + + + +
14 + + + + + + ?
15 + + + + +
16 + + + + + + ? +
17 + + + + + + ? +
1 Auftreten von weiteren, jedoch nur unregelmäßig 

vorkommenden Minorpräzipitaten, die nicht nume
riert wurden.

male“ auftraten. Auf Grund der vorangegange
nen Untersuchungen an reinen Artpopulatio
nen war es aber möglich, die Larvengruppe mit 
Antigen Nr. 9 H. angustipennis zuzuordnen, 
während die Larven ohne Antigen Nr. 9 H. pel- 
lucidula-Larven sein müssen.

Auf Grund der großen Ähnlichkeit der Präzi
pitationsmuster beider Arten ist eine enge Ver
wandtschaft anzunehmen. Genauere Aussagen 
können natürlich erst nach Untersuchung wei
terer Arten getroffen werden. Andererseits, ist 
aber auch zu berücksichtigen, daß die große 
phylogenetische Differenz zwischen verwen
detem Immunogen (Larven der Gattung Hydro
psyche) und Antikörperproduzent (Kaninchen) 
zu einer Verwischung weiterer möglicherweise 
vorhandener Unterschiede zwischen H. angusti
pennis und H. pellucidula beigetragen haben 
könnte.

Die sichere immunologische Unterscheidung 
und die fehlende morphologische Differenz 
zwischen den Larven der beiden Hydropsyche- 
Arten sowohl bei reinen Artpopulationen als 
auch bei einer Mischpopulation beider Arten 
sind ein weiterer Hinweis für die Richtigkeit 
der von BANARESCU (1974) geäußerten Mei
nung, daß stoffliche Charakteristika stabiler
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und weniger beeinflußbar sind als morpholo
gische Merkmale.

Damit dürften auch erstmals qualitative Unter
schiede in der stofflichen Zusammensetzung 
bei Trichopteren-Larven untersucht worden 
sein. Quantitative Unterschiede zwischen ver
schiedenen Arten wurden bereits vor allem 
bezüglich der Konzentration freier Amino
säuren in der Hämolymphflüssigkeit bei Hydro- 
psyche betteni, Cheumatopsyche pettiti (HAAG
u. SULLIVAN 1984), Limnephilus stigma, Ana- 
bolia nervosa und Phryganea sp. (SCUTLIFFE 
1962) festgestellt, allerdings nicht unter taxo- 
nomischen Gesichtspunkten. Weitere Unter
suchungen an Trichopteren-Larven liegen über 
die Zusammensetzung anorganischer Kationen 
der Hämolymphe vor (BEAUJOT u. Mitarb. 
1970). BJARNOV (1972) untersuchte die Karbo- 
hydrase-Aktivität bei 10 verschiedenen Tricho- 
pteren-Arten unter dem Aspekt des Nahrungs
erwerbes und verglich carnivor lebende und 
Detritus-verwertende Larven. Diese noch spo
radischen Untersuchungen über die stoffliche 
Zusammensetzung bei Trichopteren-Larven 
stellen für diese Insektenordnung vielver
sprechendes Neuland dar.

Ausgehend von den erhaltenen Ergebnissen 
und der Möglichkeit einer sicheren immunolo
gischen Unterscheidung der beiden Hydro- 
psyche-Arten wurde versucht, eine Wertung 
der einzelnen morphologischen Merkmale vor
zunehmen. Abb. 4 zeigt eine graphische Über
sicht über das Verhältnis von Übereinstim
mung und Nichtübereinstimmung der morpho
logischen Merkmale mit der immunologischen 
Determination, die, von dem untersuchten Ma
terial ausgehend, als die sicherste Methode an
zusehen ist. Davon abgeleitet wurden für die 
einzelnen Merkmale Wertungsindizes berech
net (Tabelle 3). Diese ergeben sich aus der For
mel W =  Q — nN, wobei Q der Quotient aus 
Anzahl der richtigen und falschen Bestim
mungen ist und N die Fälle bezeichnet, bei 
denen eine Zuordnung zu einer der beiden Ar
ten nicht möglich war, da das entsprechende 
Merkmal intermediären Charakter hatte. Aus
gehend von den Wertungsindizes für die ein
zelnen Arten ergibt sich der Wertungsindex 
Wap für die Artunterscheidung nach der For
mel Wap =  Qap — (nNA +  nNp), wobei Qap 
das Produkt der beiden Quotienten Richtig/ 
Falsch darstellt. Aus der Größe von Wap ist er-

Tab. 3 : Berechnung von Wertungsindizes (W) für morphologische Merkmale bezüglich der Sicher
heit der Artbestimmung auf der Grundlage des Vergleiches mit immunologischer Einstufung (A) 
und Posterior prosternites (B) als scheinbar sicherstes morphologisches Merkmal.

Merkmal- H. angustipennis H. pellucidula
R F N Qa W A R F N Qp W p Qap W ap

1 3 3 4 1,0 —3,0 3 2 2 1,5 —0,5 1,5 —4,5
2 3 3 4 1,0 —3,0 3 2 2 1,5 —0,5 1,5 —4,5
3 6 1 3 6,0 +3,0 1 3 3 0,3 —2,7 1,8 —4,2
4 6 1 3 6,0 +3,0 2 4 1 0,5 —0,5 3,0 — 1,0
5 5 3 2 1,7 —0,3 3 3 1 1,0 0 1,7 — 1,3
6 1 2 7 0,5 —6,5 1 1 5 1,0 —4,0 0,5 — 11,5
7 6 3 1 2,0 +1,0 4 3 0 1,3 +1,3 2,6 +1,6
8 6 1 3 6,0 +3,0 1 2 4 0,5 —3,5 3,0 —4,0
9 7 2 0 3,5 +3,5 4 3 0 1,3 +1,3 4,6 +4,6
1 3 3 4 1,0 —3,0 3 2 1 1,5 +0,5 1,5 —3,5
2 3 3 4 1,0 —3,0 3 2 1 1,5 +0,5 1,5 —3,5
3 5 2 3 2,5 — 0,5 0 3 3 — — —

4 7 1 2 7,0 +5,0 2 3 1 0,7 —0,3 4,9 +1,9
5 5 2 3 2,5 —0,5 3 3 0 1,0 +1,0 2,5 —0,5
6 1 3 6 0,3 —5,7 0 1 5 — — — —

7 5 4 1 1,3 +0,3 2 4 0 0,5 +0,5 0,7 —0,3
8 6 1 3 6,0 +3,0 1 2 3 0,5 —2,5 3,0 —3,0

R — richtige, F — falsche Bestimmung (Übereinstimmung), N — Bestimmung nicht möglich, da 
Merkmal intermediär und nicht einer der beiden Arten zuzuordnen,

HR
Q =  Qap =  Qa Qp, W =  Q — nN, W ap =  Qap — (nNA +  nNP). 

nF
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Abb. 4 : Übersicht über die Übereinstimmung der 
Larvendetermination bei 17 untersuchten H ydro- 
psyclie-Larven nach immunologischer Einstufung mit 
den einzelnen morphologischen Merkmalen 1 bis 9.

sichtlich, welchen Wert das entsprechende 
Merkmal für die Artunterscheidung besitzt. Je 
größer W a p  ist, um so sicherer ist die Art
bestimmung, je kleiner W a p  ist, desto unsiche
rer. Aus den errechneten WAP-Werten ergibt 
sich, daß Merkmal 9 (Posterior prosternites) 
noch am ehesten für die Bestimmung geeignet 
ist. Allerdings traten auch bei diesem Merkmal 
bei H. angustipennis 2 und bei H. pellucidula
3 Fehlbestimmungen auf. Aus den Wertungs
indizes der einzelnen Arten ist aber auch er
sichtlich, daß bestimmte Merkmale unter
schiedliche Werte für die entsprechende Art 
besitzen.

Die Merkmale 3 und 4 (Clypeuszeichnung) 
scheinen für H. angustipennis noch akzeptabel

zu sein (Wa =  3,0), führen bei H. pellucidula 
aber oft zu Fehlbestimmungen (Wp =  —2,7 
bzw. —0,5). Andere Merkmale, wie z. B. Nr. 6 
(kaudale Binde) scheinen für die Bestimmung 
beider Arten ungeeignet zu sein (WA =  —6,5, 
Wp =  -4,0).

Die Unsicherheit der Bestimmung nach mor
phologischen Merkmalen tritt sehr deutlich in 
Tabelle 3B zutage. Beim Vergleich der Ein
stufung nach dem scheinbar sichersten mor
phologischen Merkmal, dem P. prosternites, 
mit den anderen morphologischen Merkmalen 
ist nur in 56,3 %  (H. angustipennis) bzw. 29.2 %  
(H. pellucidula) Übereinstimmung zu verzeich
nen und die Wertungsindizes sind zum Teil 
noch niedriger als beim Vergleich mit der im
munologischen Einstufung.
Die vorliegende Arbeit soll ein erster Versuch 
unter Zuhilfenahme stofflicher Merkmale bei 
der Klärung taxonomischer Fragen bei den 
Larven der Gattung Hydropsyche sein. Darüber 
hinaus könnte der Einsatz der gewählten Me
thode oder ähnlicher Verfahren generell zur 
Klärung verwandtschaftlicher Beziehungen 
beitragen, nicht nur bei dieser morphologisch 
schwer differenzierbaren Gruppe.
Da die beschriebene Methode vertretbar ratio
nell ist, kann sie als wertvolle Ergänzung bzw. 
Erweiterung zu biochemischen Untersuchun
gen von Hämolymphproteinen zwecks Arttren
nung betrachtet werden. Die Erweiterung be
steht darin, daß strukturmäßig verwandte 
Proteine nachgewiesen werden (durch die Spe
zifität der Antikörper) und zufällige Ähnlich
keiten, die auf gleiches Molekulargewicht oder 
andere identische physiko-chemische Eigen
schaften zurückzuführen sind, ausgeschlossen 
werden können.
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