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(Lepidoptera: Sphingidae)

Heinbockel, Thomas & Hildebrand, John G.
Abstract

Moths and other insects rely heavily on their sense of smell for host and mate at-
traction. Odors, such as sex pheromones are detected by highly selective antennal
sensory neurons that project an axon each to the ipsilateral antennal lobe (AL) in
the deutocerebrum of the brain. At the level of the ALs the processing of olfactory
information occurs within an array of specialized units, the olfactory glomeruli.
The ALs of male sphinx moth Manduca sexta (L.) comprise ordinary glomeruli and
the sexually dimorphic macroglomerular complex (MGC) that is involved in phero-
monal processing. Here, we focus on the neuronal mechanisms in the MGC under-
lying the coding of different features of the species-specific sex-pheromonal signal
that is released by conspecific females.
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1. Einleitung

Die Verarbeitung von Geruchsinformation in den Antennalloben im Gehirn von In-
sekten findet in spezialisierten Struktureinheiten, den olfaktorischen Glomeruli
statt (Boecku & ToLerT 1993). Glomeruli sind deutlich abgegrenzte, dicht gepackte
Bereiche sehr feiner neuronaler Elemente und von Gliazellen umbhiillt. In Glomeru-
li finden synaptische Interaktionen zwischen den Axonen olfaktorischer Rezeptor-
zellen und den Dendriten zentraler olfaktorischer Neurone statt. Glomeruli wurden
in verschiedenen Invertebratengruppen (Crustacea, Insecta, Mollusca) und Verte-
bratengruppen (Amphibien, Vogeln, Sdugern, Fische) gefunden (HwpeBrAND &
SuepuERD 1997). Die funktionelle Bedeutung dieser neuronalen Architektur ist bis-
her nicht abschliessend aufgekliart worden. Wie sind die neuronalen Schaltkreise
im Glomerulus funktionell organisiert, welche Attribute olfaktorischer Stimuli wer-
den in den Glomeruli analysiert und wie werden diese Attribute verarbeitet und in
den Glomeruli kodiert?

Die glomeruldre Organisation der priméren olfaktorischen Zentren in diversen
Tierarten deutet auf eine gemeinsame und grundlegende Funktion der Glomeruli
bei der Verarbeitung chemosensorischer Stimuli hin. Die hier vorgestellten Ergeb-
nisse, gewonnen beim Tabakschwirmer Manduca sexta haben damit moglicherwei-
se Relevanz nicht nur fiir andere Insektenarten, sondern fiir Untersuchungen in ver-
schiedenen Taxa. Speziell die Rolle miannchenspezifischer Glomeruli bei der Ana-
lyse und Verarbeitung von Information iiber das Sexualpheromon weiblicher Ta-
bakschwirmer ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
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2. Das Riechsystem des Tabakschwirmers

Jede der beiden Antennen adulter Tabakschwarmer besteht aus zwei basalen Seg-
menten (Scapus, Pedicellus) mit mechanosensorischen Organen und einem langen,
sexualdimorphen Flagellum. Das Flagellum ist in etwa 80 Annuli (segmentihnli-
che Abschnitte) aufgeteilt und beherbergt eine Vielzahl von Sensillen unterschied-
lichen Typs (Sanes & HuopeeranD 1976, LEe & STrAUSFELD 1990) von denen die
Mehrzahl olfaktorische Funktion hat. Die Antennenflagellen adulter Minnchen
und Weibchen besitzen viele olfaktorische Rezeptorzellen, die auf Pflanzengeriiche
reagieren und vermutlich eine Rolle bei der Wirtspflanzenerkennung spielen.

Das Antennenflagellum ménnlicher Tabakschwirmer weist ca. 3 x 10° Sinnesner-
venzellen in etwa 10° Sensillen auf, von denen ca. 40% zu den mannchenspezifi-
schen Sensilla trichodea gehoren (Sanes & Hopesranp 1976, KaissLing et al. 1989,
Lee & StrausreLD 1990). Die langen Trichoidsensillen sind typischerweise olfakto-
rische Sensillen mit je zwei Sinnesnervenzellen oder Rezeptorneuronen (Sanes &
HipeBrAND 1976, KaissLiNG et al. 1989, Ken. 1989, Lee & StrausreLD 1990). Eines
dieser beiden Rezeptorneurone reagiert spezifisch auf antennale Stimulation mit
E10, Z12-Hexadecadienal oder Schliisselkomponente A des weiblichen Sexualphe-
romons des Tabakschwirmers M. sexta, wahrend das andere Neuron spezifisch auf
E10, E12, Z14-Hexadecatrienal oder Schliisselkomponente B des Sexualpheromons
antwortet (KaissLiNG et al. 1989). Diese beiden Pheromonkomponenten sind not-
wendig und hinreichend um bei minnlichen M. sexta das typische pheromonge-
steuerte Such- und Flugverhalten zur Pheromonquelle auszulésen und aufrechtzu-
erhalten (TumLinson et al. 1989). Die beiden pheromonspezifischen Rezeptorneuro-
ne haben ein extrem enges Duftspektrum auf das sie reagieren, nimlich die jeweili-
ge Pheromonkomponente und reprisentieren damit Information iiber die Qualitit
der Pheromonmischung. Sie stellen hochspezifische Eingangsbahnen fiir jeweils ei-
ne Pheromonkomponente dar und leiten die Information iiber Priasenz, Konzentrati-
on und zeitliches Muster einer Pheromonkomponente an das Gehirn weiter (Kaiss-
LiNG et al. 1989, Marion-poLL & ToBv 1992).

Die Axone der Sinnesnervenzellen im Flagellum projizieren streng ipsilateral zum
jeweiligen Antennallobus (AL) im Deutocerebrum (Abb. A) und definieren damit
64+1 Glomeruli (50-100 um Durchmesser) im Neuropil der Antennalloben (ALSs)
(Rospars & HopeeranD 1992, HipeeranD 1996). Jedes antennale Rezeptorneuron
projiziert nur zu einem Glomerulus im AL (CrrisTENsEN et al. 1995). Jeder der Glo-
meruli ist individuell identifizierbar und von Individuum zu Individuum nachweis-
bar (Rospars & HopeBRAND 1992). Im AL finden sich insgesamt ca. 1200 Neurone
(Homeer et al. 1988). Ein Teil von ihnen (360 lokale Interneurone) verbindet die
verschiedenen Glomeruli miteinander, wihrend der grossere Teil (Projektionsneu-
rone) sich in einem oder mehreren. Glomeruli verzweigt und durch die Axone den
AL mit héheren Hirnzentren im Protocerebrum verbindet (HomeerG et al. 1989).
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Abb. A:

Abb. B:

Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus (verdndert nach Hemsok-
keL et al. 1998). Neuronale Aktivitit jeweils eines MGC-PNs wurde mit
einer intrazelluldren Elektrode (I) im Antennallobus aufgezeichnet. Die
basale Region der ipsilateralen Antenne wurde mit Pheromonreizen sti-
muliert. a Antennallobus, ol Optischer Lobus, s Suboesophagealganglion.
Die Antenne wurde aufeinanderfolgend in sechs Regionen entlang ihrer
proximodistalen Achse mit der Pheromonmischung (Bombykal und C15)
stimuliert wihrend intrazelluldir von MGC-PNs im AL abgeleitet wurde
um nach rezeptiven Felder der MGC-PNs zu suchen (HEmBocKEL & HILDE-
BRAND 1998). Dieses Neuron hat auf Stimulation der basalen Region der
Antenne reagiert und nicht auf Stimulation des distalen Antennenteils.
Der Zeitpunkt des Pheromonsignals ist unterhalb der Ableitungen mar-
kiert (50 ms).
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3. Der Makroglomeruldre Komplex

In Nachtfaltern und einigen anderen Insektengruppen wird Information iiber das
Sexualpheromon in mannchenspezifischen Bereichen des AL verarbeitet, die als
Makroglomeruldrer Komplex (macroglomerular complex, MGC) bezeichnet wer-
den, sich typischerweise nahe am Eingang des Antennennervs befinden und zwei
oder mehr Glomeruli beinhalten (HwpesranD 1996). Der MGC ist die erste zentral-
nervise Verschaltungsstelle zur synaptischen Verarbeitung von Information iiber
zumindest einige Komponenten des weiblichen Sexualpheromons (Boecku & ToL-
BERT 1993, HiLDEBRAND 1996, HILDEBRAND & SHEPHERD 1997). Beim ménnlichen Ta-
bakschwarmer besteht der MGC aus drei Glomeruli, Cumulus, Toroid, Horseshoe
oder Hufeisen, die basierend auf ihrer Gestalt so benannt wurden (CHRISTENSEN et
al. 1996, HopeeranD 1996). Die antennalen Rezeptorneurone, die spezifisch auf die
Pheromonkomponenten A und B reagieren senden ihre Axone ausschliesslich zum
MGC (CHrisTeNSEN et al. 1995). Alle Projektionsneurone im AL, die durch anten-
nale Pheromonstimulation erregt werden, verzweigen sich nur im MGC (Projekti-
onsneurone des MGC, MGC-PNs) (MaTsumoTo & HiLDEBRAND 1981, CHRISTENSEN &
HupesranD 1987, Kanzak et al. 1989). Die MGC-PNs sind Schliisselelemente der
olfaktorischen Bahn (Hopeeranp 1996). Sie sind Konvergenzstation fiir synapti-
schen Eingang von mehr als 10° Pheromon-Rezeptorzellen und stellen die primé-
ren Ausgangskanile vom MGC zu héheren Hirnzentren im Protocerebrum (Pilz-
korper, laterales Protozerebrum) dar. Damit sind die MGC-PNs vitale Bindeglieder
zwischen der primiren zentralen olfaktorischen Relaystation, dem Antennallobus
und héheren Hirnzentren. MGC-PNs, die sich nur im Toroid verzweigen, reagieren
auf Pheromonstimulation mit Schliisselkomponente A, wihrend Neurone mit Ver-
zweigungen im Cumulus auf Schliisselkomponente B antworten und auch auf Sti-
mulation mit einer chemisch stabileren Substanz, einem Pentadecadienal, genannt
C15 (Hansson et al. 1991). Diese beiden Neuronenpopulationen stellen die kompo-
nentenselektiven MGC-PNs dar. MGC-PNs, die exzitatorisch auf Stimulation der
Antenne mit Komponente A oder B reagieren, die Bukettneurone, verzweigen sich
im Cumulus und Toroid. Damit sind die anatomisch unterschiedlichen Glomeruli
des MGC auch funktionell verschieden hinsichtlich ihrer Rolle bei der Verarbei-
tung von Informationen iiber das Sexualpheromon und zeigen einen eng umgrenz-
ten, spezifischen molekularen Antwortbereich.

4. Der MGC als Modellsystem zum Studium olfaktorischer
Informationsverarbeitung

Durch die Existenz des MGC hat sich der Tabakschwirmer zu einem exzellenten
und experimentell vorteilhaften Modellsystem entwickelt (Hwpesranp 1996), in
dem Geruchsverarbeitung in glomeruldren Mikroschaltkreisen untersucht werden
kann (Abb. A):
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(1) Der MGC ist darauf spezialisiert Informationen iiber das weibliche Sexualphe-
romon zu verarbeiten, d.h. Eingangs- und Ausgangsbezichungen sind prizise
definiert.

(2) Der Geruchsstimulus, das weibliche Sexualpheromon, wurde bereits aufge-
schliisselt hinsichtlich der Zusammensetzung aus verschiedenen chemischen
Komponenten, der Konzentration und des Mischungsverhiltnisses der einzel-
nen Komponenten, die vom Weibchen abgegeben werden (Tumrinson et al.
1989).

(3) Der MGC erhalt ausschliesslich synaptischen Input von antennalen Rezeptor-
zellen, die spezifisch auf eine der beiden Schliisselkomponenten des weiblichen
Sexualpheromons reagieren (KarssLinG et al. 1989, CHrisTENSEN et al. 1995).

(4) Der MGC ist deutlich von den anderen Glomeruli im Antennallobus abgesetzt,
sowohl morphologisch als auch physiologisch.

(5) Die Zahl der Neurone, die den MGC innervieren und vom AL zu héheren Hirn-

zentren zichen ist relativ limitiert (40-50 Neurone) (HoMmBERG et al. 1989). Viele
der lokalen Interneurone und der Projektionsneurone im AL sind in Struktur
und Funktion beschrieben worden (CHRrISTENSEN & HiDEBRAND 1987, CHRISTEN-
SEN et al. 1989).
All dies macht den MGC zu einem klar definierten und relativ isolierten Sy-
stem. Die Glomeruli des MGC sind deshalb sehr gute Modellglomeruli, in de-
nen grundlegende Prinzipien olfaktorischer Informationsverarbeitung unter-
sucht werden kénnen.

5. Merkmale des Pheromonsignals

Um ein pheromonabgebendes Weibchen zu erkennen und zu lokalisieren, miissen
minnliche Nachtfalter chemische und physikalische Merkmale des Pheromon-
signals wahrnehmen und kodieren (HLDEBRAND 1995, 1996). Zu diesen Merkmalen
gehoren die Qualitdt (Zusammensetzung des Pheromonbuketts aus verschiedenen
chemischen Komponenten) und Quantitit (Konzentration und Mischungsverhiltnis
der einzelnen Komponenten). Durch Verhaltensstudien ist bekannt, dass auch die
zeitlichen und rdumlichen Charakteristika des Pheromonsignals (Filament- und
Pulsstruktur des Pheromonsignals, das auf die Antenne trifft) relevant sind fiir die
Orientierung und das Finden eines Geschlechtspartners (CHRISTENSEN et al. 1996).

6. Zeitliche Aspekte: Kodieren der pulsierten Natur des Pheromonsignals

Viele Faktoren beeinflussen die Raumzeitstruktur eines Geruchssignals. Bedingt
durch physische Hindernisse in der Umwelt, Windturbulenz, Bewegung des Tieres
oder auch die pulsierte Freisetzung von Sexualpheromonen, wie bei Utethesia or-
natrix (Lepidoptera: Arctiidae) (Connor et al. 1980) erreichen Sexualpheromone
die Antennen ménnlicher Lepidopteren nicht als kontinuierlichen Duftstrom,
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sondern als zeitlich und rdumlich unterbrochene Signale in Form von Pheromon-
pulsen oder Filamenten mit unterschiedlicher Konzentration (Murtis et al. 1992).
Im Durchschnitt ist die Konzentration windabwirts von der Duftquelle zunehmend
schwicher und der Zeitraum, in dem kein Geruch vorhanden ist, wird grosser,
wihrend dichter an der Duftquelle die Frequenz der Duftpulse héher und die Kon-
zentration gleichméssiger ist (Murcis et al. 1992). Verschiedene Lepidopterenarten
sind in der Lage auf diese plotzlichen Anderungen in der Pheromonkonzentration
zu reagieren. Dies wurde gezeigt im Verhaltensversuch, als auch in elektrophysio-
logischen Ableitungen von olfaktorischen Rezeptorzellen in den Antennen und von
Projektionsneuronen im Antennallobus (Baker 1989, Kaissting & Kramer 1990,
CHRiSTENSEN et al. 1996). Rezeptorzellen und Projektionsneurone sind in der Lage
unterbrochene Reize und zwar mehrere pro Sekunde aufzuschliisseln und zu
kodieren.

Im Abbildungsteil C und D sind die elektrophysiologischen Antworten eines MGC-
PNs dargestellt, das auf antennale Stimulation mit Pheromon reagiert. Bei einer
Stimulationsfrequenz von 2 Pulsen/s ist das Neuron in der Lage die einzelnen Phe-
romonpulse aufzulosen, d.h. mit einer zeitlich gekoppelten Entladungssalve von
Nervenimpulsen auf jeden Pheromonpuls zu reagieren. Die maximale Folgefre-
quenz einzelner Neurone wird durch das Zusammenspiel inhibitorischer und exzi-
tatorischer synaptischer Einginge bestimmt, die auf ein Neuron einwirken. Jeweils
eine Pheromonkomponente kann erregende und inhibitorische Antwortphasen her-
vorrufen, die nicht durch die Pheromonmischung, d.h. durch Addition der jeweils
anderen Schliisselkomponente geédndert werden. MGC-PNs agieren als Tiefpassfil-
ter, d.h. Stimulationen unterhalb einer bestimmten Frequenz kénnen aufgelost wer-
den, oberhalb dieser Frequenz ist das Neuron nicht in der Lage, die Signalfrequenz
zu kodieren (HemsockeL 1997, HemBocker & HpesraND 1997, HEmBOCKEL et al.
1999).

7. Quantitative Aspekte: Kodieren von Konzentration und Mischungsverhiltnis
beim Pheromonbouquet

Durch Freilandversuche und Windtunnelexperimente ist fiir verschiedene Lepidop-
terenarten bekannt, dass es eine Dosisabhingigkeit des pheromongesteuerten Flu-
ges gibt (Baker 1989). Weiterhin steht fest, dass die Sexualpheromone weiblicher
Nachtfalter artspezifische Buketts sind, bestehend aus mehreren chemischen Kom-
ponenten (ArN et al. 1992). Arten, die denselben Lebensraum bewohnen, kénnen
die gleichen Pheromonkomponenten zur innerartlichen Kommunikation verwen-
den, jedoch in unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen um Artabgrenzung zu ge-
wihrleisten. Von etwa 4500 Lepidopterenarten in Mitteleuropa sind nur ca. 150
chemisch unterschiedliche Pheromonkomponenten bekannt (Arn et al. 1992, Kaiss-
LING 1996), so dass viele Arten die gleichen Komponenten verwenden.

200



Abb. C:

Abb. D:

C il g'

Antworten eines MGC-PNs auf antennale Stimulation mit fiinf Phero-
monpulsen von je 50 ms Lange mit der Zwei-Komponenten-Pheromonmi-
schung (Bombykal und C15, B + C) und auf individuelle Pheromon-
Komponenten (B, C). Dieses Neuron zeigte eine exzitatorische Antwort
mit einer Entladungssalve von Aktionspotentialen nach Stimulation mit
der Pheromonmischung und mit C15. Das Neuron wurde inhibiert nach
Stimulation mit Bombykal, wie an der Hyperpolarisation des Membran-
potentials zu erkennen ist. Das Neuron hat nur auf den ersten und fiinften
Pheromonpuls mit Impulsaktivitit geantwortet. Die restlichen Pheromon-
pulse riefen lediglich eine Depolarisation des Membranpotentials hervor.
Spontane Entladungssalven waren wihrend der gesamten Aufzeichnung
zu beobachten.

Das Neuron aus C war in der Lage eine Stimulationsfrequenz von zwei
Pheromonpulsen pro Sekunde aufzuldsen (obere Ableitung). Bei einer Sti-
mulationsfrequenz von 10 Pulsen pro Sekunde wurde das Membranpoten-
tial langanhaltend hyperpolarisiert (untere Ableitung). Das Neuron erhol-
te sich langsam von diessm hemmenden Input mit einer zweiten
Entladungssalve.
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Beim Tabakschwirmer resultieren Anderungen der Konzentration oder des Mi-
schungsverhiltnisses der beiden Schliisselkomponenten in Effekten auf die Antwor-
ten von MGC-PNs (HEmBockeL 1997, HEmBockeL & HipeBrAND, 1997). Die Ant-
wortstarke von MGC-PNs nimmt mit steigender Konzentration einzelner Phero-
monkomponenten zu. Das Hinzufiigen der jeweils anderen Pheromonkomponente
hat dabei wenig Einfluss auf den Charakter der Antwort bei komponentenselekti-
ven MGC-PNs. Bei einem Teil der Neurone dndern sich die Antworten bei steigen-
der Pheromonkonzentration nur wenig, diese Neurone haben sehr flache Dosis-
Antwort-Kurven, wihrend bei einem anderen Teil der Neurone die Antwortstirke
deutlich ansteigt bei nur einem logarithmischen Konzentrationsschritt. Bei der
Konzentrationskodierung agieren MGC-PNs als Hochpassfilter oder Schwellende-
tektoren. Jedes Neuron beginnt bei einer bestimmten Konzentration auf antennale
Stimulation mit Pheromon zu reagieren. Bei steigender Konzentration dndert das
Neuron méglicherweise die Antwortstirke und andere Neurone aus der Population
der MGC-PNS werden rekrutiert und antworten ebenfalls. Konzentrationsinderun-
gen konnen somit durch einzelne Neurone kodiert werden, aber noch mehr durch
die Gesamtheit der MGC-PNs mit unterschiedlichen Antwortschwellen.

MGC-Neurone, die erregend auf Stimulation mit der einen oder anderen Schliissel-
komponente reagieren, Bukettneurone, kénnen zeitlich unterschiedliche Antworten
zeigen, je nachdem mit welcher Komponente stimuliert wird. Bei diesen Neuronen
kann die Antwort auf die Pheromonmischung zeitlich besser an die Pheromonreize
gekoppelt sein als bei Stimulation mit nur einer Komponente. Daher sind diese
Neurone in ihrer Fahigkeit Pheromonpulse zu kodieren, beeintrichtigt, wenn ein
bestimmtes Mischungsverhiltnis der beiden Pheromon-Schliisselkomponenten ge-
andert wird.

8. Riumliche Struktur des Pheromonsignals: Rezeptive Felder zentraler olfaktori-
scher Neurone

Untersuchungen an Schaben, Periplaneta americana haben gezeigt, dass mogli-
cherweise die rdumliche Struktur eines Geruchsstimulus zur Orientierung verwen-
det wird (HOSL, 1990). Olfaktorische Interneurone in den AL der Schabe haben
rezeptive Felder fiir antennale Pheromonsignale. Einige PNs in der Schabe weisen
globale rezeptive Felder auf und antworten auf Pheromonstimulation entlang der
gesamten Antenne, wiahrend andere PNs enge rezeptive Felder zeigen und nur auf
Pheromonstimulation in einer raumlich begrenzten Antennenregion antworten
(Host, 1990). Trotz der unterschiedlichen Lebens- und Verhaltensweise von Schabe
und Tabakschwirmer konnten auch bei M. sexta MGC-PNs mit unterschiedlichen
rezeptiven Feldern nachgewiesen werden (HeEmBockeL & Hupesranp, 1998). Ein
grosser Teil der MGC-PNs antwortet nur auf Pheromonstimulation des basalen
Teils der Antenne (Abb. B), wihrend ein weiterer grosser Teil unabhingig von der
Antennenregion eine erregende Stimulationsantwort zeigt. Die genaue Rolle der
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rezeptiven Felder ist nicht geklirt, gibt aber moglicherweise Aufschluss dariiber,
wie die Struktur der Antenne und damit die Umwelt des Insekts in olfaktorischen
Glomeruli reprisentiert wird und wie sich die neuronalen Verbindungen von der
Antenne zum AL in der Metamorphose entwickeln.

Insgesamt zeigen die Untersuchungen, dass die beiden Hauptglomeruli im MGC,
Cumulus und Toroid, durch funktionell verschiedenartige Projektionsneurone in-
nerviert werden. Die MGC-PNs, die ein Teil der olfaktorischen Bahn sind, kodie-
ren Pheromonmerkmale, mit denen das Insekt in seiner natiirlichen Reizsituation
konfrontiert wird. So ermoglichen diese Neurone dem Tier auf Anderungen in der
olfaktorischen Umwelt adequat zu reagieren.
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