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the head in order to cover the animal entirely (fig. 2f-i). The fins have no function
in burrowing, neither in Sepiolids nor in Sepia.

In Sepietta, the mean length of time of the second phase is greater than that
of the first phase; in Sepiola, it is less. In Sepietta particularly, the second phase
seems to play a certain role of expression. The burrowing activity manifests
itself in accordance with an evidently specific excitability.

In several experiments, the reactions to differences in the substratum (sand
with varying particle size) were studied.
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Neo 32. P. S. Chen und R. Biihler. — Isolierung und Funktion des
Sexpeptids bei Drosophila melanogaster. * (Mit 3 Textabbildungen)

Zoologisch-vergl. anatomisches Institut der Universitidt Ziirich.

In einer fritheren Arbeit haben wir ein Peptid in den Paragonien von adulten
Minnchen von Drosophila melanogaster lokalisiert (CHEN und DIieM, 1961). Nach
seiner papierchromatographischen Beweglichkeit und Aminosdurenzusammenset-
zung entspricht dieses Peptid sehr wahrscheinlich dem Sexpeptid, welches von
Fox (1956a, b) in Extrakten der ganzen Fliegen gefunden wurde. GARCIA-BELLIDO

1 Ausgf:fi.lhrt und herapsgegeben mit Unterstiitzungen durch den Schweizerischen National-
fonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung und die Georges und Antoine Claraz-
Schenkung.
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(1964) zeigte, dass Transplantation von Paragonien in virginelle Weibchen einen
starken Anstieg der Fekunditit bewirkt. Ein #hnlicher Anstieg der Fekunditit
wurde beobachtet bei Injektion des Paragoniensekretes. Die Resultate von
GARCIA-BELLIDO wurden bestitigt durch LEAHY (1966) und MEeRLE (1969). Es
muss nun gezeigt werden, dass das Sexpeptid wirklich das aktive Prinzip fiir die
Stimulation der Eiablage ist. Um diesen Punkt zu kldren, isolierten wir das Peptid
aus einer grossen Anzahl Minnchen von Drosophila mit Hilfe der priparativen
Ionenaustausch-Chromatographie. Getestet wurde die reine Substanz, indem wir
sie in virginelle Weibchen injizierten.

MATERIAL UND METHODE

Als Untersuchungsmaterial dienten 8-tigige adulte Fliegen des Wildtyps
(Sevelen) von Drosophila melanogaster. Ca. 0,2 bis 5 gr. Fliegen wurden entweder
in 809, Methanol oder 59, Trichloressigsdure homogenisiert. Nach der Zentri-
fugation wurde die iiberstehende Losung durch Ausschiitteln mit Chloroform
oder Aether und Chloroform gereinigt und bis zur Trockne eingedickt. Die
Trockensubstanz wurde in bidestilliertes Wasser oder 0,1 » HCI aufgenommen.
Die Auftrennung der in den Extrakten enthaltenen ninhydrinpositiven Sub-
stanzen geschah mit Hilfe der lonenaustausch-Chromatographie, gemdss den
Angaben von SPACKMAN et al. (1958). Einzelheiten zur Identifikation und quanti-
tativen Bestimmung der verschiedenen Aminosduren finden sich bei CHEN und
HANIMANN (1965). Mittels des ,,Stream Dividing Systems* konnte ein Teil des
Eluats nach Elution aus der pridparativen Harzsdule in einem Fraktionskollektor
gesammelt werden. Jede Fraktion wurde auf dem Chromatogramm automatisch
markiert, damit man sofort feststellen konnte, in welchem Tubus sich das Sexpeptid
befand. Die Fraktionen mit dem Sexpeptid wurden mit Hochspannungselektro-
phorese bei pH 1,5 (8 %, HCOOH) und 2100 Volt entsalzt (siche CHEN et al. 1968).

Fiir die Injektion wurde das entsalzte Peptid im Eksikkator iiber Phosphor-
pentoxid und NaOH getrocknet und anschliessend in wenig Insekten-Ringer-
Lo6sung (BODENSTEIN, 1946) aufgenommen und das pH auf 6-7 eingestellt. Von
dieser Losung wurde mit Hilfe einer Mikrospritze ca. 0,03 pl in jedes Weibchen
gespritzt. Bei den verschiedenen Serien entsprach die gespritzte Menge Peptid
ca. 1/3 oder 1/15 einer Paragoniendriise. Als Kontrollen dienten gleichaltrige
Weibchen, gespritzt nur mit Ringerlésung, virginelle Weibchen ohne Injektion
und befruchtete Weibchen. Die Fliegen wurden einzeln in kleinen Glastuben
gehalten, die befruchteten Weibchen mit je zwei Méinnchen zusammen. Das
Futter wurde auf einem Blechtellerchen téglich frisch in die Tuben gebracht.
Ebenfalls tiglich wurden die gelegten Eier jedes Weibchens wihrend einer Zeit-
dauer von 14 Tagen gezihlt.



550 P. S. CHEN UND R. BUHLER

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Sorgfiiltige Ueberpriifung des Chromatogramms ergab, dass bei den Ménn-
chen ein hoher Peak in der sauren Region zwischen Phosphoserin und Glycero-
phosphoiithanolamin erscheint. Dieser wurde nach ca. 100 Minuten (50 ml Eluat)
bei pH 3,28 und 50° C aus der Harzsiule eluiert (Peak SP, bezeichnet durch einen
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A. Chromatogramme der sauren ninhydrinpositiven Komponenten aus 8-tdgigen Mannchen

von Drosophila melanogaster (Konzentration 0,15 gr Frischgewicht pro 1,5 ml). B. Chromato-

gramm eines methanolischen Extraktes von 230 Paragonienpaaren, herausseziert aus 8-tdgigen

Mainnchen. Ordinate: Absorption bei 570 mm. Abszisse: Volumen des Eluats in ml. In beiden

Diagrammen sind nur die ersten 120 ml Eluat aufgezeichnet. Das Sexpeptid (SP) ist durch einen

Pfeil bezeichnet. PSER, Phosphoserin; GP, Glycerophosphoidthanolamin; PE, Phosphodthano-
lamin; TAU, Taurin; P, ein weiteres Peptid.

Pfeil in Abb. 1 A). Verschiedene Tatsachen lassen darauf schliessen, dass dieser
Peak das Sexpeptid anzeigt. Der Peak befindet sich sehr nahe bei Tyrosin-O-
phosphat. Wie aber frithere Untersuchungen zeigten, ist die Konzentration dieses
Phosphatesters in Adultstadien sehr gering (CHEN und HANIMANN, 1965, MITCHELL
und LUNAN, 1964). Bis jetzt wurden keine registrierbaren Mengsn davon in den
Fraktionen, die das Sexpeptid enthalten, gefunden. Weiter wurden bis jetzt keine
sexuellen Unterschiede im Gehalt von Tyrosin-O-phosphat bei adulten Droso-
phila-Fliegen nachgewiesen. Man kann also Tyrosin-O-phosphat nicht mit dem
Sexpeptid verwechseln.




SEXPEPTID BEI DROSOPHILA 551

Nachpriifung mit zweidimensionaler Papierchromatographie ergab, dass die
entsalzte Probe an dieselbe Stelle wandert wie das Sexpeptid (siche Fox et al., 1959,
CHEN und Diem, 1961). Einen weiteren Beweis dafiir, dass der Peak das Sexpeptid
anzeigt, gibt die Auftrennung eines Extraktes, der nur aus Paragoniendriisen
hergestellt wurde. Dazu wurden 230 Paragonienpaare aus adulten Minnchen
herausseziert und mit Methanol extrahiert. Auf dem Chromatogramm (Abb. 1 B)
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Vergleich der Chromatogramme zwischen
befruchteten (A) und virginellen (B) Weibchen
In beiden Diagrammen sind nur die ersten 90 ml
Eluat aufgezeichnet.
Fur weitere Erlauterungen siehe Text in Abbildung 1.

kann man nur einen einzigen grossen Peak erkennen. Dieser Peak erscheint an
genau derselben Stelle wie das Sexpeptid auf dem Chromatogramm ganzer
Minnchen. Wie sich aus der Hohe des Peaks berechnen ldsst, stimmt die Menge
des Sexpeptids, die in den Paragonien allein enthalten ist, ziemlich genau mit
derjenigen aus den ganzen Minnchen iiberein. Das beweist, dass das Sexpeptid
nur in den Paragonien gebildet wird.

Ein weiterer interessanter Punkt ist das Vorhandensein eines sehr niederen
aber scharf abgegrenzten Peaks an derselben Stelle wie das Sexpeptid auf dem
Chromatogramm von befruchteten Weibchen (Abb. 2 A). Untersucht man aber
virginelle Weibchen, so findet man dort keinen Peak, im Gegensatz zu Proben
aus befruchteten Weibchen (Abb. 2 B). Dies deutet darauf hin, dass das Sexpeptid
wihrend der Kopulation von den Ménnchen in die Weibchen iibertragen wird.
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Um die Wirkung des Sexpeptides auf die Fekunditit zu testen, wurde das
gereinigte Peptid in ein- bis zweitdgige unbefruchtete Weibchen gespritzt.
Abbildung 3 zeigt die Ergebnisse dieses Versuches. Man erkennt einen 2- bis
3-fachen Anstieg der Zahl gelegter Eier, verglichen mit der Eizahl virgineller,
ungespritzter Weibchen. Der Stimulationseffekt scheint konzentrationsabhingig
zu sein. Weiterhin zeigt sich, dass eine einzige Injektion geniigt, um die Fekunditat
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wihrend der ganzen Legezeit auf einem hohen Niveau zu halten. Die Injektion von
reiner Salzlosung zeigt keinen stimulierenden Effekt auf die Fekunditét.

Somit haben wir nachgewiesen, dass die Injektion eines einzigen Peptides
aus den Paragoniendriisen denselben Effekt hat wie Injektion von Rohextrakten
oder Transplantation ganzer Driisen. Allerdings war der stimulierende Effekt bei
der Injektion des reinen Peptides kleiner als derjenige bei den Transplantations-
versuchen. Dies ist aber verstdndlich, da die sekretorische Tatigkeit der transplan-
tierten Driisen im Wirt andauert, wihrend hier jede Fliege nur eine einmalige
Peptiddosis erhielt. Vorderhand bleibt der Mechanismus der Stimulation noch
unklar. Unsere weiteren Untersuchungen iiber den Turnover, die Synthese sowie
die genetische Kontrolle des vorliegenden Peptids sind noch im Gang.

ZUSAMMENFASSUNG

Mit Hilfe der priparativen lonenaustausch-Chromatographie wurde die
Paragoniensubstanz (Sexpeptid) aus adulten Minnchen von Drosophila melano-
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gaster isoliert. Sie erscheint als ein deutlich abgetrennter Peak in der sauren
Region, zwischen Phosphoserin und Glycerophosphodthanolamin. An derselben
Stelle erscheint bei befruchteten Weibchen auch ein zwar kleiner, aber gut
abgegrenzter Peak, der bei unbefruchteten Weibchen fehlt. Dies deutet darauf hin,
dass die Substanz bei der Kopulation vom Mainnchen auf das Weibchen iiber-
tragen wird. Injektion des isolierten und gereinigten Peptids in unbefruchtete
Weibchen bewirkte einen 2 bis 3-fachen Anstieg der Eiablage.

SUMMARY

By means of preparative ion-exchange chromatography the paragonial
substance (sex peptide) was isolated from male adult flies of Drosophila melano-
gaster. It appears as a prominent peak in the acidic region between phospho-
serine and glycerophosphoethanolamine. A low but distinct peak occurs in the
position in mated females, but is absent in virgin females, indicating that this
substance is introduced into the female by the male fly at mating. Injection of
the isolated and purified peptide into virgin females showed a two- to threefold
increase of oviposition.

RESUME

La substance paragoniale (sex peptide) a été isolée par chromatographie par
échange d’ions a partir d’adultes males de Drosophila melanogaster. Elle apparait
comme un sommet important dans la région acide entre la phosphoserine et la
glycerophospho-ethanolamine. Un sommet moins élevé mais bien distinct appa-
rait dans la méme position chez les femelles apres copulation, mais manque chez
les femelles vierges montrant que cette substance est introduite chez la femelle
par le mile au moment de P'accouplement. L’injection du peptide isolé et purifié
chez les femelles vierges provoque une augmentation de la ponte du simple au
double ou au triple.
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