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(1964)   zeigte,   dass   Transplantation   von   Paragonien   in   virginelle   Weibchen   einen
starken   Anstieg   der   Fekundität   bewirkt.   Ein   ähnlicher   Anstieg   der   Fekundität
wurde   beobachtet   bei   Injektion   des   Paragoniensekretes.   Die   Resultate   von
Garcia-Bellido   wurden   bestätigt   durch   Leahy   (1966)   und   Merle   (1969).   Es
muss  nun  gezeigt  werden,  dass  das  Sexpeptid  wirklich  das  aktive  Prinzip  für  die
Stimulation  der  Eiablage  ist.  Um  diesen  Punkt  zu  klären,  isolierten  wir  das  Peptid
aus   einer   grossen   Anzahl   Männchen   von   Drosophila   mit   Hilfe   der   präparativen
Ionenaustausch-Chromatographie.   Getestet   wurde   die   reine   Substanz,   indem   wir
sie  in  virginelle  Weibchen  injizierten.

Material   und   Methode

Als   Untersuchungsmaterial   dienten   8-tägige   adulte   Fliegen   des   Wildtyps
(Sevelen)  von  Drosophila  melanogaster.  Ca.  0,2  bis  5  gr.  Fliegen  wurden  entweder
in   80%   Methanol   oder   5%   Trichloressigsäure   homogenisiert.   Nach   der   Zentri-

fugati on  wurde  die  überstehende  Lösung  durch  Ausschütteln  mit  Chloroform
oder   Aether   und   Chloroform   gereinigt   und   bis   zur   Trockne   eingedickt.   Die
Trockensubstanz   wurde   in   bidestilliertes   Wasser   oder   0,1   n   HCl   aufgenommen.
Die   Auftrennung   der   in   den   Extrakten   enthaltenen   ninhydrinpositiven   Sub-

stanzen geschah  mit  Hilfe  der  Ionenaustausch-Chromatographie,  gemäss  den
Angaben  von   Spackman  et   al.   (1958).   Einzelheiten   zur   Identifikation   und   quanti-

tativen Bestimmung  der  verschiedenen  Aminosäuren  finden  sich  bei  Chen  und
Hanimann   (1965).   Mittels   des   „Stream   Dividing   Systems"   konnte   ein   Teil   des
Eluats   nach   Elution   aus   der   präparativen   Harzsäule   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  (siehe  Chen  et  al.  1968).
Für   die   Injektion   wurde   das   entsalzte   Peptid   im  Eksikkator   über   Phosphor-

pentoxid   und   NaOH   getrocknet   und   anschliessend   in   wenig   Insekten-Ringer-
Lösung   (Bodenstein,   1946)   aufgenommen   und   das   pH   auf   6-7   eingestellt.   Von
dieser  Lösung  wurde  mit  Hilfe  einer  Mikrospritze  ca.  0,03  \x\  in  jedes  Weibchen
gespritzt.   Bei   den   verschiedenen   Serien   entsprach   die   gespritzte   Menge   Peptid
ca.   1/3   oder   1/15   einer   Paragoniendrüse.   Als   Kontrollen   dienten   gleichaltrige
Weibchen,   gespritzt   nur   mit   Ringerlösung,   virginelle   Weibchen   ohne   Injektion
und   befruchtete   Weibchen.   Die   Fliegen   wurden   einzeln   in   kleinen   Glastuben
gehalten,   die   befruchteten   Weibchen   mit   je   zwei   Männchen   zusammen.   Das
Futter   wurde   auf   einem   Blechtellerchen   täglich   frisch   in   die   Tuben   gebracht.
Ebenfalls   täglich   wurden  die   gelegten   Eier   jedes   Weibchens   während  einer   Zeit-

dauer von  14  Tagen  gezählt.
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Ergebnisse   und   Diskussion

Sorgfältige   Ueberprüfung   des   Chromatogramms   ergab,   dass   bei   den   Männ-
chen ein  hoher  Peak  in  der  sauren  Region  zwischen  Phosphoserin  und  Glycero-

phosphoäthanolamin   erscheint.   Dieser   wurde   nach   ca.   100   Minuten   (50   ml   Eluat)
bei  pH  3,28  und  50°  C  aus  der  Harzsäule  eluiert  (Peak  SP,  bezeichnet  durch  einen
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Abb.  1.

A.  Chromatogramme  der  sauren  ninhydrinpositiven  Komponenten  aus  8-tägigen  Männchen
von  Drosophiia  melanogaster  (Konzentration  0,15  gr  Frischgewicht  pro  1,5  ml).  B.  Chromato-
gramm  eines  methanolischen  Extraktes  von  230  Paragonienpaaren,  herausseziert  aus  8-tägigen
Männchen.  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,  Glycerophosphoäthanolamin;  PE,  Phosphoäthano-

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   frühere   Untersuchungen   zeigten,   ist   die   Konzentration   dieses
Phosphatesters   in   Adultstadien   sehr   gering   (Chen   und   Hanimann,   1965,   Mitchell
und   Lunan,   1964).   Bis   jetzt   wurden   keine   registrierbaren   Mengen   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-FUegen   nachgewiesen.   Man   kann   also   Tyrosin-O-phosphat   nicht   mit   dem
Sexpeptid   verwechseln.
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Nachprüfung   mit   zweidimensionaler   Papierchromatographie   ergab,   dass   die
entsalzte  Probe  an  dieselbe  Stelle  wandert  wie  das  Sexpeptid  (siehe  Fox  et  al.,  1959,
Chen  und  Diem,  1961).  Einen  weiteren  Beweis  dafür,  dass  der  Peak  das  Sexpeptid
anzeigt,   gibt   die   Auftrennung   eines   Extraktes,   der   nur   aus   Paragoniendrüsen
hergestellt   wurde.   Dazu   wurden   230   Paragonienpaare   aus   adulten   Männchen
herausseziert   und  mit   Methanol   extrahiert.   Auf  dem  Chromatogramm  (Abb.   1   B)
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Abb.  2.

Vergleich  der  Chromatogramme  zwischen
befruchteten  (A)  und  virginellen  (B)  Weibchen

In  beiden  Diagrammen  sind  nur  die  ersten  90  ml
Eluat  aufgezeichnet.

Für  weitere  Erläuterungen  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
Männchen.  Wie  sich  aus  der  Höhe  des  Peaks  berechnen  lässt,  stimmt  die  Menge
des   Sexpeptids,   die   in   den   Paragonien   allein   enthalten   ist,   ziemlich   genau   mit
derjenigen  aus  den  ganzen  Männchen  überein.   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  daraufhin,  dass  das  Sexpeptid
während   der   Kopulation   von   den   Männchen   in   die   Weibchen   übertragen   wird.
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Um   die   Wirkung   des   Sexpeptides   auf   die   Fekundität   zu   testen,   wurde   das
gereinigte   Peptid   in   ein-   bis   zweitägige   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   konzentrationsabhängig
zu  sein.  Weiterhin  zeigt  sich,  dass  eine  einzige  Injektion  genügt,  um  die  Fekundität
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Abb.  3.

Oviposition   bei   Drosophila-Weibchen
am  9.  Tag  nach  Injektion  des  Sexpeptides.
B,  befruchtete  Weibchen;  V,  virginelle
Weibchen  ohne  Injektion;  R,  virginelle
Weibchen  nach  Injektion  mit  Ringerlö-

sung; Pl5  virginelle  Weibchen  nach  Injek-
tion einer  Menge  von  Sexpeptid,  die  ca.

1/15  einer  Drüse  entspricht;  P2,  virginelle
Weibchen  nach  Injektion  einer  Menge  von
Sexpeptid,  die  ca.  1/3  einer  Drüse  ent-

spricht. Die  Zahl  oberhalb  jeder  Säule
bedeutet  die  Anzahl  der  untersuchten
Weibchen.

während  der  ganzen  Legezeit  auf  einem  hohen  Niveau  zu  halten.  Die  Injektion  von
reiner   Salzlösung   zeigt   keinen   stimulierenden   Effekt   auf   die   Fekundität.

Somit   haben   wir   nachgewiesen,   dass   die   Injektion   eines   einzigen   Peptides
aus   den   Paragoniendrüsen   denselben   Effekt   hat   wie   Injektion   von   Rohextrakten
oder   Transplantation   ganzer   Drüsen.   Allerdings   war   der   stimulierende   Effekt   bei
der   Injektion   des   reinen   Peptides   kleiner   als   derjenige   bei   den   Transplantations-

versuchen. Dies  ist  aber  verständlich,  da  die  sekretorische  Tätigkeit  der  transplan-
tierten   Drüsen   im   Wirt   andauert,   während   hier   jede   Fliege   nur   eine   einmalige
Peptiddosis   erhielt.   Vorderhand   bleibt   der   Mechanismus   der   Stimulation   noch
unklar.   Unsere   weiteren   Untersuchungen   über   den   Turnover,   die   Synthese   sowie
die   genetische   Kontrolle   des   vorliegenden  Peptids   sind   noch   im  Gang.

Zusammenfassung

Mit    Hilfe    der    präparativen    Ionenaustausch-Chromatographie    wurde    die
Paragoniensubstanz   (Sexpeptid)   aus   adulten   Männchen   von   Drosophila   melano-
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gaster   isoliert.   Sie   erscheint   als   ein   deutlich   abgetrennter   Peak   in   der   sauren
Region,   zwischen   Phosphoserin   und   Glycerophosphoäthanolamin.   An   derselben
Stelle   erscheint   bei   befruchteten   Weibchen   auch   ein   zwar   kleiner,   aber   gut
abgegrenzter  Peak,  der  bei  unbefruchteten  Weibchen  fehlt.  Dies  deutet  daraufhin,
dass   die   Substanz   bei   der   Kopulation   vom   Männchen   auf   das   Weibchen   über-

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.

RÉSUMÉ

La  substance  paragoniale  (sex  peptide)  a  été  isolée  par  Chromatographie  par
échange  d'ions  à  partir  d'adultes  mâles  de  Drosophila  melanogaster.  Elle  apparaît
comme  un  sommet  important  dans  la  région  acide  entre  la  phosphoserine  et  la
glycerophospho-ethanolamine.   Un   sommet   moins   élevé   mais   bien   distinct   appa-

raît dans  la  même  position  chez  les  femelles  après  copulation,  mais  manque  chez
les  femelles  vierges  montrant  que  cette  substance  est  introduite  chez  la  femelle
par  le  mâle  au  moment  de  l'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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N°   33.   C.   Mermod.   —   Domaine   vital   et   déplacements   chez
Cerastes   vipera   (L.)   et   Cerastes   cerastes   (L.)   (Reptilia,
Viperidae).   1   (Avec  3  figures,   4   planches  et   1   table)

Institut  de  Biologie  animale,  Fibourg.

Le  cycle  annuel  d'activité  des  Reptiles  désertiques  est  fortement  influencé  par
le   climat.   Les   Vipères,   par   exemple,   ont   en   hiver   une  activité   réduite   ou  nulle.
Celle-ci   est   limitée   à   quelques   heures   d'exposition   au   soleil   chaque   jour   chez
Cerastes  cerastes,   alors   que  Cerastes  vipera  reste  durant   plusieurs   mois   enfouie
dans   le   sable.   Selon   H.   et   M.-C.   Saint-Girons   (1959),   ces   serpents   deviennent
nocturnes   et   totalement   erratiques   durant   la   saison   chaude.   Des   observations
faites   pendant   l'été   1968   à   Béni-Abbès   (République   algérienne)   nous   permettent
d'affirmer  que  l'erratisme  n'est  pas  une  règle  absolue  chez  ces  animaux.

Facteurs     climatiques

L'oasis   de   Béni-Abbès,   proche   du   Grand   Erg   occidental,   se   trouve   sur   le
30e  degré  de  latitude  nord.  Son  climat  est  désertique  de  type  méditerranéen.

Précipitations.   La   moyenne   annuelle   des   précipitations   est   de   32,1   mm   à
Béni-Abbès   (Dubief,   1959).   Cependant,   les   variations   d'une   année   à   l'autre   sont
très  fortes:  il   est  tombé  131,8  mm  d'eau  en  1967  (dont  70,1  mm  en  une  seule
averse),  mais  seulement  28  mm  en  1968.  Deux  averses  abondantes  ont  eu  lieu  vers
la  fin  de  l'été  1968:  9,5  mm  le  29  août  et  8,7  mm  le  10  septembre.  Cependant,  leur
importance  n'est  pas  aussi  grande  que  l'on  pourrait  le  croire,  car  la  haute  tempé-

rature diurne  provoque  une  evaporation  très  rapide,  avant  même  que  l'eau  puisse
s'infiltrer  dans  le  sol  et  être  utilisée  par  les  végétaux  (Délye,  1968).  Aucune  trace
d'activité  des  Vipères  n'a  été  relevée  pendant  ou  immédiatement  après  les  averses.

Température.  Durant  tout  l'été,  la  température  sous  abri  n'est  pas  descendue
en  dessous  de  20°.   Pendant  les  mois  de  juillet  et  août,   elle  est  restée  presque
constamment  au-dessus  de  25°.  A  cette  époque  de  l'année,  la  température  nocturne
sous  abri   est   sensiblement  égale  à   celle   qui   règne  à  la   surface  du  sol   (fig.   1)
(Délye,   1968).   La   température   diurne   à   la   surface   du   sol   atteint   60°   en   été.
Cependant,  à  faible  profondeur  déjà,  elle  est  beaucoup  plus  basse,  ce  qui  permet
aux  Vipères   et   autres   animaux  nocturnes   de   passer   la   journée  enfouis   dans   le
sable  ou  cachés  dans  leurs  terriers  dans  les  meilleures  conditions  possibles.

1  Travail  réalisé  grâce  à  une  bourse  du  Fonds  national  suisse  pour  la  recherche  scientifique.
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