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Fliegen   im   Alter   von   10   Tagen   wurden   nach   den   früher   beschriebenen   Methoden
hergestellt   (Chln   und   Bühler,   1970).   Die   Auftrennung   der   in   den   Extrakten
enthaltenen   Ninhydrin-positiven   Stoffe   geschah   durch   Hochspannungselektro-

phorese  nach   Baumann   (1971)   oder   Säulenchromatographie.   Nach   der   Auftren-

nung  wurden   die   geschlechtsspezifischen   Substanzen   einzeln   mit   6   N   HCl   bei

1  10"   C   während   24   Stunden   hydrolysiert.
Um   die   funktionelle   Bedeutung   der   erwähnten   Substanzen   zu   prüfen,   inji-

zierten  wir   Paragonienextrakte   oder   partiell   gereinigte   Paragoniensubstanzen   in
die   Bauchhöhle   1-tägiger,   unbegatteter   Weibchen.   Nach   der   Injektion   wurden

die   Fliegen   einzeln   in   Plexiglastuben   bei   25°   C   gehalten.   Das   Futter   wurde   täglich
erneuert,   und   die   Anzahl   der   abgelegten   Eier   während   14   Tagen   kontrolliert.
Als   Kontrollen   dienten   entweder   die   mit   Ringerlösung   injizierten   Weibchen   oder

solche,   die   mit   Männchen   zusammen   gehalten   worden   waren.

Ergebnisse   und   Diskussion

Abbildung   1   zeigt   die   Auftrennung   der   Ninhydrin-positiven   Komponenten
von   Abdomen   in   methanolischen   Extrakten   10-tägiger   Männchen   und   Weibchen.
Im   Vergleich   mit   den   Weibchen   zeichnet   sich   das   chromatographische   Muster
der   männlichen   Fliegen   durch   zwei   zusätzliche   Flecken   aus:   der   eine   Fleck   (PS-  1)
liegt   wenig   kathodenwärts   vom   Auftragspunkt   auf   der   Höhe   von   Tyrosin   und
Tryptophan   und   weist   eine   sehr   geringe   Wanderungsfähigkeit   im   70%igen
n-Propanol   auf,   während   der   zweite   (PS-2)   sich   relativ   schnell   zur   Kathode   bewegt
und   links   neben   Serin   lokalisiert   ist.   Zudem   bildet   PS-1   mit   Ninhydrin   eine
charakteristische   blaue   Farbe,   während   PS-2   sich   gelbbraun   färbt.   Aus   Abbildung   1
ist   ferner   ersichtlich,   dass   die   für   Drosophila   melanogaster   typische   Paragonien-
substanz,   die   sich   unter   der   gleichen   chromatographischen   Bedingung   links   neben
der   Dreiergruppe   Glycerophosphoäthanolamin   (GPEA)-Phosphoäthanolamin
(PEA)-Phosphoserin   (PSER)   befindet,   ganz   fehlt.   Unsere   Untersuchungen   an
Paragonienextrakten   bewiesen,   dass   die   beiden   ninhydrinpositiven   Substanzen
ausschliesslich   in   diesen   Drüsen   lokalisiert   sind.

Die   Analysen   der   methanolischen   Extrakte   aus   0,4-0,6   g   10-tägiger   Männ-
chen  oder   virgineller   Weibchen   mittels   des   Aminosäure-Analysators   bestätigen

die   oben   erwähnten   Befunde.   PS-1   wird   als   ein   ziemlich   breiter   Peak   in   der   sauren

Region   zwischen   Glycerophosphoäthanolamin   und   Taurin   aus   der   Säule   eluiert,

während   PS-2   als   ein   deutlich   abgegrenzter   Peak   kurz   vor   y-Aminobuttersäure
erscheint.   Die   entsprechenden   Peaks   wurden   bei   virginellen   Weibchen   nicht
gefunden.

Elektrophorctische   und   papierchromatographische   Untersuchungen   der
sauren   Hydrolysatc   beider   Substanzen   ergaben,   dass   PS-1   aus   10   Aminosäuren



ADULTMANNCHEN   VON   DROSOPHILA    FUNEBRIS 687

(ASP,   GLU,   THR,   SER,   PRO,   VAL,   LEU,   a-ALA,   ARG,   LYS)   besteht,   während
PS-2   nur   GLY   enthält.   Dies   deutet   daraufhin,   dass   PS-1   ein   Polypeptid   sein   muss,
und   PS-2   ein   Glycinderivat   ist.   Unsere   Versuche   über   die   chemische   Struktur
dieser   Substanzen   sind   noch   im   Gang.

Der   Verlauf   der   Eiablage   hei   den   mit   Paragonienextrakten   injizierten   Weib-
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Abb.  1.

Auftrennung  der  Ninhydrin-positiven  Substanzen  in  methanolischen  Extrakten  von  30  Abdomen
adulter  Männchen  (a)  und  20  Abdomen  adulter  Weibchen  (b)  im  Alter  von  10  Tagen.  1.  Dimen-

sion: Hochspannungselektrophorese  (2050-2500  V,  95-120  mA,  2%  Std);  2.  Dimension:  Papier-
chromatographie (70  %  n-Propanol,  aufsteigend,  22  Std).

chen   sowie   derjenige   der   begatteten   und   mit   Ringerlösung   injizierten   virginellen
Kontrollen   sind   in   Abbildung   2   wiedergegeben.   Eindeutig   ist   der   rasche   Anstieg
der   täghch   abgelegten   Eier   bei   begatteten   Weibchen   während   den   ersten   6   Tagen
des   Adultlebens.   Virginelle   Weibchen,   die   mit   Ringerlösung   injiziert   worden
waren,   wiesen   eine   Verzögerung   der   Eiablage   in   den   ersten   6   Tagen   nach   der
Injektion   auf,   und   legten   nie   mehr   als   100   Eier   pro   Tag   ab.   Tiere,   die   eine   einmalige
Injektion   der   partiell   gereinigten   Paragoniensubstanz   PS-2   erhielten,   zeigten   einen
deutlichen   und   stärkeren   Anstieg   in   ihrer   Anzahl   der   abgelegten   Eier   pro   Weib-

chen  pro   Tag   als   die   mit   Ringerlösung   injizierten   Kontrollen.   Eine   ähnlich   stimu-
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lierende   Wirkung   konnte   nach   der   Injektion   der   rohen   methanohschen   Extrakte
festgestellt   werden.   Dies   ist   verständHch,   da   diese   Extrakte   ebenfalls   PS-2   ent-  ,
hielten.   Hingegen   erbrachte   die   Injektion   von   PS-1   keine   Stimulation   der   Eiablage,   j

und   der   Verlauf   der   Eiablage   bei   diesen   Weibchen   unterscheidet   sich   nicht   von

demjenigen   der   Ringerkontrolle   (siehe   Abb.   2).

2   4   6   8   10          12

Tage  nach  dem  Schlüpfen

Verlauf  der  Eiablage  von  befruchteten  Weibchen  (0)  sowie  virginellen  Weibchen  nach  der  Injek-
tion mit  Ringerlösung  (#),  PS-1  (A),  PS-2  (□)  und  rohem  Methanolextrakt  (A).  Ordinate:

mittlere  Anzahl  Eier  pro  Weibchen  pro  Tag.  Abszisse:  Tag  nach  der  Begattung  oder  Injektion.

In   einer   weiteren   Serie   der   Injektionsversuche   wurde   die   Wirkung   der   Para-
goniensubstanzen   auf   die   Rezeptivität   der   Weibchen   untersucht.   Die   Adultweib-
chen   wurden   kurz   nach   dem   Schlüpfen   isoliert   und   48   Stunden   in   Flaschen   mit
frischem   Futter   bei   25"   C   gehalten.   Danach   wurden   die   Fliegen   mit   Ringerlösung,
PS-1   oder   PS-2   injiziert   und   einzeln   in   Tuben   gegeben.   Nach   einer   Erholungszeit
von   24   Stunden   wurden   zu   jedem   Weibchen   drei   gleichaltrige   Männchen   gegeben
und   die   Kopulation   während   den   folgenden   45   Minuten   registriert.   Als   zusätzhche
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Kontrolle   wurden   Adultweibchen   ohne   Injektion   angesetzt   und   ihre   Rezeptivität
unter   der   gleichen   Versuchsanordnung   beobachtet.

Die   Ergebnisse   sind   in   Tabelle   1   zusammengefasst.   Bei   nicht   injizierten   Weib-
chen erfolgte  die  erste  Kopulation,   die  ca.   10-20  Minuten  dauerte,   bereits  innerhalb

1-5   Minuten.   Die   Rate   der   ersten   Kopulation   betrug   97%.   Wurden   die   so   einmal
begatteten   Weibchen   nach   24   Stunden   wieder   mit   Männchen   zusammengebracht,
so   fiel   die   Kopulationsrate   auf   18%   ab.   Nach   der   Injektion   mit   PS-1   betrug   die
Kopulationsrate   72   %.   Andererseits   wurde   die   Bereitschaft   zur   Kopulation   offen-

bar  durch   die   Injektion   mit   PS-2   nicht   vermindert   (98   %).   Die   Injektion   mit   Ringer-
lösung ergab  ebenfalls  keinen  Einfluss  auf  die  Rezeptivität.

Tabelle   1

Rezeptivität   von  Drosophila   funebris   Weibchen  nach  einmaliger   Begattung
oder  Injektion  mit   PS-1,   PS-2  oder  Ringerlösung

Zusammenfassend   deuten   die   Ergebnisse   der   vorliegenden   Untersuchung
darauf   hin,   dass   die   von   uns   festgestellten   Paragoniensubstanzen   bei   Drosophila

funebris   unterschiedliche   funktionelle   Bedeutungen   haben:   PS-1   setzt   die   Rezep-
tivität  der   Weibchen   herab,   während   PS-2   die   Eiablage   stimuliert.   Allerdings   ist

die   Wirkung   der   beiden   Substanzen   nach   Injektion   in   die   Bauchhöhle   der   Weib-
chen  geringer   als   diejenige   nach   einer   Kopulation.   Dies   steht   in   Übereinstimmung

mit   der   früher   bei   Drosophila   melanogaster   gemachten   Beobachtung,   wonach
die   Transplantation   der   Paragoniendrüsen   (Garcia-Bellido,   1964;   Leahy,   1966)
oder   die   Injektion   der   gereinigten   Substanz   (Chen   und   Bühler,   1970)   nie   die
gleiche   Eilegerate   eines   normal   begatteten   Weibchens   erreicht.   Die   einfachste
Erklärung   liegt   darin,   dass   die   Paragoniensubstanzen   normalerweise   in   den
Genitalapparat   der   Weibchen   gelangen,   wo   sie   direkt   oder   indirekt   auf   die   ner-

vösen  Zentren   oder   das   endokrine   System   wirken   können.   Im   Fall   der   Injektion
in   die   Bauchhöhle   werden   sie   teils   durch   die   Hämolymphe   verdünnt,   teils   durch
die   Enzymaktivität   abgebaut.   Sie   gelangen   deshalb   nur   teilweise   an   die   Wirkungs-

orte.  Andere   ErklärungsmögHchkeiten   sind   selbstverständlich   nicht   ausgeschlos-
sen,  solange   der   Wirkungsmechanismus   von   Paragoniensubstanzen   noch   unbe-

kannt ist.
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Unsere   bisherigen   Untersuchungen   an   Drosophila   melanogaster   und   Droso-
phila   fimehris   zeigen,   dass   verschiedene   Paragoniensubstanzen   die   Stimulation   der
hiablage   bewirken   können.   Die   Tatsache,   dass   das   Paragoniensekret   die   Kopu-

lationsbereitschaft der  Weibchen  herabsetzt,  ist  offenbar  ein  verbreitetes  Phänomen
bei   Insekten.   Bei   Musca   domestica   handelt   es   sich   um   ein   Peptid   (Nelson   et   al,

1969),   und   bei   Aedes   aegypti   um   ein   Protein   (Fuchs   et   al,   1969;   Fuchs   und   Hiss,
1970).   Die   Isolierung   der   einzelnen   Paragonienstoffe   und   die   Analyse   ihrer   chemi-

schen  Natur   bilden   den   ersten   Schritt   bei   der   Aufklärung   physiologisch-biochemi-

scher Grundlagen  in  der  Fortpflanzung  bei  Insekten.

Summary

By   both   high-voltage   paper   electrophoresis   and   ion-exchange   chromatography,
two   sex-specific   ninhydrin-positive   substances   have   been   found   in   the   accessory
glands   of   the   adult   males   of   Drosophila   funebris.   On   the   basis   of   acid   hydrolysis,
one   of   these   (PS-1)   is   a   polypeptide   consisting   of   10   amino   acids,   whereas   the
second   one   (PS-2)   is   probably   a   glycine   derivative.   Experiments   of   injecting   the
partially   purified   paragonial   substances   into   virgin   females   suggest   that   PS-1
reduces   receptivity   while   PS-2   stimulates   oviposition   of   the   female   flies.
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C.   Walzer   et   N.   Schönenberger.   —   Sur   le   développement   du   péri-
blaste   de   l'alevin   de   truite,   Salmo   gairdneri   Richardson   (L.).
Etudes   ultrastructurale   et   autoradiographique.

Université  de  Genève,  Laboratoire  d'anatomie  et  physiologie  comparées.

Introduction

Dans   le   cadre   d'une   étude   sur   l'utilisation   du   vitellus   chez   Salmo   gairdneri,
nous   avons   été   amenés   à   envisager   un   aspect   particulier   de   ce   problème.   Au
début   du   développement,   chez   les   Téléostéens,   on   trouve   une   structure   syncytiale
cytoplasmique   entre   le   blastodisque   et   la   masse   vitelline   provenant   de   la   ségré-

gation  ooplasmique   (Pasteels,   1958,   Devilliers,   1961).   Cette   couche,   appelée
périblaste,   a   fait   l'objet   d'études   quant   à   sa   participation   à   l'épibolie   et   à   l'utili-

sation  du   vitellus   (Devilliers,   1961,   Trinkaus,   1966).   Cette   structure,   marginale
au   vitellus,   contient   des   noyaux   appelés   noyaux   viteUins   ou   mérocytes,   dont   la
provenance   chez   les   Téléostéens   semble   blastodermique   (Pasteels,   1958,   Devil-

liers,  1961,   Trinkaus,   1966,   Bachop,   1971).   Au   fur   et   à   mesure   que   les   mouve-
ments  morphogénétiques   progressent,   le   périblaste   va   entourer   tout   le   vitellus

(Pasteels,   1958   et   al.).   Si   on   a   étudié   ce   syncytium   surtout   pendant   les   premiers
stades   de   l'ontogenèse,   très   peu   de   renseignements   apparaissent   au   stade   alevin
(KuNZ,   1964,   NiTTiNGER,   1968).   Nous   avons   donc   suivi   l'évolution   ultrastructurale
du   périblaste   de   l'éclosion   jusqu'à   la   régression   complète   du   vitellus,   en   étudiant
le   rôle   des   mérocytes.

Matériel   et   Méthodes

Les   œufs   de   truites   arc-en-ciel.   Salmo   gairdneri   Richardson   proviennent   d'une
pisciculture.   Ils   sont   disposés   dans   des   bacs   d'  élevage   et   élevés   selon   les   méthodes
usuelles.

Microscopie   électronique

De   l'éclosion   jusqu'à   la   régression   du   sac   vitellin   (40-50   jours/5o-7o   C)
nous   avons   fixé   chaque   semaine   des   alevins   selon   la   méthode   de   Kalt   (1971)
(veine   vitelline,   foie,   région   sous-jacente   au   poisson).   Les   coupes   sont   réalisées
sur   un   ultramicrotome   Reichert   OM   U2   à   l'aide   d'un   couteau   de   diamant,   colorées

au   citrate   de   Pb   selon   Reynolds   (1963)   et   examinées   sur   un   Hitachi   HS   7S.
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