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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden elektrophysiologische und neuroanatomische
Untersuchungen an den pyrophilen Kéferarten Acanthocnemus nigricans und
Melanophila acuminata (bzw. Melanophila cuspidata) durchgefiihrt. Das Verhalten
von A. nigricans wurde zusatzlich im Freiland untersucht. Die drei genannten
Kaferarten besitzen spezialisierte extraantennale Organe, deren Funktion mit dem
ausgepragten pyrophilen Verhalten in Zusammenhang gebracht wird.

A. nigricans besitzt am Prothorax ein paariges scheibenférmiges Organ, auf dem
sich bis zu 90 kutikuldre Sensillen befinden. Diese Sensillen gehéren einem,
morphologisch charakterisierten, neuen Sensillentyp an. In dieser Arbeit wurde
erstmals eine breite physiologische Charakterisierung dieser Sensillen
vorgenommen. Extrazelluldre Ableitungen zeigen, dass die Sensillen auf
thermische Reize reagieren. Der nachgewiesene Schwellenwert fir Antworten der
Sensillen auf Reizung mit einem Rotlichtlaser (A= 632,8 nm) liegt zwischen 11 und
25 mW/cmz2. Die Antworten auf Erwarmung sind phasisch-tonisch. Nach Ende der
Reizung folgt eine Phase der Spike-Unterdriickung. Sowohl die Anzahl der
ausgelosten Spikes als auch die Dauer der Spike-Unterdriickung sind
intensitdtsabhangig. Die Sensillen adaptieren auf lange konstante Reize, jedoch
nicht vollsténdig. Die Untersuchungen der zeitlichen Eigenschaften belegen, dass
die Grenze des zeitlichen Auflésungsvermoégens bei wenigstens 20 Hz liegt.

Zusatzlich wurden die neuronalen Projektionen der Afferenzen der kutikuldren
Sensillen erstmals untersucht. Anterograde Farbungen zeigen ein im Vergleich zu
Projektionen anderer sensorischer Systeme ungewoéhnliches Verzweigungsmuster:
Der Hauptteil der Afferenzen aszendiert bis in das Oberschlundganglion und
terminiert dort mit weitreichenden Verzweigungen in der Region des
Tritocerebrums posterior zum olfaktorischen Antennallobus.

Das Verhalten von A. nigricans wurde auf frischen Brandflachen in Westaustralien
beobachtet. A. nigricans sammelt sich gezielt an noch lber 100 °C heiBen Stellen,
den sogenannten ,Hot Spots". Die Kafer landen punktgenau im Randbereich der
Hot Spots auf Bereichen mit einer Temperatur zwischen etwa 40 und 50°C. Das
Verhalten der Kafer an den Hot Spots wurde mit Hilfe einer Infrarotkamera
analysiert. Vermutlich steht es in Zusammenhang mit der Reproduktion von
A. nigricans, da beide Geschlechter an den Hot Spots anzutreffen sind und
Eiablagen beobachtet wurden. Die Larven entwickeln sich innerhalb weniger Tage
und sind wahrend der ersten drei Stadien fleischfressend. Sie erndhren sich
vermutlich von Nahrungsressourcen, die durch den Brand entstehen und sind
somit an die frische Brandflache angepasst.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag darauf, von infrarotsensitiven Zellen im
Zentralen Nervensystem von M. acuminata bzw. M. cuspidata abzuleiten. Bei
Reizung mit dem Rotlichtlaser konnten reizkorrelierte Potentiale extrazellular an
den thorakalen Konnektiven und im fusionierten Meso-Metathorakalganglion
abgeleitetet werden.
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Erstmalig sollten zentrale Interneurone von M. acuminata bzw. M. cuspidata
elektrophysiologisch abgeleitet, gefarbt und charakterisiert werden. Ziel war hier
die Identifizierung von infrarotsensitiven Interneuronen. Erstmals gelangen
intrazellulare Ableitungen und Farbungen mehrerer Einzelzellen im fusionierten
Meso-Metathorakalganglion. Die abgeleiteten Zellen wurden morphologisch
beschrieben und physiologisch grob charakterisiert. Keine dieser Zellen reagierte
jedoch auf thermische Reizung der Infrarotorgane. Durch diese Arbeit wurden
wichtige Erkenntnisse zur Methode des intrazelluldren Ableitens bei M. acuminata
(bzw. M. cuspidata) gewonnen.

Die Physiologie der Infrarotorgane der beiden Kaferarten wird anhand der
Ergebnisse dieser Arbeit verglichen und ihre mdgliche Funktion im
Verhaltenskontext diskutiert. Somit tragt diese Arbeit dazu bei, das Wissen tber
die infrarotsensorische Sinnessystem pyrophiler Kafer zu erweitern.



Abstract

This study focusses on the infrared sense of the pyrophilous beetle species
Acanthocnemus nigricans and Melanophila acuminata (and M. cuspidata,
respectively). Both have extraantennal specialized infrared-organs, that probably
play an important role in the pyrophilous behaviour.

In A. nigricans, one pair of prothoracic, disc-shaped organs has been described
that bears up to 90 cuticular sensilla. These sensilla represent a new type of insect
sensillum whose morphology and ultra-structure has recently been described. This
study provides the first detailed physiological characterisation of the disc sensilla.
Extracellular recordings show that the sensilla respond to thermal stimuli. The
response threshold was between 11 and 25 mW/cm?2 for red laser ((A= 632.8 nm)
irradiation. The sensilla showed phasic-tonic responses to irradiation; turning off
the irradiation was followed by a spiking pause. The responses and the duration of
the spiking pause clearly depended on the irradiation intensity.

Sustained stimulation lead to an adaptation of the responses. However, this
adaptation was not complete. The lower bound of the time-resolving power of the
sensilla was found at a frequency of at least 20 Hz of repeated irradiation.

The central-nervous projections of the cuticular sensilla were investigated for the
first time by anterograd dye labelling. Most of the fibres ascended into the
ipsilateral, anterior connective to terminate in the tritocerebrum of the brain with
extensive ramifications.

The behaviour of A. nigricans was studied on freshly burnt areas in Western
Australia. A. nigricans is known to aggregate close to spots having a surface
temperature of more than 100°C. The beetles landed in the periphery of these
“Hot Spots” on areas that have a temperature between approx. 40 and 50°C. The
behaviour of the beetles was analysed with an infrared camera. It is very likely
that this behaviour is connected to the reproduction of A. nigricans as both sexes
meet near the Hot Spots and egg depositions have been observed. The larvae
developed within only a few days. Laboratory observations indicate that the larvae
are most probably carnivorous up to the third stage. It is hypothesised that they
feed on ressources created by a fire, and are thus adapted to freshly burnt areas.

Infrared-sensitive neurons were recorded with extracellular hook electrodes
attached to the thoracic connectives in the central nervous system of
M. acuminata and M. cuspidata. Additionally, stimulus-correlated neuronal
potentials were recorded from the fused meso-/metathoracic ganglion. One aim of
this study was to identify interneurons that respond to thermal stimulation of the
infrared organs. Thus, a preparation has been developed, which allows
intracellular recordings from single interneurons in Melanophila beetles.

To foster the analysis of the thoracic neural networks processing infrared
information, several single interneurons in the fused meso-/metathoracic ganglion
were recorded and stained intracellularly for the first time. However, none of
these cells responded to thermal stimulation.
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The physiology of the two investigated beetle species is compared and the
possible function of the infrared organs is discussed . This study, thus, contributes
to the understanding of infrared sensory systems in pyrophilous beetles.
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1 Einleitung

Einige Insekten aus vier verschiedenen Familien (Heteroptera, Lepidoptera,
Diptera und Coleoptera) sind fiir ihr Verhalten bekannt, Waldbrande anzufliegen
und sich unmittelbar nach dem Brand auf den frischen Brandflachen aufzuhalten.
Ein GroBteil dieser als ,pyrophil® bekannten Arten sucht aktiv nach Branden und
wird dabei offensichtlich von Feuer, Rauch oder heiBer Asche angezogen (Wikars
1997). Das pyrophile Verhalten wird auf mehrere verschiedene Ursachen
zurtickgeflhrt.

Einer der Grinde stellen durch den Brand neu entstehende Nahrungsressourcen
dar: die Insekten bzw. deren Entwicklungsstadien kénnen obligat auf bestimmte
Pilzarten (Schlauchpilze = Ascomyceten) angewiesen sein, die nur auf verbrannter
Erde oder auf verbranntem Holz wachsen (Wicklow 1988). Ein Beispiel ist der
Schimmelkéfer Henoticus serratus, der sich vermutlich von dem Ascomycet
Trichoderma harzianum ernahrt (Wikars 1997). Neben diesen spezialisierten
Ascomyceten kann das durch die Hitze abgetdtete Kambium der verbrannten
Bdaume eine weitere Nahrungsquelle fir Insektenlarven darstellen (Muona und
Rutanen 1994). Auch ist beschrieben, dass einige pyrophile Insektenarten die
frische Waldbrandflache als Treffpunkt fiir Paarungspartner nutzen (Evans und
Kuster 1980, Schmitz und Schmitz 2002, Wikars 1997). Einige pyrophile
Insektenarten weisen spezialisierte extraantennale Infrarotorgane auf, die
vermutlich zur Ortung der Waldbrande und zur Orientierung auf der frischen
Brandflache dienen.

Bislang waren drei pyrophile Kaferarten Gegenstand naherer Untersuchungen im
Hinblick auf die Morphologie, die Physiologie und die Funktionsweise ihrer
Infrarotorgane: Melanophila acuminata, Merimna atrata und Acanthocnemus

nigricans.

Zur Buprestiden-Gattung Melanophila gehdren 12 Arten, die alle pyrophiles
Verhalten zeigen. Zum Verbreitungsgebiet gehdren alle Kontinente auBer

Australien.  Bisherige  Untersuchungen wurden an dem  schwarzen
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Kiefernprachtkafer, M. acuminata durchgefiihrt. Dieser hat eine Korperlange von
etwa einem Zentimeter.

Die zweite pyrophile Kaferart M. atrata, ist ebenfalls den Buprestiden zugehdrig.
Ihr Verbreitungsgebiet ist jedoch ausschlieBlich der australische Kontinent.

M. atrata hat einen ahnlichen Habitus wie Melanophila, ist jedoch mit etwa zwei
Zentimetern Korperlange deutlich groBer.

Die Larven der beiden pyrophilen Prachtkafer-Arten M. acuminata und M. atrata
sind obligat auf das Holz verbrannter Baume angewiesen (Vondran et al 1995,
Apel 1988). Verschiedene Beobachtungen legen dar, dass beide Kaferarten ein
weitgehend identisches Verhalten zeigen. Sie fliegen Waldbrande gezielt an und
paaren sich auf den frischen Brandflachen. Die Weibchen legen im Folgenden ihre
Eier unter die Rinde der verbrannten Baume (Evans 1964, Schmitz und Schmitz
2002). Die spezialisierten Larven fressen zunachst in der Bastschicht der
geschadigten Baume, spater im Holz. Der GroBteil der adulten Kafer schllpft im
Folgejahr des Brandes, jedoch kann sich die Individualentwicklung tUber mehrere
Jahre erstrecken.

Der dritte pyrophile Vertreter aus der Ordnung der Coleoptera ist A. nigricans.
Diese einzige rezente Art aus der Familie Acanthocnemidae kommt hauptsachlich
in Australien vor, einzelne Fundorte in Europa, Asien und Afrika sind jedoch
beschrieben (Lawrence and Britton 1994). Aufgrund der dunklen Farbung und
einer Korperlange von 3-6 mm ist das Erscheinungsbild von A. nigricans
unauffallig. Obwohl seit den 20er Jahren bekannt ist, dass A. nigricans ein typisch
pyrophiles Verhalten zeigt, sind Biologie, Okologie und Verhalten dieses K&fers
bislang kaum beschrieben (Champion 1922). Kreiss et al beobachteten, dass
A. nigricans auf den frischen Brandflachen hdufig in der Néhe von Stellen mit
hoher Oberflachentemperatur landete (Kreiss et al 2005). Im Folgenden werden
derartige Stellen als ,Hot Spots" bezeichnet. Es ist zu vermuten, dass das
pyrophile Verhalten von A. nigricans wie bei den genannten pyrophilen
Buprestiden-Arten ebenfalls in Zusammenhang mit der Reproduktion steht. Hierflr
spricht, dass beide Geschlechter kurz nach einem Waldbrand auf der frischen
Brandflache anzutreffen sind (Schmitz et al 2002). Nahere Untersuchungen zum

Verhalten von A. nigricans wurden bislang nicht durchgeftihrt.
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Alle drei genannten Kaferarten missen aufgrund ihres Verhaltens in der Lage sein,
Waldbrande zu detektieren sowie sich auf den frischen Brandflachen zu
orientieren. Neben antennalen Rauchgassensoren, die bei M. acuminata
beschrieben sind (Schiitz et al 1999, Schmitz und Schitz 2000), besitzen die
genannten zwei Buprestiden-Arten spezialisierte extraantennale Infrarotorgane,
mit deren Hilfe sie vermutlich Waldbrande detektieren bzw. sich auf frischen
Brandflachen orientieren kénnen (Evans 1966a, Schmitz und Bleckmann 1998,
Schmitz, Mirtz und Bleckmann 2000, Schmitz et al 2001).

Obwohl M. atrata und M. acuminata derselben Familie angehdren und obwohl
beide auf frischen Brandflachen ein sehr dhnliches Verhalten zeigen, sind die
Infrarotorgane jedoch sowohl in ihrer Lage, als auch in Bau- und Funktionsweise
deutlich verschieden und daher nicht homolog.

Der Kiefernprachtkafer M. acuminata besitzt ein Paar Infrarotorgane an der
Ventralseite des Metathorax (Schmitz und Bleckmann 1997). Jedes Infrarotorgan
besteht aus einer Grube, in der etwa 70 kuppelférmige Erhebungen angeordnet
sind (Evans 1966a, Evans 1966b, Vondran et al 1995). Jede davon stellt den
duBeren Teil eines einzelnen kutikuldren Sensillums dar. Ein einzelnes Sensillum
besteht aus einer massiven Kutikulakugel, welche in einem Hohlraum unter der
auBeren Kutikula an einem dinnen Stiel aufgehangt ist (Vondran et al 1995,
Schmitz et al 1997, Schmitz et al 2007). Diese Kutikulakugel wird von einem
Mechanorezeptor innerviert. Das Sensillum leitet sich  phylogenetisch
wahrscheinlich von Haarmechanorezeptoren ab (Schmitz et al 2007). Absorption
von Infrarotstrahlung flihrt zu Deformationsereignissen innerhalb der
Kutikulakugel, welche im Folgenden den Mechanorezeptor erregen (Schmitz und
Bleckmann 1997, Schmitz und Schiitz 2000, Schmitz et al 2007). Dieses
Funktionsprinzip wurde von Schmitz et al als ,photomechanisches Prinzip"
bezeichnet, das Infrarotsensillum wird im Folgenden daher ,photomechanisches
Sensillum™ genannt (Schmitz und Bleckmann 1997).

Der australische ,Feuerkafer" M. atrata besitzt an den ventrolateralen Seiten des
zweiten bis vierten abdominalen Sternites paarige Infrarotorgane (Schmitz,
Schmitz und Bleckmann 2000, Schmitz et al 2001, Mainz et al 2004). Diese

werden jeweils von einem multipolaren Neuron innerviert, dessen Dendriten, etwa
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800 an der Zahl, sich fein verasteln, aber dennoch eng beieinander liegen. Diese
komplexe dendritische Struktur, die zudem sehr reich an Mitochondrien ist, wird
als ,terminal dendritic mass" (TDM) bezeichnet (Schmitz, Schmitz und Bleckmann
2000, Mainz et al 2004). Elektrophysiologische Experimente belegen, dass die
multipolaren Neurone als Thermorezeptoren fungieren (Schmitz, Schmitz und
Bleckmann 2000, Schmitz und Trenner 2003). Sie messen, ahnlich einem
technischen Bolometer, die Erwarmung einer Infrarotstrahlung absorbierenden
Flache, der Kutikula (Schmitz, Schmitz und Bleckmann 2000, Schmitz und Trenner
2003). Die multipolaren thermosensitiven Neurone leiten sich von subepidermalen
multipolaren Sinneszellen ab, die in der Regel eine mechanosensitive Funktion
haben (Schmitz et al 2001).

Der dritte untersuchte pyrophile Kafer, A. nigricans, weist auf der Ventralseite
anterior zu den prothorakalen Beinen eine paarige Struktur auf (Champion 1922,
Crowson 1970). Studien aus den letzten Jahren legen die Hypothese nahe, dass es
sich bei der scheibenférmigen Struktur ebenfalls um Infrarotorgane handeln
kdnnte (Schmitz et al 2002, Kreiss et al 2005).

Jedes prothorakale Organ besteht aus einer kutikularen Scheibe von bis zu
185 pm im Durchmesser, die ber einer Grube in der Kérperwand aufgehangt ist.
Im anterioren Teil weist das prothorakale Organ etwa 90 Sensillen eines neuen
Sensillentyps auf (Kreiss et al 2005). Je ein einzelnes Neuron innerviert ein
Sensillum. Das kurze, stabférmige DendritenauBensegment dieses Neurons ist
durch eine elektronendichte Masse mit dem etwa 2 pm im Durchmesser
messenden porenlosen Kutikulaapparat verbunden. Ein weiteres Kennzeichen
dieses Sensillentyps ist, dass Dendriteninnensegment und die Somaregion einen
Komplex bilden, der von Gliazell-Einstiilpungen durchzogen wird und eine sehr
hohe Anzahl an Mitochondrien aufweist. Die Phylogenese dieses Sensillen-Typs ist
bislang nicht bekannt. Im Folgenden werden die kutikuldaren Sensillen als PTO-

Sensillen (Sensillen des prothorakalen Organs) bezeichnet.

Um einen Zusammenhang zwischen dem Verhalten der Kafer auf der Brandflache
und der Morphologie, Physiologie und Funktion der Infrarotorgane herstellen zu
kdnnen, wurden von Schmitz et al elektrophysiologische Untersuchungen sowohl

an M. acuminata als auch an M. atrata durchgeflihrt. In beiden Fallen wurde
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extrazelluldr an den Infrarotorganen abgeleitet. Dabei wurden in beiden Fallen die
Potenziale einzelner Zellen registriert. Die Organe beider Kafer reagierten auf
Erwarmung mit einem Rotlichtlaser, wobei sich groBe Unterschiede beziiglich des
Antwortverhaltens zeigten.

Das Aktionspotenzial wird im Folgenden als ,Spike" bezeichnet. Auch extrazellular
abgeleitete Potenziale, die sich auf Aktionspozentiale zurlickfiihren lassen, werden
der Ubersichtlichkeit halber als Spikes bezeichnet.

Das photomechanische Sensillum von M. acuminata weist keine Spontanaktivitat
auf und reagiert mit einer kurzen phasischen Entladung auf Stimulation (Schmitz
und Bleckmann 1997, Schmitz, Mirtz und Bleckmann 2000). Das multipolare
Neuron von M. atrata zeigt bei 20°C Umgebungstemperatur eine Entladungsrate
von 10 Hz. Antworten auf Rotlicht-Stimulation weisen ein typisch phasisch-
tonisches Muster auf (Schmitz und Trenner 2003). Nach Reizende folgt eine Phase
der Spike-Unterdriickung. Die Empfindlichkeit auf den Rotlichtlaser ist ebenfalls bei
beiden Kaferarten sehr verschieden. Bei M. atrata liegt der Schwellenwert fiir eine
Erhéhung der Feuerrate bei einer Reizintensitat von 40 mW/cm?2, der erste Spike
mit erhdhter Frequenz hat hierbei eine Latenz von etwa 50 ms (Schmitz und
Trenner 2003). Die niedrigste Schwelle bei M. acuminata liegt bei einer
Reizintensitdt von 5 mW/cm2 bei einer Latenz von 5-6 ms (Schmitz und
Bleckmann 1998, Schmitz und Trenner 2003).

Am  Zentralen Nervensystem beider Kafer wurden bislang keine
elektrophysiologischen Untersuchungen durchgeflihrt. Um zentrale Schwellenwerte
infrarotsensitiver Einheiten flir eine Antwort auf thermische Reizung zu ermitteln
sind intrazelluldare Ableitungen notwenig. Diese geben weiterhin die Moglichkeit,
einzelne Zellen zu farben und somit Informationen Uber das der Infrarotsensorik

zugrundeliegende neuronale Netzwerk zu liefern.

Elektrophysiologische Untersuchungen erbrachten den ersten Beleg, dass die PTO-
Sensillen von A. nigricans ebenfalls auf Warmestrahlung reagieren (Schmitz et al
2002). Eine Zunahme in der Temperatur bewirkte eine erhéhte Feuerrate der in
Ruhe aktiven Sensillen, wahrend das Einstellen der Stimulation eine Spike-
Unterdriickung hervorrief (Schmitz et al 2002). Weitergehende Untersuchungen

wurden jedoch bislang nicht durchgefihrt.
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Neben dem Verhalten der pyrophilen Kafer und der Morphologie und Physiologie
ihrer Infrarotorgane ist die neuronale Verschaltung der infrarotsensitiven Sensillen
aller genannten drei Arten von Interesse. Bei M. atrata und A. nigricans wurden
bislang keine neuroanatomischen Untersuchungen durchgefiihrt. Gronenberg et al
fuhrten an M. acuminata erstmals anterograde Farbungen des Infrarotorgans mit
diversen Tracern durch (Gronenberg und Schmitz 1999). Demnach projizieren die
Afferenzen der photomechanischen Sensillen in die meta- und mesothorakalen
Neuromere des fusionierten Meso-Metathorakalganglions. Dort terminieren etwa
50% der Projektionen und konvergieren vermutlich auf aszendierende und
deszendierende Interneurone. Etwa 50% der Afferenzen aszendieren bis in das
Prothorakalganglion, wo sie teilweise kleine Verzweigungen ausbilden. Die Autoren
gehen davon aus, dass 10% der Afferenzen bis ins Oberschlundganglion
aszendieren (Gronenberg und Schmitz 1999). Dies ist jedoch bislang nicht
eindeutig gezeigt. Die Autoren vermuten, dass die Verarbeitung der
Infrarotinformation hauptsachlich anterior der thorakalen Ganglien stattfindet.
Weiterhin  gehen  sie  aufgrund  anatomischer  Ahnlichkeiten  des
Verzweigungsmusters davon aus, dass sich die infrarotsensitiven Neurone von

Neuronen ableiten, die Mechanorezeptoren innervieren.

Zielsetzung dieser Arbeit:

Ein zentraler Teil dieser Arbeit besteht darin, die physiologischen Eigenschaften
der PTO-Sensillen von A. nigricans erstmals detailliert zu charakterisieren und mit
den bekannten infrarotrezeptiven Sensillen der pyrophilen Prachtkdfer und
bekannten Sensillen anderer Modalitaten zu vergleichen. Die
Hauptfragestellungen, die mittels elektrophysiologischer  Untersuchungen
beantwortet werden, sind: 1. Wie ist das generelle Antwortverhalten der Sensillen
auf thermische Reizung? 2. Wie ist die Intensitdatsabhangigkeit der Sensillen?
3. Wie ist das Antwortverhalten der Sensillen auf langanhaltende konstante
Stimuli? 4. Wie ist das zeitliche Aufldsungsvermdgen der Sensillen? Mittels
anterograder Farbungen der Afferenzen der PTO-Sensillen soll die neuronale

Verschaltung aufgeklart werden. Hierdurch sollen Hinweise auf die mogliche
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Phylogenese der Sensillen des prothorakalen Organs gefunden werden. Des
Weiteren sollen Verhaltensbeobachtungen im Freiland gemacht werden. Es soll
untersucht werden, ob ein Zusammenhang von Verhaltensweisen, die auf frischen

Brandflachen gezeigt werden, und sensorischen Leistungen besteht.

Da M. acuminata bezlglich der Infrarotperzeption von allen drei genannten
Kaferarten am Besten untersucht ist, soll hier der Versuch unternommen werden,
erstmals zentrale Einheiten, die in die Wahrnehmung von Infrarotstrahlung
involviert sind, zu untersuchen. Bislang wurden physiologische Untersuchungen
hauptsachlich in der Peripherie am Rezeptor durchgeflihrt. Daher liegt ein
Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Identifikation von zentralen Einzelzellen, die an
der Verarbeitung von Infrarotinformation beteiligt sind. Mittels intrazellularer
Ableitungen ist es mdglich, Informationen (ber die Verarbeitung von
Infrarotreizen, wie beispielsweise die Ermittlung von Schwellenwerten, zu
erhalten, ohne den Rezeptor zu beeintrachtigen. Des Weiteren tragen die
Farbungen der abgeleiteten Einzelzellen dazu bei, die neuronale Verschaltung der
Infrarotinformation aufzuklaren. Neben den elektrophysiologischen Experimenten
soll durch anterograde Farbungen der Infrarotrezeptoren ein weiterer Schritt
unternommen werden, das der Infrarotsensorik zugrundeliegende neuronale
Netzwerk aufzuklaren. Anhand der neuroanatomischen Merkmale der gefarbten
Zellen sollen Hinweise Uber die phylogenetische Herkunft des Infrarotstimuli

verarbeitenden Netzwerkes gewonnen werden.

Es wird erwartet, dass die durch diese Arbeit erlangten Kenntnisse das Wissen
uber Infrarotsensorik bei Kafern erweitern. Der Vergleich von Morphologie,
Physiologie und Funktion der verschiedenen Organ-Typen ist besonders im
Hinblick auf die Evolution infrarotsensorischer Sinnessysteme bei Insekten von

besonderem Interesse.






2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Acanthocnemus nigricans

Adulte A. nigricans wurden auf frischen Waldbrandflachen im Raum Perth,
Westaustralien mit der Hand gefangen und nach Deutschland transportiert. Die
Sammlungen erfolgten jeweils im Februar 2004, 2005 und 2006. Zu den
gefangenen Kafern kommen 123 weitere, die durch die Verhaltensbeobachtungen
in Australien 2006 in die Arbeit eingehen. Die Kafer wurden in Gruppen von bis zu
zehn Tieren in gut durchliifteten Plastikboxen gehalten. Als Nahrung wurden ihnen
verschiedene ungesalzene Nisse und Salat angeboten, Wasser stand immer zur

Verfligung. Unter diesen Bedingung Uberlebten die Kafer bis zu drei Monate.

Melanophila acuminata und Melanophila cuspidata

Im Gegensatz zu A. nigricans wurden MelanophilaKafer nicht als adulte Tiere
gefangen, sondern es wurde mit Melanophila-Larven befallenes Holz beschafft.
2004 und 2005 wurde jeweils im Frahjahr mit M. acuminata befallenes Kiefernholz
in Brandenburg geschlagen und den Sommer Uber im Tierhaus der Universitat
Bonn gelagert. In beiden Jahren stammte das Holz von einem Waldbrand aus dem
Sommer 2003. Die etwas Uber einem Meter langen, ca. 10 cm im Durchmesser
messenden Stamme wurden senkrecht gelagert und einmal wdchentlich
bewassert. Aufgrund geringer Schlupfzahlen 2004 und 2005 wurde im Frihjahr
2006 Holz von einem groBflachigen Waldbrand in Katalonien, Spanien beschafft.
Die Lagerung erfolgte in der oben beschriebenen Weise. Aus diesem Holz
schliipften im Spatsommer 2006 unter anderem 126 M. cuspidata. Die Haltung der
adulten Kafer erfolgte einzeln in Plastikbehadltern. Als Futter dienten verschiedene
Nisse, Rosinen und Salat. Wasser stand immer zur Verfligung. Die Lebensdauer

unter diesen Bedingungen betrug bis zu drei Monate.
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2.2 Elektrophysiologie

Es wurden verschiedene Ableitmethoden an beiden Versuchstieren durchgefiihrt.
Alle Experimente wurden bei einer Raumtemperatur von 21-23°C durchgefiihrt.
Nach dem Entfernen aller Beine wurde der Kafer, Ventralseite nach oben weisend,
mit einem Zweikomponenten-Kleber (Pattern Resin, LS, GC America Inc) auf einen
Halter geklebt. Ein chlorierter Silberdraht im Abdomen des Kafers diente als
Referenzelektrode. Je nach Methode wurden verschiedene Elektrodentypen und

eine unterschiedliche Datenaufzeichnung verwendet.

2.2.1 Extrazellulare Ableitungen an A. nigricans in der

Peripherie

Als Ableitelektroden fiir extrazelluldre Ableitungen am prothorakalen Organ von
A. nigricans wurden elektrolytisch angespitzte Wolframelektroden
(Drahtdurchmesser 100 pm, Spitzendurchmesser < 1 uym) verwendet. Diese
wurden mit Hilfe eines Mikromanipulators (Bachhofer, Reutlingen, Deutschland)
unter visueller und akustischer Kontrolle méglichst wenig tief in das prothorakale

Organ von A. nigricans eingestochen.

2.2.2 Extrazellulare Ableitungen im Zentralen Nervensystem

von M. acuminatabzw. M. cuspidata

Zwei Methoden, um extrazellular im Zentralen Nervensystem abzuleiten, wurden
bei M. acuminata bzw. M. cuspidata angewendet. Zum einen wurden Ableitungen
mit Hakenelektroden aus Wolframdraht an den Konnektiven zwischen
Prothorakalganglion und fusioniertem Meso-Metathorakalganglion durchgefihrt.
Hierzu wurde der Thorax ventral gedffnet. Teile der Kutikula wurden so entfernt,
dass eine rechteckige Offnung entstand, welche durch die duBeren Rénder der
Gruben der Coxen des vorderen und des mittleren Beinpaares begrenzt war.
Hierzu wurde zundchst ein waagerechter Schnitt anterior der Coxen des
prothorakalen Beinpaares gesetzt und beide Gruben der Coxen wurden entfernt.

Der nun posteriore Teil des Prosternums wurde komplett entfernt. Im Folgenden
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wurde ein waagerechter Schnitt an der Grenze zwischen Mesosternum und
Metasternum gesetzt und die Gruben der Coxen des mittleren Beinpaares wurden
entfernt, was zunachst die Durchtrennung der an den Gruben sitzenden Apodeme
erforderte. Zwei laterale Schnitte nach anterior wurden gesetzt und das
Mesosternum  wurde entfernt. Nun lagen das fusionierte  Meso-
Metathorakalganglion und das Prothorakalganglion frei. Das entsprechende
Konnektiv wurde mittels eines Mikromanipulators (siehe 2.2.1.) auf den
Wolframhaken genommen. Ein sehr fein ausgezogener PVC-Schlauch wurde Uiber
die Ableitstelle gestllpt und diente, mit Vaseline gefiillt, als Isolierung der
Ableitstelle.

Zum anderen wurden mit niederohmigen Glaselektroden (Widerstand < 5 MQ)
Feldpotentiale im Meso-Metathorakalganglion abgegriffen. Ebenfalls mit
niederohmigen Glaselektroden (Widerstand < 5MQ) wurden extrazellulare
Potentiale einzelner Zellen im Meso-Metathorakalganglion abgegriffen. In beiden
Fallen waren die Glaselektroden mit 1-molarer Lithiumchloridlésung gefillt. Fir
beide Methoden wurde die Freilegung des Ganglions in derselben Weise

durchgefiihrt wie zuvor beschrieben.

2.2.3 Intrazellulare Ableitungen im Zentralen Nervensystem

von M. acuminatabzw. M. cuspidata

Bei M. acuminata bzw. M cuspidata wurden intrazelluldare Ableitungen im
fusionierten Meso-Metathorakalganglion durchgeflihrt. Die Praparation erfolgte wie
unter 2.2.2 beschrieben. Das Infrarotorgan wurde mittels einer kleinen Wand aus
Silikonkleber (Marina) von der Praparationséffnung isoliert und somit
trockengehalten. Das Ganglion wurde durch Ringerlésung fir Grillen
(siehe Anhang) feucht gehalten. Ein Kkleiner harzbeschichteter Silberring, der
mittels eines Mikromanipulators (siehe 2.2.1) von anterior unter dem Ganglion
positioniert wurde, diente als Unterstiitzung des Ganglions. Das Ganglion wurde
teilweise mit kleinen Kaktusstacheln (Opuntia microdasys) fixiert. In manchen
Praparaten wurde ein zusatzlicher Silberring zu Stabilisierung des Praparates von
ventral auf das Ganglion gesetzt. In etwa 25% der Versuche wurde das Ganglion

fur bis zu 40 Sekunden mit Enzymkristallen (Collagenase Typ IV, Sigma Aldrich)
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behandelt, um die Ganglienhiille anzudauen. Zum Ableiten wurden hauptsachlich
dinnwandige Glaselektroden (TW100F-4, WPI bzw. 100-TF10, Science Products)
mit Widerstanden zwischen 20 und 80 MQ verwendet. Teilweise kamen auch
dickwandige Glaselektroden (GB100-F10, Science Products) zum Einsatz, die
Widerstande lagen hier tber 100 MQ. Die Elektrodenspitzen wurden mit einem
Puller (P 97, Sutter Instruments) gezogen. Die Elektroden wurden mit 1-molarer
Lithiumchloridlésung beflillt, in der Spitze befand sich eine gesattigte Lucifer
Yellow Ldsung (Sigma Aldrich), ebenfalls in Lithiumchlorid. Stichprobenartige
Untersuchungen mit dem Rasterelektronenmikroskop ergaben, dass die
Elektrodenspitzen Spitzendurchmesser unter 100 nm aufwiesen. Die Elektroden
wurden mittels eines Mikromanipulators (Leitz) unter visueller Kontrolle mit dem

Binokular (Leica MZ16) vorgetrieben.

Eine Ubersicht tiber die betreffenden Teile des Zentralen Nervensystems beider
Kéfer inklusive Ableitorte und Ableitmethoden ist schematisch in Abbildung 2.1
dargestellt. Fir M. acuminata bzw. M. cuspidata wird in dieser Abbildung eine
Nomenklatur der Hauptnerven des fusionierten Meso-Metathorakalganglions

eingefiihrt, die in dieser Arbeit im Folgenden verwendet wird.
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Abbildung 2.1: Schematische Ubersicht (ber untersuchte Bereiche des Zentralen
Nervensystems von A. nigricans (A) und M. acuminatabzw. M. cuspidata (B)
Eingezeichnet sind Ableitorte sowie Ableitmethoden.

Abkiirzungen: 0SG=0berschlundganglion, MG=fusioniertes Meso-Metathorakalganglion,
PG=Prothorakalganglion, PO=prothorakales Organ, USG=Unterschlundganglion
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2.2.4 Reizgebung

Um eindeutig zu bestimmen, auf welche Reizmodalitdt die PTO-Sensillen von
A. nigricans antworten, wurden mehrere Reizmodalitaten getestet. Dazu wurden
akustische und mechanische Reize gegeben sowie die relative Luftfeuchte und die
Kohlendioxidkonzentration  verandert.  Akustisch wurde durch  Stimme,
Handeklatschen und verschiedene computergenerierte Téne (100 Hz bis 40 kHz)
gereizt. Als mechanische Stimuli dienten eine Wimper, ein Pinsel oder Druckluft.
Als visuelle Stimuli diente das Licht einer Kaltlichtlampe und Handbewegungen. Als
qualitative thermische Reize wurden Atemluft, Luft aus einem Haarfohn, ein
breitbandiger Infrarotemitter (steady state emitter 2,7 W, Calsensors) und ein
Infrarotlaser (1,15 um (2,0 mW) sowie 3,39 um(3,0 mW), Helium-Neon, Research
Electro-Optics, Inc) verwendet.

Das Strahlprofil des Infrarotlasers wurde mit der sogenannten ,knife edge"
Messung vermessen: eine glatte Metallkante (Rasierklinge) wurde mittels eines
Mikromanipulators in Mikrometer-Schritten durch den Laserstrahl gefahren. Ein
Powermeter (Ophir Nova, Head 3A) in definierter Entfernung wurde verwendet,
um die auftreffende Laserleistung je Einzelschritt zu messen. Die Messung wurde
sowohl in horizontaler als auch vertikaler Richtung durchgefiihrt (siehe Abb. 2.2).
Der Infrarotlaser wurde mittels einer Sensorkarte manuell mdglichst genau auf die
Infrarotorgane des Kafers ausgerichtet, indem die Sensorkarte mdglichst nah vor
die Organe gehalten wurde.

Da sich die Intensitat des Infrarotemitters liber die Entfernung abschwacht, wurde
der Abstand zum Kafer hier manuell variiert um verschiedene Reizintensitaten zu
erhalten. Die Leistung des Emitters flir die jeweiligen Entfernungen wurde dem
zugehdrigen Datenblatt entnommen. Ein selbstgebauter Verschluss diente dazu,
zeitlich definierte Reize geben zu kdnnen Dieser Verschluss wurde manuell
gedffnet und geschlossen. Das Offnen und SchlieBen wurde mit einer
Lichtschranke am Verschluss aufgezeichnet. Da die Dauer des Offnungsvorgangs
(und des SchlieBvorgangs) jedoch unterschiedlich lang dauerte, sind Reizbeginn

und Reizende dennoch nicht exakt festgehalten.
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Abbildung 2.2: Vermessung des Strahlprofils des Infrarotlasers

A Fir beide Wellenlangen (1,15 pm und 3,39 ym) vertikal, B fiir beide Wellenlangen horizontal, C
far 3,4 um vertikal und D fiir 3,4 um horizontal. Es wurde je im Abstand von 60 cm zum Laser
gemessen. Die Strahlprofile sind im Zentrum des Strahls bei einer Leistung von Gber 1 mW bei der
Verwendung beider Wellenldngen (A und B) relativ symmetrisch.

Um die Infrarotorgane beider Kaferarten quantitativ thermisch zu reizen wurde ein
roter Helium-Neon Laser (A=632,8 nm, 54 mW, Melles Griot) verwendet.
Ahnliche Rotlichtlaser wurden in zahlreichen Versuchen erfolgreich als thermischer
Stimulus bei infrarotsensitiven Schlangen und pyrophilen Kéfern eingesetzt (De
Cock Buning et al. 1981a, Schmitz und Trenner 2003). Neutrale Graufilter dienten
zur Abschwachung der Laserintensitat von 549,0 bis auf 1,2 mW/cm2. Die
Intensitat des Lasers wurde mit einem Powermeter (Fieldmaster, Coherent, USA)
gemessen. Der Laserstrahl wurde mittels zweier Spiegel positioniert
(siehe Abb. 2.3). Da der Strahldurchmesser mit 1 mm deutlich gréBer ist, als der

Durchmesser des prothorakalen Organs von A. nigricans und als der Durchmesser
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des Infrarotorgans von M. acuminata und M. cuspidata, lagen die Organe stets im
Zentrum des Strahlquerschnittes.

Ein computergesteuerter motorisierter Verschluss (Uniblitz, VCM-D1, Vincent
Association, USA) diente dazu, variable und zeitlich genau definierte Stimuli zu
geben. Verschlusszeiten lagen unter 4 ms, gemessen mit einer high speed Kamera
(1000 Bilder/Sekunde, Redlake MotionScope M1). Mittels der software Spike 2
(CED, Version 5.0.3) wurden Stimuli mit Puls- bzw. Pausendauern von bis zu
mehreren Sekunden generiert werden. Der VerschluB begrenzte die kiirzeste Puls-
bzw. Pausendauer auf 25 ms.

Um zu testen, ob das Offnen und SchlieBen des Verschlusses die Ableitungen
mechanisch beeinflusst oder eine Antwort der abgeleiteten Einheit hervorruft,

wurden Kontrollversuche durchgefiihrt, in denen der Laser ausgeschaltet war.

Umlenkspiegel

Laser

Filterrad
=

> Verstarker

l

KameraverschluB AD/DA-Wandler

[ |

Elektrode 50Hz-Filter

Computer

A J

Umlenkspiegel

Tierhalter

Abbildung 2.3: Schematische Zeichnung des Versuchsaufbaus far die
Elektrophysiologie am Beispiel einer extrazellularen Ableitung an A. nigricans mit
Rotlicht-Stimulation

Der Reiz (rot) wird mittels zweier Spiegel auf das prothorakale Organ ausgerichtet. Neutrale
Graufilter wurden zur Abschwachung der Intensitét verwendet. Ein Kameraverschluss erméglicht
eine zeitlich definierte Stimulation. Das abgeleitete Signal (blau) wird verstarkt, in einem Computer
gespeichert und ausgewertet.
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2.2.5 Datenaufzeichnung

Die neuronale Aktivitat wurde je nach Ableitmethode mit einem extrazelluldren
Verstarker (DAM 80, WPI) oder einem intrazelluldaren Verstarker (BA-1S, npi)
verstarkt. Der differentielle extrazelluldre Verstarker verstarkte das Signal 1000-
fach. Die Filtereinstellungen wurden fiir die Ableitung von Spikes auf 300 Hz
(Hochpass) und 3000 Hz (Tiefpass) gesetzt, fiir die Ableitung von graduierten
Potentialen auf 1 Hz (Hochpass) und 100 Hz (Tiefpass). Der intrazelluldre
Verstarker verstarkte das Signal 10-fach. Die neuronale Aktivitdt wurde auf einem
Oszilloskop (TDS224, Tektronix) dargestellt, mit einem AD/DA-Wandler digitalisiert
(CED 1401 mikro, Cambridge Electronic Design, UK) und auf Festplatte fiir die
spatere Analyse gespeichert. Zur Verminderung der Stérungen durch die
Netzspannung wurde ein 50 Hz-Filter (HumBug, QuestScientific) zwischen

Verstarker und Oszilloskop geschaltet (siehe Abb. 2.3).

Aufgrund des verwendeten extrazelluldren Verstarkers muss das mit den
Filtereinstellungen 1-100 Hz abgeleitete Signal (graduiertes Potential) jedoch mit
Vorsicht interpretiert werden. Die AC-Kopplung des Verstarkers bewirkt, dass die
Rate der Potentialanderung abgebildet wird. Das urspriingliche Signal ist folglich
monophasisch, die zweite Halbwelle ist artifiziellen Ursprungs (siehe Abb. 2.4). In
dieser Arbeit wurde daher nur die erste Halbwelle des biphasischen Potentials
ausgewertet. Die Amplitude der ersten Halbwelle gibt die Steilheit der Flanke des

urspriinglich monophasischen Signals wieder.

)

Abbildung 2.4: Verdanderung des Originalsignals durch den Extrazellularverstarker am
Beispiel eines Rechteckpulses

Durch die Eigenschaften des Verstdrkers wird bei Filtereinstellungen von 1-100 Hz (Bandpass) aus
einem Rechteckpuls (A) ein biphasisches Signal (B).
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2.2.6 Datenanalyse

Im Fall der extrazelluldren Ableitungen in der Peripherie von A. nigricans wurde
die neuronale Aktivitat meist als Instantanfrequenz (ermittelt aus dem Abstand
von zwei spikes, ohne zeitliches Mitteln) dargestellt. Im Folgenden wird die
Aktivitat der PTO-Sensillen ohne duBere Reizgebung als ,Ruheaktivitat" bezeichnet
Um die Antworten von verschiedenen Sensillen vergleichen zu kénnen, wurde die
Ruheaktivitat tiber mehrer Sekunden ermittelt, auf 100% gesetzt und als Basis flir
eine Normierung der Aktivitat genutzt. Des Weiteren ging die Ruheaktivitat in das
Schwellenkriterium fir eine stimulusbezogene Antwort mit ein. Eine Antwort lag
bei einer Frequenz vor, die hdher war als die Ruheaktivitdt plus die dreimalige
Standardabweichung. Bei 500 ms langen Reizpulsen galt die maximale
Spikefrequenz innerhalb der ersten 250 ms als phasische Antwort, die Uber die
folgenden 250 ms gemittelte Frequenz als tonische Antwort. Bei Stimuli von Uber
500 ms Dauer galt die stabile Plateaufrequenz als tonische Antwort.
Korrelationskoeffizienten far unabhangige Variablen (beispielsweise
Aktionspotential-Frequenz  und  Reizintensitat) wurden  mittels des
Rangkorrelationstests nach Spearman bzw. dem Kruskal-Wallis-Test ermittelt, flr
abhangige Variablen (beispielsweise Latenzen der Antwort eines Sensillums auf
zwei aufeinander folgende Reize) wurden der Wilcoxon-Test bzw. der Friedmann-
Test verwendet.

Um die Prazision der Latenzen des ersten Spikes einer Antwort auf einen Reizpuls
abzuschatzen wurde der Koeffizient der Varianz folgendermaBen ermittelt: die
Standardabweichungen der Latenzen (oat) wurden nach den gemittelten Latenzen
(Atn) gewichtet. Der Koeffizient der Variation lautet C,: C, = oa / At (Holt et al
1996).

Zur Analyse der Daten wurden MS Excel (Version 2000), OpenOffice Calc (Version
2.0) und OriginPro (Version 7.5) verwendet, statistische Tests wurden mit SPSS
(Version 11), Statist (http://statist.wald.intevation.org), dem ,software package R"
(R Development Core Team, 2006) oder Winstat durchgefiihrt. Angegebene

Signifikanzen sind immer zweiseitige Wahrscheinlichkeiten. Die Daten wurden mit
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MS Excel (Version 2000), OriginPro (Version 7.5) oder Grace (http://plasma-

gate.weizmann.ac.il/Grace/, Version 5.99.0) graphisch dargestellt.

2.3 Neuroanatomie

2.3.1 Anterograde Farbungen der Projektionen von
Sinneszellen der Infrarotorgane und Sinneszellen der

Antennen

Anterograde Farbungen der PTO-Sensillen bzw. der photomechanischen Sensillen
wurden bei A. nigricans als und bei M. acuminata bzw. M. cuspidata am lebenden
Kafer durchgefiihrt. Der Kafer wurde mit der Ventralseite nach oben aufgeklebt.
Bei A. nigricans wurde die Kutikula des prothorakalen Organs mit einer
Wolframnadel leicht verletzt. Bei M. acuminata bzw. M. cuspidata wurden die
Kutikulaapparate einzelner Infrarotsensillen mit einer abgebrochenen Glaskapillare
verletzt, teilweise brachen sie dabei heraus. Der in destilliertem Wasser gelOste
Tracer (Neurobiotin, SP-1120, Vector; Lucifer Yellow, Sigma Aldrich) wurde im
Folgenden auf das Infrarotorgan aufgebracht und die Praparationsstelle wurde mit
Vaseline versiegelt. Um den Antennennerv von A. nigricans zu fullen wurde die
Antennenbasis festgeklebt und die Antenne proximal durchtrennt. Mit Vaseline
wurde ein Trog um die Praparationsstelle gespritzt. Dieser wurde mit in
destilliertem Wasser geldéstem Tracer geflillt und mit Vaseline abgedichtet.

Nach einer Laufzeit von bis zu 72 Stunden zwischen 4 und 8°C wurde das
Nervensystem des Kafers herausprapariert und dem verwendeten Tracer

entsprechend prozessiert (siehe Anhang).

2.3.2 Farbungen der Somata mit Toluidinblau

Soma-Farbungen am thorakalen Ganzpraparat wurden bei M. cuspidata
durchgefuhrt. Hierzu wurde das fusionierte Meso-Metathorakalganglion aus dem
lebenden Kafer freiprapariert, direkt in frische Toluidinldsung Uberfihrt und

entsprechend prozessiert (siehe Anhang).
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2.3.3 Mikroskopie und Bildbearbeitung

Die prozessierten Praparate wurden durch eine Alkoholreihe entwassert und in
Methylsalicylat mit einem Floureszenzmikroskop (Leitz DM RBE) analysiert. Die
Praparate wurden mit Hilfe der integrierten Camera Lucida gezeichnet und mit
einer Digitalkamera (Nikon Coolpix 5000) fotografiert. Einige Praparate von
A. nigricans wurden an der RWTH Aachen mit einem konfokalen
Floureszenzmikroskop (Leica TCS SP2) untersucht.

Die Bildbearbeitung erfolgte mit Adobe Photoshop (Version 7.0), Imagel
(Version 1.36) und Corel Draw (Version 12).

2.4 Freilanduntersuchungen zu Okologie und

Verhalten von A. nigricans

Beobachtungen an A. nigricans im Freiland fanden im Februar 2004, 2005 und
2006 im Raum Perth, Westaustralien statt. Das Flugverhalten, Paarungsverhalten
und Eiablageverhalten wurden auf den frischen Brandflachen beobachtet. Die
Fundorte der Kafer wurden unter anderem mittels einer Infrarotkamera
charakterisiert (siehe 2.4.1). Im Hinblick auf eine mégliche Zucht wurden wahrend

der Gefangenschaft weiterhin Eiablage und Larvalentwicklung beobachtet.

2.4.1 Thermografie

Mit einer Infrarotkamera (IR FlexCam, Goratec) wurden Daten Uber die
Temperaturverteilungen auf den frischen Brandflachen erhoben. Die Emissivitat
der Umgebung wurde manuell auf 0,92 gesetzt. Dieser Wert ist ein Mittelwert aus
Emissivitatswerten von sandigem Boden und Eukalyptusrinde und wurde aus
Daten der MODIS UCSE emissivity library (Institute for Computational Earth
System Science) ermittelt. Als Kontrolle der Daten, die die Infrarotkamera lieferte,
wurde die Temperatur zusatzlich mit einem Thermometer gemessen. Ein
Zeigegerat aus Aluminium mit einer Pfeilspitze diente auf den Thermogrammen
(siehe Abb. 2.5) einerseits zur Positionsmarkierung einzelner Kafer, andererseits

auch als MaBstab (Kantenldange der Pfeilspitze: 5 cm).
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Abbildung 2.5: Beispiel eines Thermogramms

Die von der Infrarotkamera gemessenen Temperaturen werden farbig codiert (siehe Skala rechts).
Das gekiihlte pfeilférmige Zeigewerkzeug dient sowohl zur Markierung von Kaferpositionen als
auch als MaBstab (Kantenlange 5 cm). Hier zeigt der Pfeil auf einen Baumstamm Uber heiBem
Untergrund.

2.4.2 Habitatbeschreibungen

Neun von A. nigricans angeflogene ,Hot Spots" (siehe 1.) wurden bezliglich ihrer
GroBe, Form und maximaler Temperatur anhand von Thermogrammen analysiert.
Da die Hot Spots in der Regel keine gleichmaBige Form aufwiesen, wurden ihre
Grenzen folgendermaBen definiert: Jedes Pixel in den Thermogrammen, das eine
Temperatur iber 80°C aufwies, wurde als dem Hot Spot zugehdrig gewertet. 80°C
wurde willklirlich als Grenzwert gewahlt, da davon auszugehen ist, dass diese
Temperatur lebensbedrohlich fiir die Kafer ist. Um die GroBe der Hot Spots
abschatzen zu kénnen, wurde ein Raster Gber die Thermogramme gelegt und die
Flache mittels Auszahlen der im Hot Spot liegenden Rechtecke ermittelt. Die
Rechteckldange des Rasters wurde so angepasst, dass sie immer 2 cm auf der
Brandflache entsprach. Fir eine weitere Abschatzung der GréBe wurde, anhand
des Thermogramms, dem Hot Spot eine Ellipse angepasst und deren Durchmesser
ermittelt. Die ermittelten FlachengréBen erlauben eine vergleichende Abschatzung
der GroéBen der Hot Spots. Es wurden alle Kafer gezahlt, die an den verschiedenen
Hot Spots landeten (,Landing"). Um einen Vergleich der Hot Spots zu
ermdglichen, wurde die Anzahl der landenden Kafer durch die jeweilige

Beobachtungszeit geteilt.



Freilanduntersuchungen zu Okologie und Verhalten von A. nigricans

2.4.3 Analyse des Verhaltens im Freiland

Das Verhalten von 113 Kafern an den neun analysierten Hot Spots wurde
beobachtet. Zu diesem Zweck wurde es in funf Kategorien eingeteilt: ,Landing®,
“Appearance”, “Hiding”, “Search Run” und “Take Off”. Hierbei meint ,Landing",
dass ein Kafer beim Anflug beobachtet wird und in der Umgebung eines Hot Spot
landet; ,Appearance", dass sich ein Kafer bereits in der Naéhe eines Hot Spots
aufhalt und aus dem lockeren Aschematerial auftaucht; ,Search Run™ bedeutet,
dass ein Kafer nah dem Hot Spot umherkrabbelt; ,Hiding" bedeutet, dass ein
Kafer flir mehr als 30 Sekunden unter Asche oder unter Holzstlicken in der Nahe
des Hot Spots verschwindet und , Take Off* meint den Abflug eines Kafers von der
Beobachtungsstelle. Fir jeden beobachteten Kafer wurden ein bis mehrere
Thermogramme aufgenommen. Das Zeigegerat wurde verwendet, um die
Positionen der Kafer auf den Thermogrammen zu markieren.

Um zu testen, ob visuelle Einfllisse eine Rolle bei der Auswahl von Hot Spot
spielen, wurde ein Hot Spot kiinstlich verandert. Wahrend der Datenaufnahme war
der betreffende Hot Spot voll besonnt. Nach der Datenaufnahme wurde der Hot

Spot teilweise kinstlich beschattet. Danach erfolgte eine erneute Datenaufnahme.

2.4.4 Datenanalyse

Fir die Analyse der Thermogramme wurden das Programm Thermography studio
(Goratec, Version 4.7) und MS Excel (Version 2000) verwendet. Die Daten wurden
mit OriginPro (Version 7.5) graphisch dargestellt und mit SPSS (Version 11)

statistisch analysiert.

37






3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen an A. nigricans

3.1.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der PTO-

Sensillen

3.1.1.1 Allgemeine Charakteristika

Insgesamt wurden elektrophysiologische Versuche an 96 Tieren durchgefiihrt. Je
nach Tier wurden ein bis vier Ableitungen an verschiedenen Ableitorten erreicht.
In den meisten Fallen wurden unmittelbar nach der leichten Penetration der
Kutikula des prothorakalen Organs Spikes eines einzelnen Sensillums registriert.
Anhand gleichmaBiger Spike-Form und gleichbleibender Spike-Amplitude lieB sich
dies in der Regel feststellen. Die Amplitude der abgeleiteten Spikes lag meist
zwischen 0,3 und 1 mV. In einigen Fallen wurde die Aktivitat eines weiteren
Sensillums registriert. In der Regel war die Amplitude dieser Spikes jedoch
deutlich geringer (<200 pV) und somit waren beide Sensillen anhand der
Spikeformen gut zu unterscheiden. Einige Ableitungen waren unstabil und nur
wenige Minuten haltbar, in den meisten Fallen waren die Ableitungen jedoch Uber
Stunden hinweg stabil.

Abbildung 3.1 zeigt exemplarisch vier Originalspuren aus vier verschiedenen
Ableitungen. Abbildung 3.1 A zeigt ein typisches Beispiel eines Sensillums, das
eine relativ regelmaBige Ruheaktivitat zeigte (siehe 2.2.6). Abbildung 3.1 B zeigt
ein Beispiel eines Sensillums, dessen Ruheaktivitat unregelmaBig war. Neben dem
regelmaBigen und dem unregelmaBigen Entladungsmuster wurde auch von 14
Sensillen abgeleitet, die ein zwar regelmaBiges, jedoch ,burst-artiges"
Entladungsmuster zeigten, d.h. eine Entladung von mehreren Spikes in schneller
Folge mit anschlieBender Pause der Spike-Aktivitat. Abb. 3.1 C und D zeigen
Beispiele von Zellen, die in Ruhe burst-artig feuerten. Einige Zellen wie in
Abbildung 3.1 C gezeigt, feuerten regelmdaBige bursts von je drei bis sieben
Spikes. Die in Abbildung 3.1 D gezeigte Zelle ist ein Beispiel flir eine Ableitung von

zwei verschiedenen Sensillen, die anhand der Spike-Amplitude zu unterscheiden
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sind: die kleinere Einheit feuert burstartig mit bis zu vier Spikes je burst, die

GroBere Einheit mit relativ regelmaBigen Einzelspikes.
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Abbildung 3.1: Beispiele extrazellularer Ableitungen am prothorakalen Organ von
A. nigricans bei Raumtemperatur

A Die Originalableitung eines Sensillums zeigt eine gleichmaBige Ruheaktivitdt (vertikaler Balken
1 mV, horizontaler Balken 2 s).

B Im Gegensatz dazu feuert dieses Sensillum in Ruhe unregelmaBig (vertikaler Balken 0,2 mV,
horizontaler Balken 4 s).

C Beispiel eines Sensillums, das ein burst-artiges Entladungsmuster zeigt. Mit Absténden von 150
bis 200 ms feuerte diese Zelle bursts von bis zu sieben Spikes mit bis zu 15 ms Inter-Spike-
Intervall. Das Inset zeigt Details eines bursts (Balken 200 pV und 1 s).

D Beispiel einer Ableitung von zwei Sensillen, die anhand ihrer Spike-Amplituden unterscheidbar
sind. Das Sensillum mit der groBeren Amplitude zeigt eine regelmaBige Ruheaktivitat, jenes mit
kleinerer Amplitude feuert im Abstand von etwa 1000 ms bursts von bis zu vier Spikes mit bis zu
10 ms Inter-Spike-Intervall. Das Inset zeigt Details eines bursts (vertikaler Balken 200 pV,
horizontaler Balken 1 s).

Es zeigte sich, dass Zellen, die eine unregelmaBige Ruheaktivitat aufwiesen, kaum
auf Reize reagierten. In den meisten dieser Falle waren die Ableitungen unstabil
und konnten nicht ausreichend lange gehalten werden. Dies gilt auch fir die
Zellen, die ein burst-artiges Entladungsmuster zeigten. Bei Bewegungen der
Elektrode traten teilweise Ubergdnge von regelmaBigen Einzelspikes zu burst-
artigem Entladungsmuster auf und umgekehrt.

Aufgrund dieser Beobachtungen wurden nur Zellen in die Auswertung einbezogen,
die eine regelmdBige Entladungsrate und eine konstante Spike-Amplitude

aufwiesen und deren Ableitung Uber viele Minuten stabil gehalten werden
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konnten. Die im Folgenden gezeigten Daten basieren auf 82 Ableitungen von PTO-
Sensillen von 51 Tieren. Die Entladungsrate der Sensillen lag in Ruhe bei
Raumtemperatur (21-23°C) zwischen 8,7 und 18,8 Hz (14,9 £ 3,8; Mittelwert und
Standardfehler), wobei die jeweilige Entladungsrate der einzelnen Zellen flir die

Dauer des Experiments stabil blieb.

Samtliche verwendeten nicht-thermischen Test-Stimuli flihrten nicht zu einer
Anderung der Ruheaktivitit, wéhrend hingegen alle verwendeten thermischen
Stimuli eine deutliche Frequenzanderung wahrend der Reizung hervorriefen
(siehe 2.2.4).

3.1.1.2 Intensitatsfunktionen

Typische Antworten einer Zelle auf Bestrahlung mit einem Rotlichtlaser
(siehe 2.2.4) sind in Abbildung 3.2 A-D beispielartig flir vier Intensitaten (32,9,
122,4, 185,6, und 549,0 mW/cm2) dargestellt. Das Zeitfenster zeigt ein Intervall
von 1,5 Sekunden vor dem Reiz, die Reizdauer (250 ms) und 1,75 Sekunden
Nachlauf. Kontrollversuche (siehe 2.2.4) belegten, dass keine Anderung der
Ruheaktivitdt durch Stérungen wie beispielsweise Offnen und SchlieBen des
Kameraverschlusses, erfolgte. Bei Bestrahlung mit dem Rotlichtlaser kam es bei
Reizbeginn zu einer typisch phasisch-tonischen Antwort, die wahrend der
gesamten Stimulation anhielt. Die Antwortstarke war dabei intensitdtsabhangig.
Bei Reizung mit 32,9 mW/cm2 (siehe Abb. 3.2 B) erhdhte sich die Rate von 19,6
(Ruheaktivitat) auf 22,1 Hz wahrend des Reizes, bei 549,0 mW/cm2 von 19,3
(Ruheaktivitat) auf 74,4 Hz. Nach Ende der Stimulation kam es zu einer deutlichen
Unterdriickung der Spikes. Die Dauer dieser Spike-Unterdriickung war ebenfalls
intensitatsabhangig. Bei hohen Intensitaten konnte sie bis zu 500 ms anhalten.
Nach dieser Phase der Spike-Unterdriickung kehrte die Aktivitat zu Frequenzen

zurtick, die der Ruheaktivitat vor dem Reiz entsprachen.
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Abbildung 3.2: Intensitatsabhangigkeit der Antwort der Sensillen von A. nigricans bei
Bestrahlung des prothorakalen Organs mit einem Rotlichtlaser

A-D Originalspuren einer Ableitung mit dazugehérigem Rasterplot und Peristimulustime-
histogramm (PSTH) mit je acht Durchldufen (vertikale Balken jeweils 1 mV, horizontale Balken
250 ms, entspricht Stimulationsdauer). Stimulation mit einer Intensitdt von A: 32,9 mW/cm?,
B: 122,4 mW/cm?2, C: 185,6 mW/cm2 und D: 549,0 mW/cm2,

E Intensitdtsabhdngigkeit der Antworten von acht Sensillen bei acht verschiedenen Intensitaten
gemittelt Uber acht Reizgebungen. Die Zellen wurden anhand der Ruheaktivitdt normiert (Balken
250 ms, entspricht Stimulationsdauer), der Standardfehler ist exemplarisch fiir die hdochste
Intensitat gezeigt. SFM=Standardfehler des Mittelwerts

F Intensitdtskennlinien fiir phasische und tonische Antwort und Intensitdtsabhangigkeit der Dauer
der post-Stimulus Spike-Unterdriickung, gemittelt (iber sechs PTO-Sensillen. SFM=Standardfehler
des Mittelwerts

Um die Intensitatsabhangigkeit der Antworten der Sensillen naher zu
charakterisieren, wurden Daten von acht Sensillen sechs verschiedener Kafer
normiert (siehe 2.2.6). Das in Abbildung 3.2 E gezeigte Zeitfenster beinhaltet ein
Intervall von 800 ms vor Reizbeginn, den Stimulus von 250 ms und 550 ms
Nachlauf. Die hier gezeigten acht Intensitaten liegen zwischen 11,4 und
549,0 mW/cm?2. Der Zeitverlauf der Antwort entspricht dem in Abbildungen 3.2 B-
D gezeigten: Eine phasisch-tonische Antwort erfolgt auf Bestrahlung des
prothorakalen Organs, gefolgt von einer Phase der Spike-Unterdriickung. Die
Dauer dieser Spike-Unterdriickung war ebenfalls deutlich intensitatsabhangig und
lag zwischen 110 und 310 ms. Die hdchste erreichte Frequenz (bei der hdchsten
verwendeten Intensitat von 549 mW/cm2) lag etwa bei 74 Hz und entspricht somit
480% der Ruheaktivitat. Latenzen der maximalen Erregung (Latenz des Spikes mit

dem kirzesten Inter-Spike-Intervall zum vorigen Spike) lagen zwischen 80 und
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110 ms. Die kirzesten Latenzen des ersten Spikes von 20 ms wurden bei der
hochsten Intensitat von 549 mW/cm2 gemessen.

Das Schwellenkriterium flr eine Antwort auf Bestrahlung mit dem Rotlichtlaser
wurde nach 20 bis 40 ms erreicht (siehe 2.2.6). Die niedrigste Intensitat, die zu
einer dem Schwellenkriterium entsprechenden Antwort fihrte, lag bei
25,4 mW/cm?2 wahrend bei 11,4 mW/cm?2 keine klare Antwort mehr festzustellen
war. Daher liegt der gemittelte Schwellenwert der untersuchten acht Sensillen
zwischen 11 und 25 mW/cm2. In Abbildung 3.2 F sind die maximalen Frequenzen
(phasischer Antwortteil), die durchschnittlichen Frequenzen (tonischer Antwortteil)
und die durchschnittliche Dauer der post-Stimulus Spike-Unterdriickung gegen die
Bestrahlungsintensitdten aufgetragen. Hier wurden 500 ms lange Stimuli
verwendet, um den tonischen Anteil der Antwort analysieren zu kdnnen
(siehe 2.2.6). Alle drei genannten Parameter nahmen mit steigender
Stimulusintensitat zu. (Spearman: p=0,91; 0,83 und 0,93 flir jeweils phasische
und tonische Exzitation und die Spike-Unterdriickung, p<0,001; n= je 56, 56 bzw.
48; N= je 7, 7 bzw. 6 Sensillen). Der Kurvenverlauf zeigt, dass mit der héchsten
verwendeten Stimulus-Intensitat (549,0 mW/cm?2) keine Séttigung der Antwort
des PTO-Sensillums erzielt werden konnte. Die Daten lassen sich jedoch anhand
von linearen Beziehungen der drei genannten Parameter zu der Stimulusintensitat
quantifizieren. Die Regressionskurve zur phasischen Antwort lautet:
f(x)=121,9+0,54x (R2=0,89). Der zu 100% Instantanfrequenz (Ruheaktivitat)
korrelierende Intensitatswert liegt im negativen Bereich der x-Achse, so dass keine
Aussage Uber den Schwellenwert moglich ist. Die ermittelte Regressionskurve zur
tonischen Antwort lautet: f(x)=96,4+0,23x (R2=0,78). Diese Kurve erlaubt eine
Abschatzung des Schwellenwerts fir die tonische Exzitation, da der zu 100%
Instantanfrequenz korrespondierende Wert bei einer Intensitat von 12,5 mW/cm2
liegt. Dieser Schwellenwert liegt im unteren Bereich des zuvor ermittelten
Schwellenintervalls (s.0.). Der grau schattierte Bereich in Abbildung 3.2 F stellt
den Antwortbereich der maximalen Frequenzen dar, den die einzelnen Sensillen
abdecken. Vergleicht man die Intensitatsabhangigkeiten der Sensillen, so
unterscheiden sie sich sowohl beziiglich der Frequenz der Ruheaktivitat als auch
beziglich der Steigungen der Exzitationskurven. Dasjenige Sensillum, welches die

schwachste Antwort auf den Stimulus zeigte (untere gestrichelte Linie in
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Abb. 3.2 F) zeigte vor Reizbeginn eine Frequenz von 9,7 Hz und erreichte eine
maximale Frequenz von 41,9 Hz. Das Sensillum mit der starksten Antwort
hingegen zeigte eine Ruheaktivitdt von 13,8 Hz und erreichte bei Stimulation
69,2 Hz. Die dazugehdrigen Steigungen der Regressionskurven lagen bei 0,06 und
0,1 Hz/(mW/cm?2). Es konnte keine Korrelation zwischen der Ruheaktivitat und der
maximalen Feuerrate festgestellt werden (Spearman p=0,47; p=0,01; N=14). Die
Frage stellt sich, ob unterschiedliche Klassen von Sensillen existieren, deren
Bestfrequenzen bei verschiedenen Intensitdten liegen. Um dies herauszufinden,
wurden die erreichten Maximalfrequenzen bei drei verschiedenen Intensitdten
zwischen den Sensillen verglichen. Das Ergebnis zeigt, dass inter-individuelle
Unterschiede bestehen (Kruskal-Wallis Test, 25 mW/cm2: H=38,9; p<0,001;
186 mW/cm2: H = 43,1; p<0,001; 549 mW/cm?2: H=45,2; p<0,001; N=6, n=8 fir

jede Intensitat).

3.1.1.3 Antworten auf langanhaltende Stimuli

Um herauszufinden, wie die Sensillen von A. nigricans auf konstante,
langanhaltende Stimuli reagieren, wurde die Reaktion auf Stimuli von 3 Sekunden
Dauer getestet. Abbildung 3.3 A zeigt eine Originalspur bei der héchsten Intensitat
von 549,0 mW/cmz2. Das Zeitfenster beinhaltet 1,5 Sekunden vor Reizbeginn, die
3 Sekunden andauernde Stimulation und 2 Sekunden Nachlauf. Der Rasterplot und
das Peristimulustimehistogramm (PSTH) Uber funf Durchldufe zeigen, dass die
Antwort grundsatzlich dem aus Abbildung 3.2 bekannten Antwortschema
entspricht: Auf eine phasisch-tonische Antwort bei Reizbeginn (Maximum nach
etwa 50 ms) folgt nach Reizende eine post Stimulus Spike-Unterdriickung von
380 ms Dauer. Abbildung 3.3 B zeigt, dhnlich Abb. 3.2 E, den Frequenzverlauf bei
funf Gberschwelligen Intensitaten (63,7, 122,4, 185,6, 378,8 und 549,0 mW/cm?2)
Uber flinf Sensillen gemittelt. Die prozentuale Normierung erfolgte wieder mittels
der Ruheaktivitat.

Die konstante, iber 3 Sekunden anhaltende, Reizung zeigt, dass innerhalb etwa
einer Sekunde nach Reizbeginn ein Plateau der Antwortstarke erreicht wird. Diese
Abnahme in der Antwortstarke f(t) (t=Zeit) kann fiir héhere Intensitaten (185,6
bis 549,0 mMW/cm2) mit der Formel f(t)=a+blog(t) beschrieben werden
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(0,58<R2<0,87). Das Plateau in der Antwortstarke hielt fiir mindestens
10 Sekunden an (Daten hier nicht gezeigt). Flir niedrige Intensitdten lieBen sich
keine aussagekraftigen Regressionskurven ermitteln. Wie in den bereits
vorgestellten Intensitatskennlinien fir kurze Reize (siehe Abb. 3.2 E) nahm die
Antwortstarke sowohl der tonischen als auch der phasischen Antwort mit
steigender Intensitat zu. In Abbildung 3.3 C ist das Verhaltnis der phasischen zu
der tonischen Feuerfrequenz (siehe 2.2.6) gegen die Bestrahlungsintensitat
aufgetragen (Daten aus Abbildung 3.3 B). Dieses Verhaltnis steigt mit
zunehmender Reizintensitat an, der phasische Antwortteil nimmt folglich starker

ab als der tonische.
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Abbildung 3.3: Antworten der Sensillen von A. nigricans auf eine drei Sekunden
anhaltende Stimulation mit Rotlicht

A Beispiel einer Originalspur mit zugehérigem Rasterplot und Peristimulustimehistogramm (PSTH)
(vertikaler Balken 200 pV, horizontaler Balken 3 s, entspricht Stimulationsdauer).

B Zeitverlauf: Normierte Instantanfrequenz von fiinf Sensillen fiir fiinf Intensitaten gegen die Zeit
aufgetragen (Balken 3's, entspricht Stimulationsdauer). Die Standardfehler sind nur bei einer
Intensitat exemplarisch gezeigt. SFM=Standardfehler des Mittelwerts

C Verhaltnis der phasischen zur tonischen Antwort aufgetragen gegen die Intensitat.

3.1.1.4 Zeitliche Charakteristika: Effekte der Pausendauer

Auf der frischen Waldbrandflache fliegt A. nigricans nicht (ber einheitlichen,
sondern Uber wechselnden Oberflachentemperaturen. Aufgrund dessen stellt ein
langer andauernder konstanter Reiz vermutlich keinen nattirlichen Stimulus dar.

Es stellt sich die Frage, wie Pausen zwischen zwei Stimuli die
Antworteigenschaften der PTO-Sensillen beeinflussen. Um dies zu testen wurden
Zwillings-Pulse™ gegeben: ,Puls 1 und ,Puls2" (siehe Abb. 3.4 A). Diese
Zwillings-Pulse waren bezlglich der Dauer (500 ms) und der Intensitat
(549,0 mW/cm?2) identisch. Die Pausendauer zwischen Puls 1 und Puls 2 wurde
zwischen 46 und 3000 ms variiert (46, 93, 187, 375, 750, 1500 und 3000 ms), das
Intervall zwischen den Zwillings-Puls-Paaren war immer 2 Sekunden. Diese Zeit
reichte aus, um die Sensillen wieder zu ihrer Ruheaktivitat zurlickkehren zu lassen.
Somit wurde gewahrleistet, dass flir jedes Reizpaar identische Bedingungen
herrschten.

Die variablen Pausendauern wurden entweder in aufsteigender Reihenfolge (46-
3000 ms), in absteigender Reihenfolge (3000 - 46 ms) oder in zufalliger
Reihenfolge (187, 1500, 46, 750, 3000, 375 und 93 ms) prasentiert.
Abbildung 3.4 B stellt das Verhaltnis der Spike-Anzahl, die wahrend Puls 2
generiert wurde, zu der Spike-Anzahl, die wahrend Puls 1 generiert wurde, gegen
die Pausendauer dar (N=7). Dieses Verhdltnis gibt an, inwiefern sich die
Antwortstarke auf Puls 2 verandert. Von Interesse ist hierbei, ob bei kirzeren
Pausendauern eine Beeinflussung der Antwort auf Puls 2 durch die Antwort auf
Puls 1 festzustellen ist. Die Gegeniberstellung der Art und Weise der
Pulsprasentation in diesem Balkendiagramm zeigt, dass diese offensichtlich keine

Rolle flir die Antwort der Sensillen spielt. Zwischen auf- und absteigender und
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zufalliger Reihenfolge der Puls-Paar-Abfolge liegen keine signifikanten
Unterschiede vor, es zeigen sich also keine Hystereseeffekte.

Abbildung 3.4 C fasst die Ergebnisse eines Versuchs zusammen, in welchem mit
auf- und absteigender Reihenfolge der Pausendauern gereizt wurde (N=7, n=10
Wiederholungen je Pausendauer und Sensillum). Das Verhaltnis zwischen der
Spike-Anzahl wahrend Puls 2 und der Spike-Anzahl wahrend Puls 1 wird hier
erneut genutzt, um Veranderungen der Antwortstarke zwischen Puls 1 und Puls 2
festzustellen. Von der langsten Pausendauer (3000 ms) bis zu einer Pausendauer
von 375 ms bleibt dieses Verhaltnis konstant bei Werten um 1, es treten also etwa
gleich viele Spikes bei der Antwort auf Puls 1 wie bei der Antwort auf Puls 2 auf.
Sind die Pausendauern jedoch auf unter 375 ms verkiirzt, so nimmt das Verhaltnis
deutlich ab, d.h. es werden weniger Spikes auf Puls 2 als auf Puls 1 hin generiert.
Um Aussagen uber das zeitliche Auflésungsvermdgen der PTO-Sensillen bei
Pausendauern unter 46 ms treffen zu kdnnen, wurde den Daten eine
entsprechende  hyperbolische  Funktion angepasst: f(x)=x/(18.70+1,02x),
R2=0.82. Korrespondierende Frequenzwerte liegen bei einer Reizintensitat von
549 mW/cm?2 deutlich Gber der Ruheaktivitdt. Folglich liegt bei 50% des
Verhaltnisses der Spike-Anzahlen eine deutliche Antwort auf den Reiz vor. Wie in
Abbildung 3.4 C zu erkennen ist, liegt der entsprechende Wert bei 22 ms. Die
Sensillen sind demnach in der Lage, eine Pausendauer von 22 ms zwischen zwei

identischen Pulsen dieser Intensitat zu erkennen.
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Abbildung 3.4: Antworten der PTO-Sensillen von A. nigricans auf Stimulation mit
variierenden Pausendauern zwischen identischen Reizen

A Beispiel einer Reizspur zur Verdeutlichung der Stimulationsfolge. Es werden jeweils
Zwillingspulse gegeben, zwischen denen die Pausendauer variiert wird (Puls 1 und Puls 2). Die
Pause zwischen den Reizpaaren betragt immer 2 Sekunden. In diesem Beispiel wird die
Pausendauer zwischen den Zwillingspulsen stufenweise verringert (3000 bis 46 ms).

B Balkendiagramm des Verhaltnisses der Spike-Anzahl wéahrend Puls 2 zu derjenigen wahrend
Puls 1. Verglichen werden aufsteigende und absteigende Reihenfolge der Pulsprasentation, sowie
die zufallige Reizprasentation.

C Verhaltnis der Spikeanzahl wahrend Puls 2 zu derjenigen wahrend Puls 1 aufgetragen gegen die
Pausendauer. Auf der rechten y-Achse ist die Latenz des ersten Spikes auf Puls 2 aufgetragen.
SFM=Standardfehler des Mittelwerts

D Verhéltnis der Spike-Anzahl auf Puls 2 zur Spike-Anzahl auf Puls 1 aufgetragen gegen die Latenz.
Eine deutliche Korrelation besteht zwischen diesen beiden Parametern (R2=0,81).

E Dieselbe Auftragung wie in C, jedoch fir nur ein PTO-Sensillum bei Reizung mit 122,4 mW/cm?2.
SFM=Standardfehler des Mittelwerts
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Ebenfalls in Abbildung 3.4 C ist die Latenz des ersten Spikes auf Puls 2 hin
aufgetragen. Sie nimmt bei Pausendauern unter 750 ms zu, bei Pausendauern von
46 ms hat sie sich im Vergleich zu Pausendauern bei 750 ms mehr als verdreifacht
(67,1 ms zu 21,1 ms). Um den Einfluss der Latenzen auf die Spike-Anzahl bei
beiden Pulsen zu testen wurden die Latenzen des jeweils ersten Spikes bei Puls 1
und Puls 2 mittels Wilcoxon-Test verglichen. Flir Pausendauern Uber 375 ms
waren die Latenzen etwa gleich (0,29<p<1), fir Pausendauern unter 375 ms
jedoch waren die Latenzen signifikant verschieden (p<0,005; N=7, n=10 Latenz-
Paare je Pausendauer). Eine deutliche Korrelation zwischen Latenzen und Spike-
Verhaltnissen zeigt, dass die steigende Latenz vermutlich zu der sinkenden Spike-
Anzahl bei Puls 2 bei kurzen Pausendauern beitragt (siehe Abb. 3.4 D, Spearman
p=-0,85; p<0,001; N=7, n=10).

Abbildung 3.4 E stellt, in der gleichen Weise wie Abbildung 3.4 C, ebenfalls das
Verhaltnis der Spike-Anzahl (Puls 2/Puls 1) und die Latenz gegen die Pausendauer
dar, hier jedoch fir eine schwdachere Reizintensitdt (122,4 mW/cm2). Das
Verhaltnis der Spike-Anzahl bleibt bis zu einer Pausendauer von 93 ms zwischen
0,97 und 1, bei der kiirzesten Pausendauer von 46 ms ist eine leichte Abnahme
auf 0,91 zu verzeichnen. Der Effekt, dass bei kurzen Pausendauern die Antwort
auf Puls 2 verringert wird, ist folglich wesentlich weniger ausgepragt als bei einer
hohen Intensitdt. Betrachtet man die Latenzen des ersten Spikes der Antwort auf
Puls 2, so findet sich keine Zunahme hin zu kiirzeren Pausendauern (3000 ms

Pausendauer: 51 ms Latenz; 46 ms Pausendauer: 50 ms Latenz).

3.1.1.5 Zeitliche Charakteristika: Effekte der Stimulus Frequenz

Da Pausen zwischen zwei Pulsen offensichtlich die Antwortstarke der Sensillen
beeinflussen, ist zu erwarten, dass die Antwort auf repetetive Stimuli ebenfalls
durch die Dauer der Pausen zwischen den Stimuli beeinflusst wird. Daher wurden
Pulsfolgen mit vier verschiedenen Pausen-/Pulsdauern als Reiz prasentiert (25/25,
50/50, 75/75 und 100/100 ms). Das Tastverhaltnis (duty cycle) lag konstant bei
50%, um eine identische Bestrahlungszeit und eine &hnliche Spike-Anzahl in
einem definierten Zeitfenster zu gewahrleisten. Abbildung 3.5 A zeigt das

Antwortverhalten eines einzelnen Sensillums fiir alle vier Reiz- bzw. Pausendauern
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bei der hdchsten Intensitdt von 549,0 mW/cm2. Das Zeitfenster der Reizung
wurde so gewahlt, dass jede Einzelabbildung eine etwa gleich hohe Anzahl an
Spikes enthalt (n=94, 99, 100 und 101 fir 25/25, 50/50, 75/75 und 100/100 ms).
Um dies zu erreichen, wurde jeweils eine unterschiedliche Anzahl an Reizen
ausgewertet (n=100, 50, 33 und 25 fiur 25/25, 50/50, 75/75 und 100/100 ms).
Ladngere Reize flhrten zu einer hdéheren Spike-Anzahl in der Antwort: 100 ms
dauernde Pulse fiuhrten zu etwa 3,5 Spikes pro Reiz, 25 ms dauernde Pulse zu
etwa 0,9 Spikes je Reizpuls. Bei dem kirzesten Reiz erfolgt die Beantwortung des
Stimulus erst nach Reizende.

Abbildung 3.5 B fasst die reizabhangige Verminderung der Antwort zusammen.
Hier wurde eine identische Anzahl an Reizpulsen (100) fir jede Reiz- bzw.
Pausendauer gegeben (N=6 Tiere). Innerhalb der ersten zehn Reize erfolgt eine
deutliche Abnahme der Antwortstdarke, im Folgenden bleibt die Frequenz stabil.
Aufgrund der in Abbildung 3.4 C gezeigten Daten wirde man erwarten, dass auch
in diesem Versuch die Latenz des ersten Spikes nach Reizbeginn mit abnehmender
Pausendauer zunimmt. Dieses ist jedoch nicht der Fall. Die gemittelte Latenz bei
dem repetetiven Reizmuster fallt von 54,3 + 4,4 ms (Mittelwert und
Standardfehler) fur 100 ms auf 41,5 + 4,6 ms (Mittelwert und Standardfehler) fir
25 ms Pausendauer (p=0,007; Friedman X2=15,71; N=6, n=60 Spikes, nur der
20. bis 80. Reiz wurden hierflir ausgewertet).

Der Variationskoeffizient C, der Latenzen (siehe 2.2.6), driickt die Gite der
Prazision der Antwort aus. Er variierte zwischen 0,15 und 0,29 fiir Pausendauern
von 25 ms in sechs Experimenten, die Latenzen waren hier normal verteilt
(Kolmogorov-Smirnov-Test, p<0,001, siehe Abb. 3.5 C). Bei 100 ms andauernden
Pausen weitete sich der Bereich des Variationskoeffizienten auf und variierte
zwischen 0,60 und 1,16. Die Latenzen bei repetetiven Stimuli variieren folglich bei

langeren Reiz- und Pausendauern starker als bei kurzen.
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Abbildung 3.5: Antwort der PTO-Sensillen von A. nigricans auf eine repetetive
Stimulation mit verschiedenen Frequenzen

A Peristimulustimehistogramme (PSTHs) der Antwort eines kutikuldren Sensillums auf Bestrahlung
mit variierenden Stimulusfrequenzen (Tastverhdltnis immer 50%, Intensitat: 549,0 mW/cm?2). Puls-
Pausendauern: 100/100, 75/75, 50/50 und 25/25 ms. Die Zeitfenster und Klassenbreiten wurden
so angeglichen, dass jeweils die 2,25-fache Dauer des Reizes angegeben ist und dieselbe Anzahl
an Klassen fiir alle Reize besteht. Die Anzahl der ausgewerteten Reize wurde so angepasst, dass
dieselbe Bestrahlungszeit fiir alle vier Reize besteht. Die Spike-Anzahl, die je Reiz ausgeldst wird,
verringert sich mit sinkender Stimulusfrequenz. Der grau schattierte Bereich entspricht der
Stimulationsdauer.

B Auftragung der Spike-Anzahl je Puls gegeniiber der Stimulusnummer fiir alle vier Puls-
Pausendauern. Aufgrund besserer Ubersichtlichkeit sind nur die Werte fiir jeden zehnten Puls
gezeigt.

C Variationskoeffizienten der Latenz des ersten Spikes auf Puls 2 fiir sechs verschiedene Sensillen
bei vier verschiedenen Puls-/Pausendauern. Bei langeren Reizen variiert die Latenz deutlich starker
als bei kurzen.

D Peristimulustimehistogramme (PSTHs) der Antwort desselben Sensillums wie in A bei gleichem
Reizparadigma, jedoch bei einer schwacheren Reizintensitat von 122,4 mW/cm2.

Abbildung 3.5 D zeigt das Antwortverhalten desselben Sensillums wie in
Abbildung 3.5 A erneut flir alle vier Reiz- bzw. Pausendauern, jedoch fir eine
geringere Reizintensitat von 122,4 mW/cm2. Aufgrund der insgesamt schwacheren
Antwort findet sich keine klare Abbildung einzelner Spikes wieder. Bei Reizdauern
von 100 und 75 ms ist eine leicht erhéhte Spike-Anzahl im Bereich von 50 ms nach
Reizbeginn festzustellen, dieser Effekt ist jedoch undeutlich. Eine Bestimmung von

Latenzen ist daher nicht moglich.

3.1.1.6 Graduierte Potenziale

Durch veranderte Filtereinstellung des extrazelluldren Verstarkers (siehe 2.2.5)
wurden zusatzlich zu der Aufnahme von Einzelspikes graduierte Potenziale
abgeleitet. Dies war, vermutlich aufgrund der Elektrodenposition, nur bei einigen
wenigen Sensillen moglich. Abbildung 3.6 A und 3.6 B zeigen die, je uber 100
Durchlaufe gemittelte Antworten eines Sensillums auf zwei Rotlichtstimuli gleicher
Dauer (250 ms), aber verschiedener Intensitat. Das Signal weist
Potenzialanderungen in Form von zwei Halbwellen auf, von denen die zweite
jedoch artifiziellen Ursprungs ist und daher hier keine weitere Beachtung findet
(siehe 2.2.5).

Die Dauer der ersten Halbwelle entspricht der Stimulationsdauer. In

Abbildung 3.6 A sind sieben Spikes zu erkennen, die dem graduierten Potenzial
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aufsitzen. Bei reduzierter Reizintensitat reduziert sich auch die Potenzialanderung
wahrend des Reizes. Einzelne Spikes sind nicht mehr erkennbar
(siehe Abb. 3.6 B). Abbildung 3.6 C zeigt ein graduiertes Potenzial eines weiteren
kutikularen Sensillums. Diesmal wurde jedoch die Antwort auf einen langeren Reiz
(1000 ms) bei der hdchsten Intensitat (549,0 mW/cm?2) getestet. Erneut sind zu
Beginn des Reizes Spikes zu erkennen, die dem graduierten Potenzial aufsitzen.
Nach 450 ms kehrt das Potenzial wieder auf den Ruhewert vor Beginn der Reizung
zurtick. Abbildung 3.6 D fasst die Antworten eines Sensillums bei Reizung mit
verschiedenen Intensitdten zusammen. Gemittelt wurde Gber 100 Reize von je
250 ms Dauer. Die Antworten auf Stimuli fUnf verschiedener Intensitaten zwischen
4 und 549,0 mW/cm?2 sind gezeigt. Die Amplitude der ersten Halbwelle des
graduierten Potenzials ist deutlich intensitdtsabhangig und steigt mit steigender
Reizintensitat. Erneut Uberlagern Spikes das graduierte Potenzial. Die gepunktete
Flache in Abbildung 3.6 D zeigt den relativen Verlauf der analogen Spike-Frequenz
(siehe Abb. 3.2 E). Die Dauer der ersten Halbwelle des graduierten Potenzials

entspricht diesem Zeitverlauf.

Bei der niedrigsten gezeigten Intensitat von 4,4 mW/cm? ist keine klare Antwort
mehr zu erkennen, wahrend die nachsthohere Intensitat von 18,7 mW/cm?2 eine
deutliche Potenzialdnderung hervorruft. Der Schwellenwert fiir eine reizkorrelierte
Antwort des graduierten Potenzials liegt daher zwischen 4,4 und 18,7 mW/cmz2,
Dieser Bereich Uberlagert sich teilweise mit den Schwellenwerten die anhand der
Messungen der Intensitatsfunktionen ermittelt wurden (11-25 mW/cm?2,
siehe 3.1.1.2). In Abbildung 3.6 E sind die Amplituden der graduierten Potenziale
mittels ihrer Integrale fiir zehn verschiedene Intensitaten quantifiziert. In dieser
Abbildung zeigt sich die proportionale Intensitatsabhangigkeit der Integrale des
graduierten  Potenzials, normiert Uber mehrere Sensillen (Spearman
Rangkorrelation, r=0,76 und 0,87, p<0,001, N=3).
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Abbildung 3.6: Ableitung von graduierten Potenzialen von den PTO-Sensillen von
A. nigricans bei Rotlichtstimulation

A Beispiel einer gemittelten Ableitung (100 Durchldufe). Bei Reizung mit 549,0 mW/cm2 erfolgt
eine Potenzialdnderung, die einzelnen Spikes sitzen dem Potenzial auf. Der zeitliche Verlauf der
ersten Halbwelle korreliert mit der Reizdauer (vertikaler Balken 200 pV, horizontaler Balken
250 ms, entspricht Stimulationsdauer).

B Reizung mit 185 mW/cm2 (100 Durchldufe, vertikaler Balken 200 pV, horizontaler Balken
250 ms, entspricht Stimulationsdauer).

C Lange Reizung mit 549 mW/cm2 (80 Durchldufe, vertikaler Balken 200 pV, horizontaler Balken
1 s, entspricht Stimulationsdauer).

D Antwort eines Sensillums bei fiinf Intensitaten gegen die Zeit aufgetragen. Die Dauer der ersten
Halbwelle korreliert mit der relativen Instantanfrequenz (schattiert, Balken 250 ms, entspricht
Stimulationsdauer).

E Integrale der Potenziale aufgetragen gegen die Intensitdt. Es besteht ein deutlicher linearer
Zusammenhang zwischen IntegralgroBe und Intensitat. SFM=Standardfehler des Mittelwerts

3.1.1.7 Antworten auf einen Breitband Infrarotemitter und einen

Infrarotlaser im Vergleich zu Antworten auf Rotlicht-Stimuli

Um verschiedene thermische Stimuli vergleichen zu kdnnen, wurden neben dem
Rotlichtlaser auch ein breitbandiger Infrarotemitter und ein Infrarotlaser zur
Stimulation eingesetzt (siehe 2.2.4). Um die Antworten auf einen breitbandigen
Infrarotemitter mit den Antworten auf einen Rotlichtlaser vergleichen zu kénnen,
werden im Folgenden Antworten von sechs PTO-Sensillen dargestellt, die auf
beide Reize getestet wurden. In Abbildung 3.7 A ist der Zeitverlauf der Antwort
eines einzelnen Sensillums auf Reizung mit verschiedenen Intensitdten des
Infrarotemitters  dargestellt. ~ Ahnlich  wie in  Abbildung 3.2 E  sind
Instantanfrequenzen gegen die Zeit aufgetragen. Bei Reizbeginn erfolgt eine
deutliche intensitatsabhdngige Zunahme der Instantanfrequenz. Aufgrund der
manuellen Reizgebung ist es nicht moglich, eine Aussage Uber Latenzen oder
Dauer der post-stimulus Spike-Unterdriickung zu machen (siehe 2.2.4). Die
Ruheaktivitat vor Reizbeginn ist bei hohen Intensitaten aufgrund der Erwarmung
des Verschlusses artifiziell nach oben verschoben. Dies erschwert die exakte
Auswertung. Der Schwellenwert bei Reizung mit dem Infrarotemitter liegt bei
diesem Sensillum bei 17 mW/cm?2 (Kriterium flir eine Antwort siehe 2.2.6). Bei der
héchstmdglichen Intensitdt von 340 mW/cm? liegt die maximale Spike-Frequenz
bei 28,9 Hz. Im Vergleich dazu liegt die héchste Frequenz bei Antwort auf einen
Rotlichtreiz bei 36,0 Hz (siehe Abb. 3.7 B). Bei einer vergleichbaren Frequenz von

29,6 Hz liegt die korrespondierende Intensitat des Rotlichtlasers bei 254 mW/cm2.
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Um eine ahnlich starke Antwort hervorzurufen, ist folglich bei Reizung mit dem
Rotlichtlaser eine niedrigere Intensitat nétig, als bei Reizung mit dem
Infrarotemitter. Abbildungen 3.7 C und D zeigen erneut die Zeitverldufe bei
Reizung mit Infrarotemitter und Reizung mit Rotlicht, jedoch gemittelt Gber
mehrere Sensillen (N=6). Normiert wurde erneut mittels der Ruheaktivitat. Fur
eine klarere Darstellung ist jeweils nur eine Auswahl der verwendeten Intensitdten
dargestellt. Es zeigt sich ein ahnliches Bild wie in Abbildungen 3.7 A und B:
181,1% der Ruhefrequenz werden bei Reizung mit dem Emitter bei der héchsten
Intensitat (340 mW/cm?2) erreicht, wahrend bei Reizung mit Rotlichtlaser eine
normierte Frequenz von 210,7% bereits bei einer Intensitat von nur 185 mW/cm?2
erreicht wird. Bei Reizung mit Rotlicht sind die Antworten auf alle gezeigten Reize
deutlich Uberschwellig (niedrigste gezeigte Intensitat: 25 mW/cm2), bei Reizung
mit dem Infrarotemitter liegt eine deutliche Antwort ebenfalls bei der niedrigsten
Intensitat vor (20 mW/cm2). Bezlglich des Schwellenwertes ist folglich kein
deutlicher Unterschied zwischen den beiden Reizarten festzustellen. Die
Frequenzkennlinien (Abbildungen 3.7 E und F) zeigen, dass bei Reizung mit dem
Rotlichtlaser im Vergleich zur Reizung mit dem Infrarotemitter deutlich niedrigere
Intensitaten bendtigt werden, um a&hnlich starke Antworten hervorzurufen.
100 mW/cm? flhrten beispielsweise zu einer Frequenzerhéhung von etwa 48%

bei Rotlichtreizung, jedoch zu nur 14% bei Reizung mit dem Infrarotemitter.

Neben Stimulation mit einem Infrarotemitter wurden auch Versuche mit einem
Infrarotlaser als Reizquelle durchgeflihrt (siehe 2.2.4). Abbildung 3.8 zeigt eine
Originalspur als Beispiel fir eine Antwort auf Stimulation mit einem Infrarotlaser.
Die héchstmdgliche Intensitdt (265,0 mW/cm2) und beide Wellenldngen (1,14 pm
und 3,39 um) wurden als Reiz gegeben. Wie bereits von der Reizung mit dem
Rotlichtlaser bekannt (siehe 3.1.1.2), erfolgte eine typisch phasisch-tonische
Antwort, gefolgt von einer post-stimulus Spike-Unterdriickung. Die normierte
Frequenz stieg wahrend des Reizes auf 194,5% der Ruheaktivitdt. Die Spike-

Unterdriickung dauerte etwa 190 ms an.
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Abbildung 3.7: Vergleich der Antworten der Sensillen von A. nigricans bei Stimulation

mit einem breitbandigen

Rotlichtlaser (B, D, F)
A Instantanfrequenz einer Zelle bei 14 verschiedenen Emitter-Intensitaten aufgetragen gegen die
Zeit. Der Pfeil deutet auf den Reizbeginn, das Reizende ist zwischen den Reizungen nicht synchron
und daher nicht angegeben. Die Standardabweichung ist nur fiir die hdchste Intensitdt gezeigt.

B Antwort derselben Zelle wie in A bei Reizung mit Rotlicht bei acht verschiedenen Intensitdten
(Balken 250 ms, entspricht Stimulationsdauer). Die Standardabweichung ist nur fiir die hochste
Intensitat gezeigt.

Infrarotemitter (A, C, E) und Stimulation mit einem
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C Gemittelte Antwort von sechs Zellen bei Reizung mit dem Infrarotemitter. Der Pfeil deutet auf
den Reizbeginn, das Reizende ist zwischen den Reizungen nicht synchron und daher nicht
angegeben. Der Standardfehler ist nur fiir die hdchste Intensitat gezeigt.

D Gemittelte Antwort derselben sechs Zellen wie in C, bei Rotlichtstimulation (Balken 250 ms,
entspricht Stimulationsdauer). Der Standardfehler ist nur fir die hdchste Intensitat gezeigt.

E Auftragung der maximalen Instantanfrequenz bei Reizung mit dem Infrarotemitter gegen die
Intensitat gemittelt tiber sechs Zellen.

F Auftragung der maximalen Instantanfrequenz bei Rotlichtstimulation gegen die Intensitat
gemittelt (iber sechs Zellen.

Abbildung 3.8: Antworten der PTO-Sensillen von A. nigricans auf Stimulation durch
einen Infrarot-Laser

Originalspur bei Stimulation durch den Infrarotlaser (Reizbeginn: Pfeil nach oben, Reizende: Pfeil
nach unten, vertikaler Balken 400 pV, horizontaler Balken 1 s).

3.1.2 Neuroanatomische Untersuchungen am Zentralen

Nervensystem

3.1.2.1 Projektionen von Neuronen der prothorakalen Organs und der

Antennen von A. nigricans

Um die neuronale Verschaltung der Sensillen des prothorakalen Organs von
A. nigricans zu untersuchen und mit derjenigen der Infrarotsensillen von
M. acuminata vergleichen zu koénnen, wurden bei 18 Kafern anterograde
Farbungen am prothorakalen Organ durchgefiihrt (siehe 2.3.1). Bei vier Kafern
waren fast ausschlieBlich Projektionen der Sensillen angefarbt. Abbildung 3.9 und
Abbildung 3.10 zeigen  Montagen aus optischen  Horizontalschnitten

(aufgenommen mit einem Konfokalmikroskop) durch das Oberschlundganglion von
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A. nigricans.  Abbildung 3.9 A zeigt eine Montage aus 60 optischen
Horizontalschnitten. Das Unterschlundganglion und die posterioren Bereiche des
Oberschlundganglions sind zu sehen. Die Schlundkonnektive sind in dieser Ansicht
extrem kurz und nicht eindeutig zu identifizieren, ein Bindel aus mehreren
gefarbten Afferenzen der PTO-Sensillen zieht durch das Unterschlundganglion
nach anterior ins Oberschlundganglion (siehe auch Abb. 3.10 D). Vermutlich im
Tritocerebrum terminieren die Projektionen mit weitreichenden Verzweigungen. In
der Abbildung ist auf der linken Seite des Unterschlundganglions eine
entsprechende Projektion einer geringeren Anzahl an Fasern zu erkennen, im
Oberschlundganglion sind diese Projektionen jedoch nicht mehr zu verfolgen.
Abbildung 3.9 B zeigt eine Seitenansicht einer dreidimensionalen Darstellung
derselben Projektion wie Abbildung 3.9 A. Es zeigt sich in dieser Ansicht, dass das
Bundel an Afferenzen bei Austritt aus den Schlundkonnektiven von dorsal nach
ventral verlauft und weitreichende Endverzweigungen im ventralen Bereich des
Tritocerebrums ausbildet. Abbildung 3.10 zeigt dasselbe Préparat in der Ubersicht.
Auch hier ist die ventrale Lage der Projektionen zu erkennen (siehe Abb. 3.10 A
und B).

Abbildung 3.9 C zeigt ein ahnliches Verzweigungsmuster der Afferenzen der PTO-
Sensillen eines weiteren Praparates (Montage aus 260 Einzelbildern). Erneut sind
die kurzen Schlundkonnektive in dieser Ansicht nicht einwandfrei zu identifizieren.
Auch in diesem Praparat zeigen sich die weitreichende Endverzweigungen, die hier
jedoch nicht eindeutig dem Tritocerebrum zugeordnet werden kénnen,
moglicherweise liegen Teile von ihnen im Deutocerebrum. Abbildung 3.9 D zeigt
eine Montage aus 40 Einzelbildern des Prothorax desselben Praparates wie in
Abbildung 3.9 C. Die angefarbten Afferenzen ziehen aus dem Nerv 3 ins
Prothorakalganglion. Einige wenige der Fasern ziehen bis an die Mittellinie,
terminieren dort oder biegen an der Mittellinie wieder nach anterior ab. Der
Hauptteil der Afferenzen zieht jedoch nicht bis an die Mittellinie, sondern biegt
unmittelbar nach Eintritt in das Prothorakalganglion nach anterior ab und zieht,
ohne weitere Verzweigungen auszubilden, gebiindelt nach anterior ins
Oberschlundganglion.

Die angefarbten Somata, die angrenzend zu den beschriebenen Afferenzen

sichtbar sind, stammen aufgrund ihrer Lage vermutlich von sogenannten strand
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receptors und sind zufallig angefarbt. Strand receptors messen die Spannungen in
Gelenken oder Muskeln der Beine und haben, im Gegensatz zu den anderen
sensorischen Neuronen des Beines, ihre Zellkbrper im Zentralen Nervensystem
(Burrows 1996). Bei Wanderheuschrecken kommt es vor, dass die strand
receptors zufallig angefarbt werden (Braunig, Matheson, persdnliche Mitteilungen)
Eine lokale Projektion einer einzelnen Afferenz der Sensillen ist in Abbildung 3.9 E
zeichnerisch dargestellt. Die Faser verlauft mit wenigen kurzen Verzweigungen zur
posterioren Mittellinie des Prothoraka

lganglions.

Diese Ergebnisse zeigen, wie in der Schemazeichnung Abbildung 3.9 F
zusammengefasst, dass die Afferenzen der PTO-Sensillen sowohl lokale
Verzweigungen im Prothorax ausbilden, als auch intersegmental unverzweigt nach
anterior ins Tritocerebrum bzw. posteriore Deutocerebrum projizieren. Nach den
bisherigen Ergebnissen ist es jedoch nur ein kleiner Anteil der Fasern, die rein
lokal im Prothorakalganglion terminieren.

Zum Vergleich der Projektionsgebiete wurden zusatzlich zwei Farbungen des
Antennennervs von A. nigricans durchgefiihrt. Abbildung 3.9 G zeigt exemplarisch
eine Montage von 225 optischen Schnitten einer Antennenprojektion. Die Fasern
des Antennennervs projizieren Uberwiegend in den olfaktorischen Antennallobus
im Deutocerebrum und bilden dort die typischen Glomeruli aus.

Zum Vergleich wurde diese Farbung nun mit der aus Abbildung 3.9 A graphisch
Ubereinandergelegt (siehe Abb. 3.9 H). Hier zeigt sich, dass das Projektionsgebiet
der PTO-Sensillen weiter posterior im Oberschlundganglion liegt, als das
Projektionsgebiet der Sensillen der Antennen. Vermutlich kommt es zu keiner
Uberlappung dieser beiden Projektionsgebiete. Dies bestitigen auch die
Ubersichtsbilder des Praparates aus Abbildung 3.9 A in Abbildung 3.10. Der
Antennallobus liegt deutlich weiter anterior als die Projektionen der PTO-Sensillen
(siehe Abb. 3.10 B).
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Abbildung 3.9: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von anterograden Farbungen der
Sensillen des prothorakalen Organs mit Neurobiotin

A Montage aus 60 konfokalen Horizontalschnitten. Ein Biindel angefarbter Afferenzen der PTO-
Sensillen zieht unverzweigt durch das Unterschlundganglion und terminiert vermutlich im
Tritocerebrum des Oberschlundganglion, dort verzweigen die Afferenzen extensiv.

B Seitenansicht der Projektion aus A. Die Verzweigungen liegen hauptsdchlich ventral im
Oberschlundganglion.

C Montage aus 260 konfokalen Horizontalschnitten. Afferenzen der Sensillen eines weiteren
Praparates ziehen durch das Unterschlundganglion ins Oberschlundganglion. Hier sind
maoglicherweise auch Teile des posterioren Deutocerebrum Projektionsort.

D angefarbte Afferenzen der Sensillen im Prothorakalganglion desselben Praparates wie in C. Der
von der sensorischen Scheibe stammende Nerv ist deutlich gefarbt, die Afferenzen zweigen bis auf
wenige Ausnahmen direkt nach anterior in die Konnektive ab, vereinzelte Verzweigungen laufen in
Richtung der Mittelinie des Prothorakalganglions.

E Zeichnung einer lokalen Projektion einer Afferenz eines Sensillums im Prothorax eines weiteren
Praparates. Diese Faser terminiert an der Mittellinie des Prothorakalganglions.

F Schematische Ubersicht (ber die Projektionen der Afferenzen der Sensillen im Zentralen
Nervensystem. Der Hauptteil der Fasern steigt direkt ins Oberschlundganglion auf.

G Montage aus 225 konfokalen Horizontalschnitten. Die Farbung des Antennennervs zeigt
extensive Verzweigungen im olfaktorischen Antennallobus des Deutocerebrums .

H Gemeinsame Ansicht von A und G zum Vergleich der Projektionen der PTO-Sensillen mit den
Projektionen des Antennennervs. Das Projektionsgebiet des Antennennervs liegt weiter anterior im
Oberschlundganglion als dasjenige der Afferenzen der Sensillen des prothorakalen Organs.

(Balken jeweils = 100 um)

Abkiirzungen: 0SG=0berschlundganglion, PG=Prothorakalganglion, USG=Unterschlundganglion
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Abbildung 3.10: Montagen aus je zehn optischen Horizontalschnitten durch das
Oberschlundganglion von A. nigricans mit Farbung der Afferenzen der Sensillen des
prothorakalen Organs

Von A bis D: ventral nach dorsal, Farbungen der Afferenzen sind in weiss dargestellt (rote Pfeile)
(Balken= 100 pm).

Abkirzungen: AL=Alphalobus, ANL=Antennallobus, 0SG=0berschlundganglion,
USG=Unterschlundganglion, ZK=Zentralkomplex
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3.1.3 Freilandbeobachtungen zur Biologie und Verhalten

3.1.3.1 Charakteristika der Habitate

A. nigricans konzentriert sich, wie bereits erwahnt, auf den frischen Brandflachen
bevorzugt an den Hot Spots. Es konnte beobachtet werden, dass die Kafer diese
Hot Spots gezielt anfliegen und zumeist in unmittelbarer Nahe der Hot Spots
landen. Nach einiger Zeit des offenbar explorativen Umherlaufens verkriechen sich
die Kafer hdufig unter Holzstiicken oder unter dem lockeren Aschematerial,
welches den Waldboden bedeckt. Abbildung 3.11 A zeigt eine Aufnahme eines Hot
Spots mit einer herkdmmlichen Digitalkamera. Mit bloBem Auge ist nicht zu
erkennen, ob diese Stelle noch eine hdhere Temperatur aufweist, als der
umgebende Waldboden. Mit Hilfe der Infrarotkamera jedoch (siehe Abb. 3.11 B)
wird erkennbar, dass an diesem Hot Spot Stelle teilweise noch
Oberflachentemperaturen von lber 90°C herrschen. Beobachtungen zeigen, dass
sich die Hot Spots haufig an der Stelle vollstdndig ausgebrannter Baumstimpfe
befinden oder in Arealen um gréBere Baume oder Baumgruppen herum.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neun Hot Spots an flinf verschiedenen
Waldbrandstellen mit Hilfe der Infrarotkamera naher untersucht (siehe 2.4). Die
Faktoren GroBe, Form und maximale Temperatur wurden verglichen
(siehe Tabelle 3.1). Die GroéBe der analysierten Hot Spots war verschieden. Der
kleinste Hot Spot (A2) hatte eine Flache von 0,016 m2 (bei einem elliptischen
Durchmesser von 18 x 15 cm, siehe 2.4.2), wahrend der gréBte (C1) eine Flache
von 0,3804 m2 (elliptischer Durchmesser 98 x 45 cm) aufwies. Es wurden keine
Kafer an Hot Spots gefunden, die mehr als einen Meter im Durchmesser maBen.
Die jeweilige Maximaltemperatur der analysierten Hot Spots war deutlich
verschieden und reichte von 124°C (Hot Spot D1) bis 472,8°C (Hot Spot C2). Es
konnte keine Korrelation zwischen der GréBe und der Maximaltemperatur
festgestellt werden (Spearman Koeffizient = 0,67; p = 0,865; n=9). Es stellte sich
heraus, dass die Hot Spots nicht in Hinblick auf GréBe und Temperatur, sondern
auch in Hinblick auf ihre Form verschieden waren. Einige der Hot Spots wiesen
einen klaren Grenzbereich auf, wie beispielsweise Hot Spot A2 in
Abbildung 3.11 C. Andere, wie Hot Spot D1 in Abbildung 3.11 D, wiesen eine



Untersuchungen an A. nigricans 69

diffuse Temperaturverteilung auf. Bei derartigen Hot Spots waren die Grenzen
unklar und die Temperaturverteilung eher mosaikartig mit kihleren Stellen
innerhalb des Hot Spots. In einer dreidimensionalen Darstellung der Hot Spots,
erneut am Beispiel von Hot Spot A2 und Hot Spot D1, werden diese Unterschiede
noch deutlicher (siehe Abb. 3.11 E und F). Es wird klar, wie distinkt die Grenzen
und wie steil die Temperaturgradienten bei Hot Spot A2 im Vergleich zu Hot Spot
D1 sind. Der Vergleich der Temperaturprofile dieser beiden Hot Spots verdeutlicht,
dass die Temperaturgradienten sehr verschieden sein kdnnen. Bei Hot Spot A2
beispielsweise fallt die Temperatur von 378°C auf einer Strecke von 3 cm auf 55°C
ab (108°C/cm), wahrend bei Hot Spot D3 der steilste Temperaturgradient
22°C/cm betragt (siehe Abb. 3.11 G und H). Die meisten Hot Spots wiesen in
einigen Regionen steile Temperaturgradienten auf, Temperaturabfdlle von Uber

80°C auf 50°C lber eine Strecke von nur wenigen Zentimetern traten haufig auf.

Hot Spot | T max [°C] T Luft [°C] Ellipt. @ [cm] | Flache [m?] | Kaferzahl| Landing | Appearance | Landing/Min
Al 253.2 37.51 26x11 0.0182 12 4 8 0.062
A2 378.9 37.51 18x15 0.0160 2 0 2 0.000
Bl 148.4 31.58 22x24 0.0328 33 15 18 0.254
B2 440.4 31.58 51x16 0.0486 15 15 0 0.375
C1l 270.8 39 98x45 0.3804 15 15 0 0.500
c2 472.8 39 78x28 0.1856 8 8 0 0.308
D1 124.4 33.56 64x28 0.1472 19 19 0 0.655
D3 125.9 33.56 68x32 0.1888 6 6 0 0.261
E1l 421.9 38.54 90x32 0.2428 5 5 0 0.313

Tabelle 3.1: Eigenschaften der neun analysierten Hot Spots

Die Tabelle gibt eine Ubersicht liber die Eigenschaften der Hot Spots. Maximaltemperatur
(, T max"), Lufttemperatur (, T Luft"), GréBe (elliptischer Durchmesser ,ellipt. @« und ,Flache") und
Kéferzahl je Hot Spot sind angegeben. Die Anzahl der Kafer, die landeten (,Landing") und die
Anzahl der Kafer die auftauchten (,Appearance®), ist getrennt angegeben, die Landungen pro
Zeiteinheit (,Landing/Min") ermdglichen einen Vergleich der Anflugraten an den Hot Spots.
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Abbildung 3.11: Thermografie von Habitaten von A. nigricans, aufgenommen auf
frischen Brandflachen in Westaustralien

A Foto eines typischen Habitates auf einer frischen Brandflache mit zwei Baumen und einem
dazwischenliegenden Aschefeld.

B Dasselbe Habitat wie in A, als Thermogramm dargestellt. Die Baume sind hier erkennbar, da sie
niedrigere Oberflachentemperaturen aufweisen, als der Waldboden. Das Aschefeld zwischen den
Bdumen ist noch bis zu 120°C heif3 (Balken 50 cm).

C-H Beispiele zweier Hot Spots im Vergleich. Der erste Hot Spot in C weist eine gleichmaBige
Temperaturverteilung auf und hat klare Grenzen (Balken 20 cm). Die heiBeste Stelle ist 380°C hei
(xa). Der zweite Hot Spot in D ist gréBer und weist eine diffusere Temperaturverteilung auf (Balken
25 cm). Die heiBeste Stelle ist in diesem Fall 125°C warm (xa). Deutlich werden die Unterschiede
auch in den dreidimensionalen Darstellungen E und F und in den Temperaturprofilen G und H
(parallel zur Seitenkante des Thermogramms durch die heieste Stelle gelegt).

Um zu ermitteln, von wie vielen Kafern ein Hot Spot je Zeiteinheit angeflogen
wurde, wurden die Kafer, die an jedem einzelnen Hot Spot landeten, gezahlt
(siehe Tabelle 3.1). Um einen Wert zu erhalten, der einen Vergleich der Hot Spots
erlaubt, wurde die Anzahl der landenden Kafer durch die Zeit der Observierung
des jeweiligen Hot Spots geteilt. Dieser Wert wurde nun mit den
Maximaltemperaturen und der GréBe der Hot Spots verglichen. Es wurde dabei
keine signifikante Korrelation gefunden (Spearman p=-0,017; p=0,966; n=9
Temperatur verglichen mit Ka&ferlandungen je Minute, Spearman p=0,653;

p=0,057; n=9 GroBe verglichen mit Kaferlandungen je Minute).

3.1.3.2 Verhalten im natirlichen Habitat

Zur Verhaltensanalyse auf der Brandflache wurden folgende finf Verhaltens-
kategorien gebildet: ,Landing", ,Appearance®, ,Hiding", ,Search Run® und ,Take
Off* (siehe 2.4.3).

Abbildung 3.12 zeigt zwei verschiedene Beispiele des Verhaltens, das individuelle
Kafer an einem Hot Spot zeigten. Mehrere Thermogramme wurden fir diese Art
der Darstellung Ubereinandergelegt, so dass eine Verhaltenssequenz auf einem
Bild zu erkennen ist. Diese Sequenz zeigt einen Teil der Route, die individuelle
Kafer am Rand eines Hot Spots zurlickgelegt haben. Der Kafer in Abbildung 3.12 A
tauchte auf (,Appearance"™) und krabbelte Richtung Hot Spot. Etwa 2 cm nah an
dessen Grenze vergrub er sich (,Hiding"). Der Kafer in Abbildung 3.12 B hingegen
flog den Hot Spot an, landete am Rand, krabbelte ein Stlick in Richtung des Hot

Spots und flog dann ab und landete erneut, diesmal naher am Hot Spot als zuvor.
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Auch dieser Kafer vergrub sich nah an der Grenze zum Hot Spot (etwa 4 cm). Es
wird deutlich, dass beide Kafer sich gezielt auf den jeweiligen Hot Spot zubewegen
und sich sehr nah an der Hot Spot Grenze verkriechen. Insgesamt wurden

Sequenzen von neun Tieren analysiert, die alle ein ahnliches Verhalten zeigten.

A | B

Abbildung 3.12: Verhaltenssequenzen einzelner Kafer an Hot Spots am Beispiel von
zwei Tieren

Mehrere Thermogramme wurden fiir diese Darstellung graphisch (bereinandergelegt. Das
Zeigewerkzeug markiert die Stellen, an denen die Kafer sich aufhielten.

A Ein Kafer landet (L), lauft (S) Richtung Hot Spot und verkriecht sich (H) direkt and der Grenze
des Hot Spots (Balken 20 cm).

B Ein weiterer Kafer landet (L1), lauft ein Stiick, fliegt wieder ab (T) und landet direkt erneut (L2)
ndher am Hot Spot als zuvor und verkriecht sich (H) ebenfalls direkt an der Hot Spot Grenze
(Balken 20 cm).

Abkiirzungen: H="Hiding”, L="Landing", S="Searching ", T="Take Off*, nummeriert nach
zeitlichem Auftreten

Zusatzlich zu der Analyse von Verhaltensequenzen wurde die exakte Temperatur
der Aufenthaltsorte der Kafer untersucht. Die Aufteilung in vier der bekannten
Kategorien: “Landing”, “Appearance”, “Hiding” und “Take Off* blieb dabei
bestehen, um diese zu vergleichen (siehe Abb. 3.13 A). Es traten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den gemittelten Temperaturen in den vier
Kategorien auf. Die Mediane fur ,Landing" und ,Take Off" liegen mit 48,65 und

46,2°C nah beieinander.

Das Landeverhalten der Kafer wurde von allen Kategorien am detailliertesten
untersucht. Dies liegt darin begriindet, dass es flr die Kafer eine besonders
kritische Aufgabe darstellt, aus dem Flug heraus sichere Landepositionen

auszuwahlen. Der Kafer muss fahig sein, in dem thermisch mosaikartigen und
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daher potentiell gefahrlichen Gelande sichere Landeplatze zu detektieren. Aus
diesen Beobachtungen heraus wurde die maximale Landetemperatur ermittelt, auf
der ein Kafer landete und in diesem Zusammenhang auch die Entfernungen zu
gefahrlich heiBen Stellen. Die hdochste Temperatur einer Oberflache, auf der ein
Kafer landete, betrug 66,4°C (an Hot Spot D1) und der minimale Abstand eines
Landeplatzes zu einem Bereich mit 70°C Oberflachentemperatur betrug nur
0,7 cm (ebenfalls an Hot Spot D1). Entfernungen zu 70°C heiBen Oberflachen von
unter einem Zentimeter traten auch an anderen Hot Spots auf.

Abbildungen 3.13 B und C zeigen Beispiele zweier Hot Spots (B1 und C1), an
denen alle Landepldtze der beobachteten Kdfer auf einem Thermogramm
eingetragen sind. Die Landepldtze sind jeweils um den Hot Spot herum verteilt
und scheinen nicht mit dem Ort der Maximaltemperatur zu korrelieren.
Offensichtlich wurde keine bestimmte Stelle praferiert. Es fallt auch hier erneut

auf, dass die Kafer zum Teil sehr nah an den Randern der Hot Spots landeten.
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Abbildung 3.13: Das Verhalten von A. nigricans an Hot Spots

A Box Plot Uber Bodentemperaturen von Kaferpositionen, fir jede Verhaltenskategorie einzeln
aufgetragen. Es tritt kein signifikanter Unterschied zwischen den Kategorien auf, die Mediane von
»Landing" und ,Take Off* sind ahnlich.

B Die Landepunkte aller beobachteten Kafer an einem Hot Spot sind mit roten Punkten markiert.
Die Landeplatze sind um den Hot Spot verteilt und sind nah an der Grenze des Hot Spots (Balken
20 cm, x a: 148,4°C).

C Alle Kaferlandungen an einem weiteren Hot Spot. Viele Landungen finden auf den
Baumstammen oder auf den dazugehdérigen Schattenpldtzen statt (Balken 50 cm, x a: 256,6°C).

Um zu testen, ob visuelle Reize die Kafer in ihrem Verhalten beeinflussen, wurde
der Einfluss des Sonnenlichts auf das sichtbare Muster eines Hot Spots untersucht.
Spot D1 wurde nach der regularen Datenaufnahme kinstlich so verandert, dass
der Hot Spot, der zuvor voll besonnt war, nun teilweise im Schatten eines
Baumstammes lag (siehe 2.4.3). Abbildungen 3.14 A und B zeigen den Hot Spot
vor und nach der Veranderung. Die Temperatur des Hot Spots fiel durch den
fehlenden Einfluss der Sonnenstrahlung von 124 auf 116°C. Verhaltensdaten von

sechs Kafern wurden in der gewohnten Weise gesammelt und mit den Daten vor
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der kunstlichen Veranderung des Hot Spots verglichen. Auf eine gleichlange
Zeiteinheit bezogen landeten nach der Veranderung exakt die gleiche Anzahl Kafer

an dem Hot Spot wie vorher.

80.0 80.0

743 743
68.7 68.7
B30 B3.0
57.4 57.4
5.7 51.7
46.1 46.1

404 404

348

Abbildung 3.14: Einfluss eines artifiziellen Schattens auf das Verhalten der Ké&fer an
einem Hot Spot

A Thermogramm des natiirlichen Hot Spots (Balken 20 cm, x a: 124°C).

B Thermogramm nach kiinstlichem Schattenwurf Gber den Hot Spot. Durch die fehlende Sonnen-
einstrahlung ist das Temperaturprofil des Hot Spots leicht verandert (Balken 20 cm, x a: 116°C).

3.1.3.3 Beobachtungen zu Reproduktion und Individualentwicklung

Es besteht die Vermutung, dass das pyrophile Verhalten von A. nigricans in
Zusammenhang mit der Reproduktion stehen konnte. Aus diesem Grund sind
Beobachtungen im Freiland von Interesse. Zusdtzlich kénnen so gewonnene
Informationen relevant flir eine angestrebte Laborzucht von A. nigricans sein.

Auf frischen Waldbrandflachen konnten mehrere Kopulationen von A. nigricans
und auch Eiablagen von zwei Weibchen an je einem Hot Spot beobachtet werden.
Diese Weibchen legten jeweils ein einzelnes Ei in Holzspalten eines verkohlten
Baumstumpfes direkt an einem Hot Spot. Zahlreiche der an Hot Spots
gesammelten Weibchen legten in den folgenden Tagen in Gefangenschaft
mehrere Eier ab, meist in den ersten 48 Stunden nach dem Einfangen. Die Larven
schliipften etwa weitere 48 Stunden spdater aus den Eiern. Verschiedenes Futter
wie beispielsweise Wurzeln, Holz und Erde (an Hot Spots gesammelt) und Blatter
verschiedener Baume von der Brandflache (z.B. Eukalyptus) wurden den Larven
angeboten. Haferflocken, Rosinen und verschiedene Nussarten wurden ebenfalls

angeboten, da diese Mischung sich als Futter fir adulte A. nigricans eignet. Die
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einzige Nahrung, die von den A. nigricans Larven akzeptiert wurde, waren jedoch
gekochte Eier und gegartes Rinderhackfleisch. Ameisen- und Termitenpuppen
wurden ebenfalls teilweise akzeptiert.

Die Larven von A. nigricans entwickelten sich mit dem angebotenen Futter
innerhalb weniger Tage bis zum dritten Larvalstadium, nach diesem Stadium
gingen sie jedoch ausnahmslos ein.

Die Larve von A.nigricans zeigt von der duBeren Morphologie her keine Ahnlichkeit
zu den holzbohrenden Buprestidenlarven, den sogenannten ,Hammerkopflarven®

die eine typische Thoraxform aufweisen.

3.1.4 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Physiologie und die Neuroanatomie der Sensillen
des prothorakalen Organs von A. nigricans durchgefiihrt. Weiterhin wurde das
Verhalten von A. nigricans auf der frischen Brandflache untersucht. Die
elektrophysiologischen Untersuchungen belegen, dass die PTO-Sensillen phasisch-
tonisch auf Erwarmung reagieren. Der Antwort folgt eine Phase der Spike-
Unterdriickung. Sowohl Antwortstéarke als auch die Dauer der Spike-
Unterdriickung sind intensitatsabhangig. Bei Rotlicht der Intensitat 549,0 mW/cm?2
wird keine Sattigung der Antwort erreicht. Die Schwelle fir eine Antwort liegt
zwischen 11 und 25 mW/cm?2. Bei langen Reizen adaptieren die PTO-Sensillen, die
tonische  Antwort erreicht dabei einen Plateauwert. Das zeitliche
Auflésungsvermogen der Sensillen liegt bei wenigstens 20 Hz.

Die neuronalen Projektionen der Afferenzen der PTO-Sensillen wurden im Rahmen
dieser Arbeit erstmals untersucht. Neben wenigen lokalen Verzweigungen
aszendiert der Hauptteil der Afferenzen bis ins Oberschlundganglion. Dort
terminieren die Verzweigungen vermutlich in der Region des Tritocerebrums.

Das Verhalten von A. nigricans wurde auf frischen Brandflachen beobachtet. Die
Kafer sammeln sich an Hot Spots. Die Kafer landen punktgenau in der
unmittelbaren Umgebung des Hot Spots auf etwa 41-52°C warmen Bereichen.
Minimale Entfernungen der Landeplatze liegen unter 1 cm entfernt von 70°C

heiBen Bereichen.
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Dieses Verhalten steht vermutlich in Zusammenhang mit der Reproduktion. Die
Weibchen legen Eier in der Nahe des Hot Spots ab. Die Larven entwickeln sich bis

zum dritten Larvalstadium relativ schnell und sind wahrscheinlich fleischfressend.

3.2 Untersuchungen an M. acuminata und

M. cuspidata

3.2.1 Elektrophysiologie im Zentralen Nervensystem

3.2.1.1 Hakenableitungen an den Konnektiven

Der Vorteil von Ableitungen im Zentralen Nervensystem ist, dass die Rezeptoren
selbst frei von Einfliissen durch die Ableitung bleiben. Zu diesem Zweck wurden
Hakenableitungen an den Konnektiven und an Nerv 5 an M. acuminata und
M. cuspidata bei Reizgebung mit dem Rotlichtlaser durchgefiihrt. Nur bei einem
von 11 Tieren konnten reizkorrelierte Potenziale abgeleitet werden. Hier wurden
Antworten auf 20 verschiedene Intensitdten getestet. Abbildung 3.15 A zeigt eine
Uber 30 Reize gemittelte Antwort des zur Reizung ipsilateralen Konnektivs,
abgeleitet zwischen Pro- und Meso-Metathorax bei Reizung mit der
héchstmdglichen Intensitdt von 549,0 mW/cm2. Mit einer Latenz von 2,9 ms ist
eine deutliche Potenzialdnderung festzustellen. Eine deutliche
Intensitatsabhdngigkeit zeigte sich dann bei Reizung mit einer abgeschwachten
Intensitdt von 185 mW/cm?2, die Antwort-Amplitude betrug hier nur etwa die
Halfte des vorigen Wertes, die Latenz ist mit 3,4ms etwas langer
(siehe Abb. 3.15 B). Bei Reizung unter 50 mW/cm2 konnten keine klaren Signale
mit der entsprechenden Latenz abgeleitet werden (siehe Abb. 3.15 C - E). Um zu
prifen, ob visuelle Neurone die abgeleitete Antwort beeinflussen, wurde der Focus
des Lasers auf das Auge gelegt (siehe Abb. 3.15 G). Eine deutliche reizkorrelierte
Antwort ist auch hier zu erkennen. Die Latenz des Hauptanteils dieser Antwort ist
mit etwa 20 ms allerdings deutlich langer als die der zuvor mit dem Laserfocus auf
dem Organ abgeleiteten Signale. Um sicherzugehen, dass jeglicher Einfluss
visueller Neurone ausgeschaltet wird, wurden die Schlundkonnektive durchtrennt.

Eine erneute Reizung mit einer Intensitat von 185 mW/cm?2 belegte, dass sich die
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Signalstarke der ersten Potenzialdnderung nicht andert (siehe Abb. 3.15 H). Da die
Trennung der Schlundkonnektive aus Sicherheitsgriinden erst nach erfolgreicher
Ableitung als Kontrolle erfolgte, ist es wahrscheinlich, dass bei dem
vorhergehenden Versuch ebenfalls visuelle Anteile in dem Signal enthalten sind
(siehe Abb. 3.15 A-E). Die Kontrolle ohne Laser (Abb. 3.15 F) zeigt, dass zusatzlich
eine leichte Potenzialdanderung bei 8-16 ms artifiziell (durch den
Kameraverschluss) verursacht wurde. Die Schwelle flir eine Antwort auf den

Rotlichtreiz liegt bei dieser Ableitung somit zwischen 50 und 185 mW/cm?2.
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Abbildung 3.15: Hakenableitungen am thorakalen Konnektiv von M. acuminata
Dargestellt sind lber je 30 Durchlaufe gemittelte Signale (vertikaler Balken 100 pV, horizontaler
Balken 220 ms, entspricht Stimulationsdauer).

A-E Antworten auf Bestrahlung mit Rotlicht der Intensitat 549 mW/cm2 (A), 185 mW/cm2 (B),
50 mW/cm2 (C), 7 mW/cm?2 (D) und 0,01 mW/cm?2 (E).

F Der Kontrollversuch ohne Stimulation zeigt eine geringe Potenzialanderung als Artefakt des
Kameraverschlusses.

G Reizkorrelierte Antworten bei Bestrahlung des Auges.

H Kontrollversuch nach Durchtrennung der Konnektive zwischen Unterschlundganglion und
Oberschlundganglion bei Bestrahlung mit 185 mW/cm2.
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3.2.1.2 Extrazellulare Einzelzellableitungen infrarotsensitiver Zellen im

Thorakalganglion

Ein Ziel dieser Arbeit war es, intrazellular von infrarotsensitiven Zellen im
Zentralen Nervensystem von M. acuminata bzw. M. cuspidata abzuleiten. Um
ideale Ableitorte flir intrazelluldre Ableitungen zu ermitteln, wurde zunachst mit
niederohmigen Glaselektroden (<5MQ) systematisch im Meso-
Metathorakalganglion nach reizkorrelierten Potenzialen gesucht. Als Suchreiz
wurde daflr ein Rotlichtlaser verwendet. Bei drei Kafern konnten reizkorrelierte
extrazellulare Potenziale im fusionierten Meso-Metathorakalganglion abgeleitet
werden. Die Ableitungen waren bei allen drei Tieren von nur wenigen Sekunden
Dauer, so dass weiterfiihrende Tests wie Kontrollreizungen nicht mdglich waren.
Abbildung 3.16 A zeigt eine Originalspur einer Zelle, die auf den ersten Reiz mit
sieben Spikes reagierte und den ganzen Reizzeitraum lang feuerte. Nach Reizende
stoppte die Zelle das Feuern, auf den zweiten bis sechsten Reiz hin feuerte sie nur
noch maximal vier Spikes. Die Latenzen des ersten Spikes lagen jeweils bei etwa
50 ms. Der Ableitort dieser Zelle lag nah der Eintrittstelle von Nerv 1 und Nerv 2.
Abbildung 3.16 B zeigt eine Zelle, die eine Ruheaktivitat zeigte und zu Reizbeginn
drei zusatzliche Spikes feuerte, der erste Spike hatte dabei ein Latenz von 40 ms.
Der Ableitort lag hier in der Nahe der Eintrittstelle des Nervs 5.

Abbildung 3.16 C zeigt eine Zelle die den Reizbeginn mit je zwei Spikes
beantwortete, bei einer Latenz von 20 ms. Der Ableitort lag hier an der Mittellinie

des Meso-Metathorakalganglions.
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Abbildung 3.16: Extrazellulare Antworten im Meso-Metathorakalganglion von
M. cuspidata auf Bestrahlung der Infrarotorgane

Bei Reizende tritt bei allen Ableitungen ein Artefakt durch den Kameraverschluss auf. Die Insets
zeigen den jeweiligen Ableitort.

A Originalspur Uber sechs Reizungen. Beim ersten gezeigten Reiz werden sieben Spikes generiert,
im Folgenden treten je Reiz nur noch bis zu vier Spikes auf (vertikaler Balken 5 pV, horizontale
Balken 300 ms, entsprechen Stimulationsdauer).

B Originalspur Uber einen Einzelreiz. Der Reizbeginn ist deutlich durch das Auftreten zusatzlicher
Spikes codiert (vertikaler Balken 50 uV, horizontaler Balken 1 s, entspricht Stimulationsdauer).

C Originalspur Uber zwei Reize. Beide werden zu Beginn durch jeweils zwei Spikes codiert
(vertikaler Balken 30 pV, horizontaler Balken 1 s, entspricht Stimulationsdauer).
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3.2.1.3 Ableitungen von Summenpotenzialen

Ein weiterer Anhaltspunkt, um ideale Ableitstellen fir intrazelluldre Ableitungen zu
finden, ist das Ableiten von reizkorrelierten Feldpotenzialen. Mit niederohmigen
Glaselektroden (< 5 MQ) konnten durch mehrfaches Mitteln Uber 135 bzw.
35 Reize in zwei Fallen deutlich reizkorrelierte Summenpotenziale im Meso-
Metathorakalganglion abgeleitet werden. Der Ableitort war in beiden Fallen nahe
der Eintrittstelle des Nervs 5. Die Ableitungen waren zu instabil, um
weiterfllhrende Tests wie beispielsweise Kontrollreizungen zu ermdglichen.
Abbildung 3.17 A zeigt eine deutliche Potenzialanderung mit einer Latenz von 8
bzw. 55 ms nach Reizbeginn, die nach Reizende wieder auf das Ruhepotenzial
zurtickkehrte. Abbildung 3.17B  zeigt  ebenfalls ein reizkorreliertes
Summenpotenzial, welches auf den Reizbeginn mit einer deutlichen negativen
Potenzialanderung mit einer Latenz von 6 ms reagiert. Nach 15 ms kommt es zu

einer reversen Potenzialanderung.
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Abbildung 3.17: Reizkorrelierte Feldpotenziale im Meso-Metathorakalganglion von
M. cuspidata bei Bestrahlung mit Rotlicht (378 mW/cm?2)
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Die Insets zeigen den jeweiligen Ableitort. Bei Reizende tritt bei beiden Ableitungen ein Artefakt
durch den Kameraverschluss auf.

A Bei Reizbeginn erfolgt eine negative Potenzialanderung (35 Durchldufe, vertikaler Balken 7 pV,
horizontaler Balken 1 s, entspricht Stimulationsdauer).

B Bei Reizbeginn erfolgt zunachst eine kurze negative Potenzialanderung, unmittelbar gefolgt von
einer positiven Potenzialanderung (vertikaler Balken 5 pV, horizontaler Balken 300 ms, entspricht
Stimulationsdauer).

3.2.1.4 Verteilung und GréR3e der Somata in den thorakalen Ganglien

In Vorbereitung auf intrazelluldre Ableitungen ist es von Bedeutung, Uber die
GroBe und Position der Zellkdrper der Zellen im betreffenden Ganglion informiert
zu sein. Anhand von Somafdrbungen mit Toluidinblau (Merck) an 13 Meso-
Metathorakalganglien von M. cuspidata konnte festgestellt werden, dass die
Zellkérper in der ventralen Somarinde dicht gelagert sind (siehe Abb. 3.18 A
und B). Die GréBe der Somata ist als Anhaltspunkt flr die Entwicklung optimaler
Elektrodenspitzen flr intrazelluldre Ableitungen von Bedeutung. Die Mehrzahl der
ausgemessenen  Zellkérper hatten Durchmesser von 8 bis 12 pm
(siehe Abb. 3.18 A und B). Einige auffallend groBe Zellkbrper an der ventralen
Mittellinie waren bis zu 21 ym groB. Sie traten in zwei Clustern (anterior und
posterior) auf (siehe Abb. 3.18 B).

Eine frihere Schnittserie durch ein fusioniertes Meso-Metathorakalganglion von
M. acuminata hatten ergeben, dass die maximale SomagrdBe in diesem Praparat

bei unter 20 um lag (A. Grotefeld, unveréffentlichte Ergebnisse).
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Abbildung 3.18: Toluidin-Farbung des gesamten Meso-Metathorakalganglions von
M. cuspidata zur Markierung der Somata der Ventralseite

A Ansicht der Ventralseite des Ganglions. Die Somata weisen in den meisten Fallen einen
Durchmesser von etwa 10 um auf (Balken 100 pm).

B Bei einem weiteren Praparat liegen die groBten Somata auf der Ventralseite (roter Pfeil) an der
Mittellinie des Ganglions (Balken 100 um).

3.2.2 Intrazellulare Ableitungen im Meso-Metathorakal-

ganglion

An insgesamt 101 Tieren konnten 14 Einzelzellen fir bis zu 8 Minuten stabil
abgeleitet und teilweise mit Lucifer Yellow gefarbt werden (Stromstarke bis
zu 7 nA). Als Elektroden wurden Dickwand-Elektroden (Widerstand > 100 MQ)
und Dinnwandelektroden (Widerstand 30-80 MQ) verwendet. Sobald ein Signal
einer Zelle abgeleitet wurde, wurden Tests zur Modalitat dieser Zelle durchgeflihrt
(siehe 2.2.4). Aufgrund dieser Tests wurden die abgeleiteten Zellen wie folgt

klassifiziert:

3.2.2.1 Mechanosensitive Einheiten

Bei einem Kafer konnte eine mechanosensitive Zelle stabil abgeleitet und gefarbt
werden. Die Zelle reagierte auf mechanische Reizung des Abdomens mit
Erhdhungen der Rate, gefolgt von Phasen der Spike-Unterdriickung. Die genauen
Reizzeitpunkte waren aufgrund der Reizmethode nicht exakt mit den Antworten
der Zelle zu korrelieren.

Die Einstichstelle der Elektrode lag in der Nahe der Eintrittsstelle des Nervs 4. Die
Zelle verlauft sehr wahrscheinlich intersegmental, daher ist kein Soma angefarbt
(siehe Abb. 3.19). Ein Neurit, vermutlich das Axon, lauft aus dem ersten
Abdominalganglion durch das Meso-Metathorakalganglion und weiter ins anteriore
Konnektiv. Zahlreiche Verzweigungen fiihren Uber die Mittellinie nach kontralateral

und vermutlich auch ins kontralaterale Konnektiv.
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Abbildung 3.19: Intrazellulare Ableitung und Farbung einer Zelle bei M. cuspidata die
auf mechanische Reizung am Abdomen reagierte

A Originalableitung, die Pfeile deuten den Beginn der Stimulation an (vertikaler Balken 5 mV,
horizontaler Balken 2 s).

B Zeichnung der gefarbten Zelle im Meso-Metathorakalganglion. Das Neuron verldauft
intersegmental, das Soma liegt nicht im Thorax. Das Neuron zieht ipsilateral zur Ableitstelle in die
Konnektive zum Unterschlundganglion (Balken 100 um). Das Inset zeigt den ungeféhren Ableitort

3.2.2.2 Visuell sensitive Einheiten

Zwei Zellen bei zwei verschiedenen Tieren reagierten sowohl auf Bewegungen der
Hand, als auch auf Kaltlichtreize und wurden daher als visuell sensitive Zellen
eingeordnet. Abbildung 3.20 A zeigt die Originalspur der ersten Zelle bei Reizung
mit Kaltlicht. Mit einer Amplitude von Uber 10 mV wurde eine gleichmaBige
Qualitat der Ableitung fiir mehrere Minuten erreicht. Die Zelle reagierte starker auf

Bewegungen, als auf reine Lichtreize. Abbildung 3.20 B zeigt, dass zwei Zellen
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wahrend dieser Ableitung angefarbt wurden. Es wird nicht klar, welche der beiden
Zellen dem abgeleiteten Signal zuzuordnen ist. Eine der beiden Zellen verlauft
intersegmental sowohl durchs erste Abdominalganglion als auch nach anterior ins
Konnektiv und weist im Meso-Metathorakalganglion kein Soma auf. Im posterioren
Bereich zeigt sie Verzweigungen nach kontralateral. Die zweite Zelle hat ihr Soma
kontralateral nah der Mittellinie und verzweigt sowohl nach posterior als auch nach
anterior, nach anterior verlauft sie intersegmental und verlasst das Ganglion durch
das Konnektiv. Posterior reichte die Farbung bis kurz (ber das erste
Abdominalganglion. Der Ableitort lag an der Eintrittstelle des Nervs 4 (siehe Inset
Abb 3.20 A).

Abbildung 3.20 C zeigt eine Zelle eines weiteren Kafers, die ebenfalls deutlich auf
Reizung mit Kaltlicht reagierte. Die Amplitude der Ableitung lag bei 50 mV. Das
Einschalten der Kaltlichtlampe flhrte zu einer deutlichen Erhéhung der
Feuerfrequenz, das Ausschalten zu einer post-Stimulus Spike-Unterdriickung.

Gefarbt wurden im Verlauf des Experiments zwei Zellen, deren Soma jeweils
mitgefarbt wurde (siehe Abb. 3.20 D). Aufgrund der Einstichstelle der Elektrode
scheint die ipsilaterale Zelle die zu sein, der das gezeigte Signal zuzuordnen ist.
Das Soma dieser Zelle liegt auf der Mittellinie, Neurite ziehen nach lateral, sind
jedoch nicht weiter gefiillt. Der Ableitort lag nahe der Mittellinie im anterioren Teil

des Ganglions.
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Abbildung 3.20: Intrazellulare Ableitungen und Féarbungen zweier Neurone bei
M. cuspidata, die auf visuelle Reize reagierten

A Originalableitung, die Pfeile deuten den Stimulationszeitpunkt (Kaltlicht an und aus) an. Die Zelle
reagiert auf Beleuchtung des ispilateralen Auges (vertikaler Balken 10 mV, horizontaler Balken 2 s).
B Zeichnung zweier angefarbter Zellen aus A, deren Somata angefarbt sind (Balken 50 pm). Das
Inset zeigt den Ableitort.

C Originalableitung, die Pfeile deuten den Stimulationszeitpunkt (Bewegung vor dem ipsilateralen
Auge) an, die Zelle zeigt eine deutliche Erhéhung ihrer Feuerrate (vertikaler Balken 50 mV,
horizontaler Balken 1 s).

D Zeichnung des angefarbten Neurons. Das Inset zeigt den ungefdhren Ableitort.

3.2.2.3 Gefarbte jedoch nicht charakterisierte Zellen

Es wurden 11 Zellen stabil (iber mehrere Minuten abgeleitet, die jedoch auf keinen
der getesteten Reize reagierten (siehe 2.2.4). In neun dieser Fallen gelang eine
Farbung der Zelle.

Abbildung 3.21 A zeigt eine Zelle, deren Soma auf Hohe der Mittellinie liegt.
Symmetrisch ziehen zwei Hauptneurite nach anterior. Die Zelle bleibt der Farbung
nach im Meso-Metathorakalganglion. Das Soma der in Abbildung 3.21 B gezeigten
Zelle liegt ebenfalls im Meso-Metathorakalganglion nahe der Mittellinie. Die Zelle
scheint der Farbung nach in Nerv 3 zu projizieren, jedoch ist der Tracer nicht
ausreichend weit gelaufen, um dies mit Bestimmtheit zu sagen. In
Abbildung 3.21 C sind zwei angefarbte Zellen dargestellt, die beide quer zur
Ganglionachse verlaufen und die lateralen Ganglionhemispharen verbinden. Die
Somata sind hier nicht gefarbt. In Abbildung 3.21 D ist die Farbung eines
intersegmentalen Interneurons gezeigt. Es ist kein Soma im Meso-
Metathorakalganglion zu finden. Eine der zahlreichen Verzweigungen zieht nach
ipsilateral, die Mehrzahl der Verzweigungen bleibt jedoch kontralateral zur
Ableitstelle. Das in Abbildung 3.21 E gezeigte Neuron hat sein Soma ipsilateral der
Ableitstelle und verzweigt lokal im metathorakalen Neuromer. Die Projektionen
stammen aus dem Beinnerv. In Abbildung 3.21 F ist ein weiteres intersegmentales
Neuron gezeigt. Das Soma befindet sich auf der kontralateralen Seite der
Ableitung und ein langer Neurit zieht nach anterior in das Konnektiv. In
Abbildung 3.21 G sind zwei gefarbte Zellen dargestellt. Die anteriore Zelle hat ihr
Soma nahe der Mittellinie, bei der zweiten ist kein Soma angefarbt. Aufgrund
kurzer Farbezeiten sind die Farbestrecken zu kurz und die Neurite nur

unvollstandig dargestellt. Dies trifft auch fir die beiden in Abbildung 3.21 H
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gezeigten Neurone zu, deren Somata dicht nebeneinander liegen. Ebenfalls zwei
Neurone wurden in dem in Abbildung 3.21 I dargestellten Versuch an einer
Ableitstelle gleichzeitig angefarbt. Beide ziehen Uber die Mittellinie, das Soma

eines der Neurone liegt posterior nahe des Beinnervs.

'\_/f:
A~

nﬁ!‘

N\ VL -
N S

|

!

R







92 Ergebnisse

e

£

L

Abbildung 3.21: Zeichnungen abgeleiteter und angefarbter Neurone von M. cuspidata,
die ihrer Funktion nach nicht charakterisiert werden konnten
Die jeweiligen Insets zeigen die ungefahren Ableitorte (Balken je 100 ym).
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3.2.3 Neuroanatomie

3.2.3.1 Projektionen der photomechanischen Sensillen im Zentralen

Nervensystem von M. acuminata bzw. M. cuspidata

anterior
B
by
»
)
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Abbildung 3.22: Anterograde Farbung von Afferenzen photomechanischer Sensillen
beider Kérperseiten von M. cuspidata im fusionierten Meso-Metathorakalganglion

Die Fasern treten durch den Nerv 5 in das Ganglion ein und verlaufen zur Mittellinie. Dort
aszendieren und deszendieren sie (Balken 100 um).

Die Hypothese besteht, dass etwa 10% der Afferenzen der photomechanischen
Sensillen bis ins Oberschlundganglion ziehen (siehe 1.). Dies konnte bislang
jedoch nicht gezeigt werden. Um diese Hypothese zu prifen wurden in dieser
Arbeit  anterograde Farbungen an 13 Tieren mit verschiedenen Tracern
durchgefiihrt (siehe 2.3.1). Bei vier Tieren wurden erfolgreich Afferenzen des
Infrarotorgans mit Neurobiotin angefarbt. Ein Beispiel ist in Abbildung 3.22

gezeigt. Die Afferenzen der photomechanischen Sensillen ziehen durch Nerv 5 ins
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Meso-Metathorakalganglion und verlaufen dort zur Mittellinie. Dort verzweigen sie
sowohl nach anterior als auch nach posterior. In allen Fallen waren die
Projektionen nur im Meso-Metathorakalganglion zu verfolgen.

Farbungen, die intersegmental tUber das Meso-Metathorakalganglion hinausgingen,

wurden nicht erreicht.

3.3 Zusammenfassung

Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, im Zentralen Nervensystem von M. acuminata
bzw. M. cuspidata von infrarotsensitiven Zellen abzuleiten.

Eine Hakenableitung am thorakalen Konnektiv zeigte reizkorrelierte Potenziale. Die
Schwelle flr eine Antwort lag hier zwischen 50 und 185 mW/cm?2.

Im fusionierten Meso-Metathorakalganglion konnten reizkorrelierte extrazellulare
Potenziale sowie reizkorrelierte Feldpotenziale abgeleitet werden. Hier reichten die
Ableitzeiten nicht flr eine ndhere Charakterisierung.

Erstmals wurde ein Praparat flir intrazelluldre Ableitungen an M. acuminata bzw.
M. cuspidata entwickelt. Es gelangen erstmals intrazelluldre Ableitungen und
Farbungen mehrerer Einzelzellen im fusionierten Meso-Metathorakalganglion.
Visuelle und mechanische Reize wurden teilweise von den Zellen beantwortet,
keine der Zellen reagierte jedoch auf Infrarotstrahlung. Reizkorrelierte
extrazellular abgeleitete Potenziale im Meso-Metathorakalganglion ermdglichen

eine Diskussion Uber ideale Ableitorte im Ganglion.



4 Diskussion

4.1 Beobachtungen zu Okologie und Verhalten von

A. nigricans auf Brandflachen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neun Hot Spots, die von A. nigricans gezielt
angeflogen wurden und in deren Umgebung sich A. nigricans aufhielt, bezlglich
ihrer GroBe und Temperatur untersucht. Die untersuchten Hot Spots waren alle
nicht groBer als 1 m im Durchmesser. Ihre maximale Temperatur war mit 119 bis
472,8°C sehr unterschiedlich. Sie korrelierte nicht mit der GréBe der Hot Spots.
Die Maximaltemperatur der Hot Spots scheint ebenso wie die GréBe anhand der
Daten dieser Arbeit keine bedeutende Rolle flir das Anflugverhalten zu spielen,
denn die Zahl der anfliegenden Kdafer pro Minute korrelierte nicht mit diesen
Faktoren. Das Einzel-Experiment, visuell wahrnehmbare Eigenschaften des Hot
Spots kiinstlich zu verdndern, belegte, dass die Kafer sich bei der Auswahl der Hot
Spots und dem Landeverhalten nicht durch den Schattenwurf beeinflussen lieBen.
Dies ist ein Anhaltspunkt daflir, dass die prothorakalen Organe eine entscheidende

Rolle fiir die Detektion der Hot Spots spielen kénnen.

Die Beobachtungen zeigten, dass A. nigricans bei Lufttemperaturen von bis zu
39°C aktiv auf den Brandflachen ist (siehe Tabelle 3.1). Viele Insekten praferieren
geringere Umgebungstemperaturen. Beispielsweise praferiert der Diinen-
Sandlaufkafer Cicindela hybrida eine Umgebungstemperatur von 35 °C (Dreisig
1980, zitiert in: Nachtigall 1996), Bienen (Apis mellifera) praferieren etwa 34°C,
Schaben (Periplaneta americana) nur etwa 30°C Umgebungstemperatur (Grodzicki
und Caputa 2005), bei Moskitos steigt die Mortalitat ab 38°C (Kirby und Lindsay
2004). Es ist jedoch von einigen thermophilen Insekten bekannt, dass sie bei
derart hohen Temperaturen noch aktiv sind. Das Taubenschwanzchen
Macroglossum stellatarum beispielsweise ist bis zu einer Koérpertemperatur von
46° aktiv (Herrera 1992). In Bezug auf das Verhalten von A. nigricans auf der
Brandflache ist die Temperatur des Waldbodens jedoch von grdéBerer Bedeutung

als die Umgebungstemperatur. Auch hier gibt es Beispiele von Insekten, die bei
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hohen Oberflachentemperaturen am Boden noch aktiv sind. Der Diinen-
Sandlaufkafer Cicindela hybrida beispielsweise ist bei Bodentemperaturen von
maximal 53,5°C noch aktiv, er lauft jedoch extrem schnell, hebt seinen Koérper
mdglichst weit an und macht Pausen von maximal 10 Sekunden Dauer (Nachtigall
1996). Arbeiter der Wiistenameise Cataglyphis rosenhaueri und der Wiistenameise
Melophorus bagoti sind bei Bodentemperaturen von etwa 50°C noch aktiv
(Cataglyphis rosenhaueri. Cerda und Retana 2000, Melophorus bagoti: Muser et al
2005). Sie sind, unter anderem durch eine erniedrigte Transpirationsrate,
physiologisch an die Bedingungen ihres Lebensraums angepasst. Von
M. acuminata ist bekannt, dass die Kafer noch auf Flachen aktiv sind, die fiir die
menschliche Hand zu heiss sind (,too hot to place one’s hand", Linsley 1943).
Diese Beispiele zeigen, dass es besonderer Anpassungen der Physiologie oder des
Verhaltens von Insekten erfordert, sich auf heiBem Untergrund zu bewegen.

Um zu testen, ob die Temperatur des Bodens einen Einfluss auf das Verhalten von
A. nigricans hat, wurde das Verhalten der Kafer in flinf Kategorien eingeteilt
(sieche 2.4.3). Die Temperaturen von Kaferpositionen wurden an den
verschiedenen Hot Spots getrennt fiir jede Kategorie ausgewertet. Der Median der
Temperaturen war zwischen diesen Kategorien nicht signifikant verschieden. Hier
ist von besonderer Bedeutung, dass die Temperatur der Landeplatze (Kategorie
»Landing") nicht verschieden von der Temperatur der ,Take Off"-Platze war. Aus
den Beobachtungen ist zu folgern, dass sich die Kafer bevorzugt in einem
Temperaturbereich von ca. 41 bis 52° aufhalten (siehe Abb. 3.13 A). Es ist zu
fordern, dass die Kafer wahrnehmen, wenn sie sich in diesem Temperaturbereich
befinden und ebenfalls wahrnehmen, wenn sie an die Grenze zu deutlich anderen
Temperaturen gelangen. Aufgrund seiner Lage spielt das prothorakale Organ
vermutlich bei der Lokomotion am Boden keine wichtige Rolle. Es ist daher zu
fordern, dass der Kafer Thermorezeptoren besitzt, die wichtige Informationen Utber
die Lufttemperaturen liefern. Fir gewdhnlich sitzen Thermorezeptoren bei
Insekten auf den Antennen und sind Kalterezeptoren, die bei Warmereizen
gehemmt werden. Es sind jedoch in einigen Fallen auch Warmerezeptoren
bekannt (siehe 4.2.2). Es ist sehr wahrscheinlich, dass A. nigricans leistungsfahige
Warmerezeptoren besitzt, die ihm eine sichere Lokomotion am Boden auf den

Brandflachen ermdglichen.
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Das Landeverhalten wurde von allen Kategorien am detailliertesten untersucht, da
es in Zusammenhang mit den Orientierungsfahigkeiten des Kafers wahrend des
Fluges steht. Es ist davon auszugehen, dass der Kafer im Flug Informationen
erhdlt, ob er sicher landen kann oder nicht. Die Untersuchungen des
Landeverhaltens zeigen, dass A. nigricans Landeplatze vorzieht, die deutlich heiBer
sind als der umgebende Waldboden, dessen Temperatur bei voller
Sonneneinstrahlung Ublicherweise zwischen 40 und 45°C betragt. Die mittlere
Temperatur der Landeplatze lag bei 49°C, die Maximaltemperatur bei 66,4°C
(siehe Abb. 3.13 A). Dies ist ein sehr hoher Wert, der naher betrachtet werden
muss. Es besteht hier die Mdglichkeit, dass die Temperatur Uberschatzt ist. Der
Boden auf frischen Waldbrandflachen ist Ublicherweise mit einer lockeren Schicht
aus dunklen Ascheteilchen bedeckt. Diese kénnen durch die Absorption von
Sonnenstrahlung und Infrarotstrahlung aus dem Boden stark aufgeheizt sein. Da
jedoch davon auszugehen ist, dass diese Ascheteilchen eine duBerst geringe
Warmekapazitat aufweisen, ist das Landen auf derartigen Flachen fir die Kafer
vermutlich nicht bedrohlich. Die Kontaktflachen zwischen den Ascheteilchen und
dem Kafer sind sehr gering und zudem ist die Kontaktdauer durch das meist

zlgige Krabbeln des Kafers nur kurz.

Um zu untersuchen, wie exakt A. nigricans Temperaturgrenzen wahrnehmen kann
und wie nah der Kafer folgerichtig an diesen Grenzen landet, wurde die minimale
Distanz der Landeplatze zu 70°C heiBen Stellen der neun analysierten Hot Spots
ermittelt. Sie betrug unter 1 cm (siehe 3.1.3.2). Da eine Temperatur von 70°C mit
Sicherheit bedrohlich flir den Kafer ist, ist zu fordern, dass er derartige
Temperaturgrenzen detektieren kann. Besonders das Landen an den Hot Spot
Grenze erfordert eine genaue Navigation, ein Irrtum ist lebensbedrohlich. Der
Kéfer muss folglich Informationen (Uber die Temperaturverteilung der

Bodenoberflachen in dem thermisch unregelmaBigen Gelande erhalten.

Die Frage stellt sich, worin der Nutzen fiir die Kafer liegt, sich derart nah an den
Hot Spots und teilweise unter der warmen Asche aufzuhalten.
Eine Interpretation dieses Verhaltens ist, dass der Aufenthalt auf frischen

Brandflachen eine Strategie zur Feindvermeidung darstellt. Die beobachteten Kafer

97



98 Diskussion

hatten eine auffdllig geringe Fluchtdistanz. Dies ist auf einer frischen
Waldbrandflache auch bei M. atrata der Fall (eigene Beobachtungen). Dieses
Verhalten ist erklarbar, da auf frischen Brandflachen Ublicherweise kaum noch
Predatoren anzutreffen sind.

Ein weiterer Vorteil der frischen Brandflache ist eine geringe Dichte an
Nahrungskonkurrenten (Wikars 1992, Wikars 1997).

Eine weitere mdgliche Interpretation des komplexen Verhaltens von A. nigricans
auf der Brandflache ist, dass es in engem Zusammenhang mit der Reproduktion
stehen kdnnte. Diese Arbeit beschreibt zum ersten Mal Beobachtungen zur
Reproduktion von A. nigricans. Die in Gefangenschaft geschlipften Larven
Uberlebten unter den gegebenen Bedingungen bis zum dritten Larvalstadium. Wie
viele Larvalstadien A. nigricans  insgesamt durchlduft und wie lange das
Puppenstadium dauert, ist daher unklar. Fest steht, dass die Larven nach nur etwa
48 Stunden schllipfen und innerhalb einer Woche bereits das dritte Larvalstadium
erreichen.

Die Morphologie und die beschriebenen Nahrungspraferenzen der Larven legen
nahe, dass diese nicht wie M. acuminata und M. atrata in Holz bohren. Die einzige
akzeptierte Nahrung bestand aus tierischem Protein wie Fleisch und Hihnerei.
Dies konnte ein Hinweis flir eine rauberische bzw. aasfressende Lebensweise sein.
Die auBere Morphologie der Larven widerspricht ebenfalls einer holzbohrenden
Erndhrung, da die typische Thoraxform fehlt (Graham und Knight 1965).

Die in dieser Arbeit dargelegten Beobachtungen legen nahe, dass die Larve von
A. nigricans die Brandflache nutzt, indem sie sich von Nahrungsquellen ernahrt,
die erst durch das Feuer entstehen. Eventuell erndhrt sie sich von Aas. Dies
konnten Tiere sein, die durch die hohen Temperaturen getétet wurden,
beispielsweise Ameisen- oder Termitenbrut. Derartige Nahrungsressourcen sind
nur kurz nach einem Brand verfuigbar. Daher kdnnte ein hoher Evolutionsdruck auf

den Entwicklungszeiten der ersten Larvenstadien liegen.

Die Frage stellt sich, warum adulte A. nigricans einen derart hohen Aufwand
beziiglich der Suche nach geeigneten Hot Spots auf der Brandflache treiben. Eine
Erkldarung koénnte ebenfalls die Larvalentwicklung betreffen: Die hdhere

Temperatur des Waldbodens kdnnte die Ei- und Larvalentwicklung beschleunigen.
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Die erhéhten Temperaturen des Waldbodens auf frischen Brandflachen resultieren
aus der vermehrten Sonneneinstrahlung (Wikars 1992, Wikars 1997). Es ist
bekannt dass die Geschwindigkeit der Larvalentwicklung von Insekten generell
temperaturabhangig ist. Bei der Wiustenheuschrecke Schistocerca gregaria ist
beschrieben, dass die Entwicklung je nach Temperatur zwischen 17 und 50 Tage
dauern kann (Shulov und Pener 1963, zitiert in: Bentley et al 1979). Die
Entwicklung der Milchkrautwanze Oncopeltus dauert bei Temperaturen zwischen
35 und 15°C zwischen 5 und 33 Tagen (Richards 1957; zitiert in: Chapman 1998).
Auch bei Locusta migratoria und der australischen Wanderheuschecke
Chortoicetes  terminifera  wurde  eine  Temperaturabhangigkeit  der
Entwicklungsdauer gefunden (Chapman und Whitham 1968, Wardhaugh 1978
beide zitiert in: Bentley et al 1979).

Folgende Theorie scheint den Daten dieser Arbeit nach wahrscheinlich: Die
Weibchen von A. nigricans suchen auf der Brandflache gezielt nach geeigneten
Hot Spots hauptsachlich aus zwei Grinden. Erstens erhoéht die Nutzung von
LTreffpunkten® auf einer grossen Flache die Wahrscheinlichkeit Paarungspartner
anzutreffen (dies gilt auch flir die Mannchen). Zweitens bietet der Waldboden
einer frischen Brandflache Eiablageplatze mit erhdhter Temperatur und vermutlich

ausreichend geeignete Nahrung flir die Larven.

Die Untersuchungen zeigen, wie unterschiedlich die Anpassungen des Verhaltens
an Brandflachen innerhalb der pyrophilen Insekten sein kénnen. Die Daten dieser
Arbeit deuten darauf hin, dass die Larven von A. nigricans innerhalb des Habitats
Brandflache eine Okologische Nische besetzen, die von jener der Larven von

M. atrata und M. acuminata bzw. M. cuspidata verschieden ist.
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4.2 Das prothorakale Infrarotorgan von A. nigricans

4.2.1 Der adaquate Reiz fur die Sensillen des prothorakalen

Infrarotorgans

Im Rahmen dieser Arbeit wurden extrazelluldre Ableitungen am prothorakalen
Organ von A. nigricans durchgefiihrt. Bei etwa jedem zweiten Tier flihrten sie zu
einer stabilen Ableitung eines PTO-Sensillums. Diese Ableitungen zeigten, dass die
Sensillen Informationen in Form von Spikes codieren. Dieses Verhalten ist typisch
fir zahlreiche Rezeptoren, unter anderem auch fiir Mechanorezeptoren (Rice
1975, Mclver 1985, French 1988) und Thermorezeptoren (Loftus 1968, Tichy
1979) bei Arthropoden.

Die Mehrzahl der PTO-Sensillen von A. nigricans war mit etwa 15 Hz ohne auBere
Reizgebung aktiv. Einige Sensillen zeigten ein burstartiges Entladungsmuster.
Dieses Verhalten lieB sich teilweise durch das Bewegen der Elektrode ausldsen
oder verandern. Es ist daher davon auszugehen, dass mechanische Ereignisse in
der Kutikula oder direkt am Rezeptorneuron zu einer Anderung der neuronalen
Aktivitat flihrten. Daher ist das burst-Verhalten als pathologisch einzustufen und
auf den Einfluss der Elektrode zurlickzufiihren (siehe 3.1.1.1). Die im Folgenden
diskutierten Eigenschaften der PTO-Sensillen von A. nigricans beziehen sich
aufgrund dieser Beobachtungen nur auf Sensillen, die in Ruhe ein regelmaBiges

stabiles Entladungsmuster zeigten.

Als erster Schritt fir eine physiologische Charakterisierung der PTO-Sensillen
wurde durch die Prasentation verschiedener Stimuli untersucht, ob - und falls ja
bei welcher Reizmodalitdt - es zu Veranderungen des Verhaltens der Sensillen
kommt. Test-Stimuli, wie akustische Reize, eine Veranderung der Kohlendioxid-
Konzentration und Licht einer Kaltlichtquelle modulierten das Antwortverhalten der
Sensillen  nicht.  Verschiedene thermische Reize, sowohl konvektive
Temperaturreize wie warme Luft, als auch Warmestrahlung waren in der Lage, die
Feuerfrequenz der Sensillen zu verandern (siehe 2.2.4). Somit bestdtigen die

Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, die
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Ergebnisse der ersten elektrophysiologischen Untersuchungen an A. nigricans
(Schmitz et al 2002).

Die Antworten der PTO-Sensillen auf drei verschiedene thermische Stimuli wurden
in dieser Arbeit detaillierter untersucht. Hierzu wurden ein Rotlichtlaser, ein
breitbandiger Infrarotemitter und ein Infrarotlaser verwendet (siehe 2.2.4). In
allen drei Fallen flihrte eine Erwarmung des prothorakalen Organs zu phasisch-
tonischen Antworten. Phasisch-tonische Antworten sind unter anderem typisch fiir
Mechanorezeptoren (Rice 1975, Mclver 1985) und flir Thermorezeptoren bei
Arthropoden (Loftus 1968, Tichy 1979, Altner und Loftus 1985, siehe 4.2.2). Die
phasisch-tonische Antwort war bei Uberschwelligen Reizen stets von einer Phase
der spike-Unterdriickung nach Ausschalten des Reizes gefolgt. Die Dauer dieser
Spike-Unterdriickung zeigte bei Reizung mit dem Rotlichtlaser eine lineare
Zunahme mit steigender Reizintensitat. Sie betrug im Bereich der getesteten
Stimulusintensitaten zwischen 100 und 450 ms (siehe Abb. 3.2 F). Bei einzelnen
Sensillen betrug sie maximal 500 ms. Die Ursache der intensitdtsabhangigen
Spike-Unterdriickung ist anhand von extrazelluldren Ableitungen der Sensillen
nicht zu klaren. Es ist jedoch typisch flir phasisch-tonische Rezeptoren, dass sie
nach Reizende eine ,Uberschiessende Hemmung" (silent period) zeigen
(Penzlin 1996). Inhibitorische Einflisse durch Interneurone sind als Ursache
derartiger Spike-Unterdriickung theoretisch denkbar.

Eine efferente Innervierung der PTO-Sensillen von A. nigricans ist jedoch nicht
sehr wahrscheinlich. Die Ableitstelle liegt vermutlich so dicht an
Dendritenaussensegment und Somaregion des Rezeptors, dass efferente
Innervierungen auf Hohe des prothorakalen Organs bestehen miissten, um die
hemmenden Einflisse in der Ableitung erkennbar zu machen. Untersuchungen der
Ultrastruktur der Sensillen geben aber keinerlei Hinweise auf derartige efferente
Innervierungen (Kreiss et al 2005). Intrinsische Vorgange innerhalb der
Rezeptorzelle sind folglich als Ursache der Spike-Unterdriickung wahrscheinlicher.
Denkbar ist hier, dass durch intrinsische Adaptationsvorgange (siehe 4.2.2) die
Empfindlichkeit der Rezeptoren sinkt und es daher nach Ende des Reizes zu der

uberschiessenden Reaktion kommt.
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Im Folgenden werden die Antworten der PTO-Sensillen auf die genannten drei

verschiedenen thermischen Stimuli diskutiert.

Bei Bestrahlung mit dem verwendeten Rotlichtlaser war eine deutliche
Intensitatsabhangigkeit sowohl der Antwortstarke als auch der Dauer der spike-
Unterdriickung nach Reizende festzustellen. Der Rotlichtlaser flihrt vermutlich zu
einer geringfligigen Erwarmung des prothorakalen Organs. Messungen an toten
Kafern (M. atrata) mit einem Thermoelement ergaben, dass Rotlicht im
Intensitatsbereich von 100 mW/cm?2 die Kutikula des Infrarotorgans innerhalb
eines Zeitraumes von 200 ms um nur 0,15°C erwarmt (Schmitz und Trenner
2003). Starkere Strahlung von 440 mW/cm?2 fihrte zu einer Erwarmung um 1,3°C.
Diese Werte belegen, dass die eigentliche Temperaturanderung des
Infrarotorgans, also der Insektenkutikula, bei M. atrata sehr moderat ist. Aufgrund
der unterschiedlichen Morphologie der Infrarotorgane ist nicht zu erwarten, dass
dieselben Werte bei A. nigricans erreicht werden, es ist aber davon auszugehen,
dass die Temperaturanderungen bei Bestrahlung mit Rotlicht im prothorakalen
Organ ebenfalls sehr gering sind und bei geringen Intensitaten unter 100 mW/cm?2
nur wenige Zehntel Grad Celsius betragen. Intensitaten unter 100 mW/cm2 rufen

jedoch bereits eine deutliche Antwort des PTO-Sensillums hervor.

Der verwendete breitbandige Infrarotemitter ist nicht unmittelbar mit den
verwendeten Lasern zu vergleichen, da ein grundsatzlicher Unterschied zwischen
diesen Reizformen besteht: Da Laser monochromatisch sind, gilt die angegebene
Intensitat nur fir ein schmales Wellenlangenband. Bei einem breitbandigen
Emitter jedoch tritt eine Verteilung der Gesamtintensitat auf verschiedene
Wellenlangen auf. Diese Verteilung ist laut dem ,Wienschen Verschiebungsgesetz"
temperaturabhangig. Fir den verwendeten Emitter gilt, dass bei der maximal
moglichen Temperatur das Emissionsmaximum bei etwa 3 pm liegt. Dies
entspricht Emissionswellenlangen von Waldbranden, die mit etwa 700°C brennen
(Hecht 1989, zitiert in: Schmitz und Bleckmann 1998). Der Infrarotemitter
bewirkte ebenfalls eine intensitdtsabhangige Antwort der PTO-Sensillen

(siehe Abb. 3.7). Bei ahnlicher Bestrahlungsintensitat des Infrarotemitters und des
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Rotlichtlasers erfolgte auf den Infrarotemitter eine etwa um 20% geringere
Antwort der PTO-Sensillen.

Ein Grund fir die schwachere Antwort auf den Infrarotemitter koénnte im
Versuchsaufbau liegen, der mehrere Probleme birgt: Sowohl die Ausrichtung des
Emitters auf das Organ, als auch die Abschwachung der Intensitat sind nicht so
genau wie bei einem Laser. Ein weiteres Problem dieser Reizgebung bestand
darin, dass sich der Verschluss im Laufe des Versuches aufheizte und
offensichtlich die Ruheaktivitat der PTO-Sensillen auch in geschlossenem Zustand
beeintrachtigte (siehe Abb. 3.7 A). Die Intensitatsabhangigkeit der PTO-Sensillen
bei Reizung mit dem Infrarotemitter ist aufgrund dieser Faktoren nicht exakt

quantifizierbar.

Stimulationen der PTO-Sensillen von A. nigricans mit dem Infrarotlaser
(sieche 2.2.4) flihrten ebenfalls zu einer Antwort der PTO-Sensillen
(siehe Abb. 3.8). Die Experimente wurden bei der hdchstmoglichen Intensitat
(265,0 mW/cm?2) mit beiden Wellenlangen (1,15 und 3,39 um) durchgeflhrt.

Die maximale Feuerfrequenz wahrend der Reizung betrug 24,7 Hz, eine
Verdoppelung im Vergleich zur Ruheaktivitat. Diese Antwort ist, verglichen mit
derjenigen auf Stimulation mit Rotlicht, relativ schwach: Eine &hnliche
Maximalfrequenz (24,2 Hz) wurde bei Rotlichtreizung bereits bei einer Intensitat
von 49,9 mW/cm?2 registriert.

Hier ist zu beachten, dass die exakte Positionierung des Infrarotlasers aufwandig
und stérungsanfallig ist und die Mdglichkeit besteht, dass das Organ nicht mit
voller Intensitat bestrahlt wurde. Eine tatsachlich geringere Empfindlichkeit der
PTO-Sensillen fir monochromatische Infrarotbestrahlung im Vergleich zu
Rotlichtstrahlung koénnte in der Beschaffenheit der Kutikula des prothorakalen
Organs begriindet sein. Das Absorptionsspektrum des prothorakalen Organs von
A. nigricans ist nicht bekannt. Fir M. acuminata ist gezeigt, dass die
verschiedenen Wellenldngen des infraroten Spektrums unterschiedlich stark von
der Kutikula des Infrarotorgans absorbiert werden. Strahlung im Bereich von
2,75-3,5pum wird sehr gut absorbiert (Sowards et al 2001). In
Absorptionsspektren  kdnnen  jedoch  Llicken schlechterer  Absorptions-

eigenschaften vorkommen und es ist denkbar, dass die Strahlung von 1,5 bzw.
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3,39 um bei A. nigricans in derartige Liicken fallt. Fiir die Detektion exakt dieser
Wellenldnge besteht keine Notwendigkeit und daher auch kein Evolutionsdruck.

Die Aussage, dass die PTO-Sensillen weniger empfindlich auf breitbandige und
monochromatische Infrarotstrahlung als auf Erwarmung durch Rotlichtstrahlung

reagieren, ist aufgrund der geschilderten Problematik daher kritisch.

Die nahere Charakterisierung des Antwortverhaltens der PTO-Sensillen bestatigt
folglich die Hypothese, dass es sich bei diesen Sensillen um Thermorezeptoren
handelt, die generell auf Erwarmung reagieren.

Ein Vergleich mit Thermorezeptoren bei infrarotsensitiven Schlangen und
infrarotsensitiven Kafern zeigt, dass die Morphologie des prothorakalen Organs
diesen Befund sttzt.

Die PTO-Sensillen von A. nigricans zeichnen sich durch einen bisher einzigartigen
Bauplan aus: Das Dendriteninnensegment und die Somaregion des Neurons bilden
einen groBen Komplex, der direkt unter der Kutikula des prothorakalen Organs
positioniert ist und zahlreiche Mitochondrien enthdlt (siehe 1). Kreiss et al
beschrieben die Ahnlichkeiten dieses Komplexes mit den terminalen
Nervenmassen von infrarotsensitiven Schlangen (Kreiss et al 2005). Bei den
Boidae liegen die Infrarotorgane unter der Oberflache der Labialschuppen oder in
Grubenorganen in den Lippenschuppen (Amemiya et al 1996), bei den Crotalinae
in Grubenorganen in der Nahe der Augen (Lynn 1931). Terminale
Dendritenmassen (TNM), welche von den feinen Nervenendigungen des Nervus
Trigeminus gebildet werden, liegen bei beiden Schlangenfamilien dicht unter der
Organoberflache (Bleichmar und de Robertis 1962, Bullock und Fox 1957,
Terashima et al 1970, von Diring 1974, Amemiya et al 1996). Wie auch das
Dendriteninnensegment und die Somaregion des Neurons von A. nigricans
zeichnen sich die TNMs durch eine hohe Anzahl an Mitochondrien aus (Molenaar
1992). Die TNMs funktionieren nach dem Bolometer-Prinzip: Warmerezeptoren
messen die Erwarmung eines Absorbermaterials (Bullock und Cowles 1952, Bullock
und Diecke 1956, Goris und Nomoto 1967, Hartline 1974, De Cock Buning et al
1981a). Morphologisch fallen hier auch Ahnlichkeiten zu den Terminalen
Dendritenmassen (TDM) bei M. atrata auf (siehe 1, Schmitz, Schmitz und
Bleckmann 2000, Schmitz et al 2001). Auch diese liegen dicht unter der
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Oberflache und weisen eine hohe Anzahl an Mitochondrien auf. Sie fungieren
ahnlich wie die TNMs der Schlangen ebenfalls als Bolometer und messen die

Erwarmung einer Flache, der Kutikula.

Die Hypothese liegt nahe, dass die PTO-Sensillen von A. nigricans ebenfalls nach
dem Bolometerprinzip arbeiten und die Erwarmung der Kutikula des prothorakalen

Organs messen.

4.2.2 Die Sensillen des Infrarotorgans als Thermorezeptoren

In  Hinblick auf ihre Funktion als Thermorezeptoren wurden die
Antworteigenschaften der PTO-Sensillen bei Erwarmung mit dem Rotlichtlaser
naher untersucht. Die ermittelte Schwelle fiir eine Antwort lag bei den
untersuchten Sensillen zwischen 11 und 25 mW/cm?2 (siehe Abb. 3.2 E). Der aus
der Kennlinie abgeschatzte Schwellenwert des tonischen Antwortteils lag bei etwa
12 mW/cm2 (siehe Abb.3.2 F). Dieser Wert liegt also im unteren Bereich der
gemessenen Schwelle.

Die maximale Feuerrate der Sensillen von A. nigricans bei der hdchsten
verwendeten Bestrahlungsintensitat (549 mW/cm?2) betrug nahezu das Vierfache
der Ruheaktivitat (etwa 75 Hz). Eine Sattigung der Antwort trat hier nicht ein
(siehe Abb. 3.2 F). Die Steigung der Intensitatskennlinien lasst vermuten, dass
hier nur ein Ausschnitt des dynamischen Bereichs ermittelt wurde. Uber den
gesamten dynamischen Bereich kann daher noch keine Aussage gemacht werden,

auBer dass er mindestens 17 dB umfaBt.

Bei einigen Praparaten gelangen Ableitungen des graduierten Potentials
(siehe 2.2.5) der PTO-Sensillen von A. nigricans. Diese zeigten eine deutliche
Potenzialanderung wahrend des Reizes. Die erste Halbwelle dieser biphasischen
Potenzialdnderung entspricht bezliglich ihres Zeitverlaufes der Dauer der erhéhten
Spike-Frequenz wahrend der Reizung. Dem Potential sitzen einzelne Potenziale
geringerer Amplitude auf, die auf die Spikes zuriickzuflihren sind. Das Potential
dieser ersten Halbwelle ist deutlich intensitatsabhangig (siehe Abb. 3.6 D). Die

Amplitude der ersten Halbwelle gibt die Steilheit der Flanke des urspriinglich
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monophasischen  Signals  wieder  (siehe 2.2.5). Die Integrale der
Potenzialdnderungen bei verschiedenen Reizintensitdten zeigen, dass es auch bei
der hochsten verwendeten Intensitdt (549 mW/cm2) zu keiner Sattigung kommt.
Dies entspricht den Ergebnissen der Ableitungen von Einzelspikes.

Es ist zu vermuten, dass es sich bei der ersten Halbwelle um das
Rezeptorpotenzial handelt. Die Schwellenwerte liegen mit etwa 4,4 mW/cm?2 etwas
unter den Schwellenwerten, die anhand der Spike-Frequenz ermittelt wurden (11-
25 mW/cm?2). Dies erklart sich dadurch, dass das Rezeptorpotenzial bereits mit
einer Potenzialdanderung auf den Reiz reagieren kann, auch wenn der
Schwellenwert fiir das Ausldsen von Spikes noch nicht erreicht wurde.

Da die exakte Position der Elektrode bei dieser Art der extrazelluldren Ableitungen
nicht bekannt ist, ist unklar, wo genau am Neuron die Potenziale abgeleitet
werden. Uber intrinsische Vorginge auf Ebene des Neurons kann aufgrund der
vorliegenden Daten keine Aussage gemacht werden.

Die Ableitung graduierter Potenziale ist auch bei anderen sensorischen Systemen
von Arthropoden, beispielsweise auch bei M. acuminata (Schmitz, Mirtz und
Bleckmann 2000, Hammer et al 2001) und bei Spinnen (Spaltsinnesorgan: French
et al 2002) gezeigt. Bei den photomechanischen Sensillen von M. acuminata
wurde, ebenfalls bei Reizung mit einem Infrarotlaser, eine geringere Schwelle des
graduierten Potentials verglichen mit der Spike-Schwelle gefunden (6,8 zu
17,4 mW/cm2, Hammer et al 2001).

Um zu untersuchen, ob die PTO-Sensillen von A. nigricans auf thermische Reize
adaptieren, wurden sie mit langanhaltenden konstanten Rotlicht-Stimuli gereizt.
Bei Stimulation mit Reizen von mehr als 3 s Dauer nahmen die Spike-Frequenzen
innerhalb einer Sekunde ab und erreichten einen Plateauwert (siehe Abb. 3.3 B).
Die Abnahme der Spike-Frequenz ist als Adaptation auf den Rotlichtstimulus zu
interpretieren.

Adaptation meint eine Abnahme der urspriinglich hohen Feuerfrequenz eines
Neurons bei langanhaltender und konstanter Stimulation (Mendelssohn and
Loewenstein 1964, Coro et al 1998, Givois und Pollack 2000). Sowohl bei
Vertebraten als auch bei Invertebraten ist bekannt, dass Mechanorezeptoren eine

breite Spanne an dynamischen Antworteigenschaften aufweisen. Sie kdnnen
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sowohl langsam als auch schnell (innerhalb von einer Sekunde) adaptieren
(Bohnenberger 1981, French 1989, French 1992, French und Torkkeli 1994). Der
phasische Anteil der PTO-Sensillen von A. nigricans zeigte eine starkere Adaptation
als der tonische Anteil (siehe Abb. 3.3 C). Der tonische Anteil adaptierte nicht
vollstandig, sondern sank auf einen Plateauwert, der flir mindestens 10 s konstant
blieb. Bei keiner der verwendeten Intensitdten kam es zu einer vollstéandigen
Adaptation. Fir hohe Intensitdten kann der Kurvenverlauf der Adaptation
naherungsweise durch eine logarithmische Funktion beschrieben werden. Fir
niedrige Intensitaten lassen sich keine Regressionskurven mit ausreichend gutem
Regressionskoeffizienten anpassen. Es ist jedoch fiir viele sensorische Neuronen
beschrieben, dass ihre Adaptation einer sogenannten ,power-law" Beziehung folgt
(French 1992, Drew und Abbott 2006). Folglich reagieren die PTO-Sensillen von
A. nigricans eher untypisch. Es sei jedoch erwdhnt, dass in einigen Fallen die
bestmdglichste Passung neben der logarithmischen Funktion einer power-law
Beziehung folgte.

Adaptation kann an allen Phasen der Reiztransduktion erfolgen. Sie kann rein
mechanische Ursachen haben, intrinsisch wahrend der Transduktion oder bei
nachgeschalteten Prozessen generiert werden (French 1992, Hamill und McBride
1994, French and Torkkeli 1994). Die vorliegenden extrazellularen Ableitungen an
den PTO-Sensillen von A. nigricans lassen keine Aussagen uber das hier
zugrundeliegende Prinzip der Adaptation zu. Es bleibt daher vorerst bei der
Beschreibung dieses Phanomens.

Wichtig ist jedoch der mogliche Nutzen einer Adaptation der PTO-Sensillen auf
thermische Reize fir den Kafer. Ein Haupteffekt von Adaptation ist, dass die
Menge an sensorischer Information, die ein Organismus verarbeitet, gesteigert
werden kann (Mendelsson und Loewenstein 1964, Pastzor und Bush 1983, French
1984, Laughlin 1989, Clague et al 1997). Sattigungseffekte konnen durch
Adaptation vermieden werden. Im Fall von A. nigricans konnte das
Intensitatsspektrum der Sensillen erhéht werden, indem durch Adaptation erneute
Reaktionen auf transiente Stimuli vor einer gleichbleibenden Hintergrundintensitat

moglich waren. Die Sensitivitat auf Reizanderungen wirde so erhalten bleiben.
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Da die PTO-Sensillen héchstwahrscheinlich als Thermorezeptoren fungieren, bietet
sich ein Vergleich mit den bekannten Thermorezeptoren bei Arthropoden und
insbesondere ein  Vergleich mit Thermorezeptoren im Dienste der
Infrarotperzeption bei Schlangen und Kafern an.

Das typisch phasisch-tonische Antwortmuster mit Spike-Unterdriickung nach
Reizende, wie es die PTO-Sensillen von A. nigricans zeigen, ist flr zahlreiche
Rezeptoren verschiedener Modalitdten beschrieben. Thermorezeptoren bei
Vertebraten und bei Arthropoden reagieren ebenfalls mit diesem Antwortmuster
(Vertebraten: Hensel und Huopaniemi 1969, Hensel und Kenshalo 1969, Hensel
und Iggo 1971, Terashima und Goris 1974, Hellon et al 1975, Loftus 1978, Darian-
Smith et al 1979; De Cock Buning et al 1981a, De Cock Buning et al 1981b,
Terashima und Goris 1983, Schafer et al 1988).

Bei Arthropoden wurden Thermorezeptoren auf verschiedenen Korperteilen
gefunden. Meist sind dies Kalterezeptoren, die mit einer phasisch-tonischen
Aktivitatserhdhung auf einen rapiden Temperaturabfall und mit einer
Aktivitatserniedrigung auf Erwarmung reagieren (Loftus 1968, Tichy 1979, Altner
und Prillinger 1980, Altner und Loftus 1985, Tichy und Loftus 1987, Ameismeier
und Loftus 1988, Nishikawa et al 1992, Yokohari 1999, Merivee et al 2003).
Kéltezellen feuern bei Temperaturen zwischen 20 und 30°C in der Regel mit etwa
20-40 Hz und koénnen sowohl Temperaturabfdlle als auch —anstiege codieren
(Must et al 2006). Meist ist bei dem thermorezeptiven Neuron die Oberflache der
Membran des DendritenauBensegmentes beispielsweise durch Lamellierung
vergroBert. Die Membranflache korreliert mit der Empfindlichkeit auf konstante
bzw. langsame Reize (Ehn und Tichy 1996b). Teilweise sind die thermorezeptiven
Neurone mit einem olfaktorischen Rezeptor assoziiert, so auch zum Beispiel bei
Schaben (Yokohari 1999). Typisch fiir Insekten ist die sogenannte Triade: Zwei
Hygrorezeptoren (je ein Feucht-und Trockenrezeptor) und ein Kalterezeptor sind
in einem antennalen Sensillum assoziiert (Altner und Loftus 1985, Chapman 1998,
Yokohari 1999, Tichy und Gingl 2000). Warmerezeptoren, deren Aktivitat mit
zunehmender Erwarmung steigt, wurden auf der Antenne der Larven des
Hohlenkafers Speophyes lucidulus (Loftus und Corbiére-Tichané 1981, Corbiére-
Tichané und Loftus 1983), auf den Tarsalorganen der Spinne Cupiennius salei
(Ehn und Tichy 1996a, Ehn und Tichy 1996b) und bei einigen blutsaugenden
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Insekten (Zecke: Amblyomma variegatum, Hess und Loftus 1984; Moskito: Aedes
aegypti, Davis und Sokolove 1975, Raubwanze T7riatoma infestans. Lazzari und
Wicklein 1994) gefunden. Die warmerezeptive Sinneszelle kommt hier teilweise
gemeinsam mit einer Kaltezelle in einem Sensillum vor. Die Warmezelle auf dem
Tarsus der Zecke Amblyomma variegatum reagiert phasisch-tonisch auf
Erwarmung durch Konvektion und codiert Temperaturanderungen von 1,5°C mit
einem Anstieg von 10 auf 45 Hz (Gingl und Tichy 2001). Bei dem Hohlenkafer
Speophyes lucidulus reagiert die Kaltezelle wesentlich empfindlicher auf
Temperaturdanderungen als die Warmezelle (Corbiere-Tichané und Loftus 1983).
Die Warmezelle auf dem Tarsus von Cupiennius salei reagiert auf 0,6°C
Temperaturanderung (Ehn und Tichy 1996a), ist aber, auBer bei sehr schnellen
Temperaturanderungen, weniger empfindlich als die Kaltezelle (Ehn und Tichy
1996b). Auf Bestrahlung mit Infrarot reagieren sowohl die Kaltezellen einiger
Insekten (Locusta migratoria, Periplaneta americana) als auch die Warmezelle von
Amblyomma variegatum nur auBerhalb des biologisch bedeutsamen Bereichs,
daher sind sie vermutlich auf konvektive Erwarmung spezialisiert (Gingl und Tichy
2001).

Von besonderem Interesse ist ein Vergleich der Physiologie der PTO-Sensillen von
A. nigricans mit der Physiologie von Infrarotorganen infrarotsensitiver Schlangen.
Ableitungen von Afferenzen der Infrarotorgane von Agkistrodon blomhoffi
brevicaudus belegen, dass die Thermorezeptoren des Grubenorgans eine
regelmaBige, jedoch temperaturabhdangige Hintergrundaktivitdt aufweisen:
Zwischen 15 wund 33°C Temperatur der Organmembran feuern die
Thermorezeptoren mit einer Frequenz zwischen 10 und 30 Hz (de Cock Buning et
al 1981a). Bei Reizung mit einem Rotlichtlaser (A=632,8 nm, Intensitdt: 2 mW)
reagierten die Thermorezeptoren mit einer phasisch-tonischen Antwort. Bei
anhaltender Stimulation kam es zu einer deutlichen Adaptation. Nach Reizende
folgte einer Phase der Spike-Unterdriickung oder der verringerten Aktivitat (de
Cock Buning et al 1981a). Das grundsatzliche Antwortverhalten ist also
demjenigen des multipolaren Neurons von M. atrata und auch demjenigen des

kutikularen Sensillums von A. nigricans sehr ahnlich.
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Extrazelluldre Ableitungen, die methodisch mit denen dieser Arbeit vergleichbar
sind, wurden auch am Infrarotorgan von M. atrata durchgeflihrt (Schmitz und
Bleckmann 1998, Schmitz und Trenner 2003). Das multipolare Neuron von
M. atrata ist bei 20°C Umgebungstemperatur mit 10 Hz in Ruhe aktiv, die
Ruhefrequenzen liegen also etwas unter denen der PTO-Sensillen von A. nigricans.
Das multipolare Neuron von M. atrata reagiert phasisch-tonisch auf Stimulation mit
Rotlicht, eine Phase der Spike-Unterdriickung folgt hier der Reizung (Schmitz und
Trenner 2003). Die Schwelle flir eine Antwort auf den Rotlichtlaser liegt bei
M. atrata mit 40 mW/cm?2 Uber der von A. nigricans, Latenzen liegen hier bei etwa
50 ms (Schmitz und Trenner 2003). Wie auch bei A. nigricans ist nicht bekannt, ob
und wenn ja bei welcher Intensitat es zu einer Sattigung der Antwort kommt. Bis
zur hochsten getesteten Stimulusintensitdt von 1,3 W/cm2 steigt die
Feuerfrequenz des multipolaren Neurons bis auf etwa 300 Hz kontinuierlich an
(Schmitz und Trenner 2003). Der dynamische Bereich bei Reizung mit Rotlicht
umfasst bei M. atrata mindestens 34 dB, derjenige des kutikuldren Sensillums von
A. nigricans umfasst deutlich mehr als 17 dB.

Aufgrund dieses Vergleichs der Antworteigenschaften wird deutlich, dass eine
Ahnlichkeit zwischen den Eigenschaften des multipolaren Neurons von M. atrata
und den PTO-Sensillen von A. nigricans besteht. Beide zeigen eine Ruheaktivitdt,
reagieren phasisch-tonisch auf Stimulation mit Rotlicht, gefolgt von einer Phase
der Spike-Unterdrlickung bei Reizende. Das Adaptationsverhalten des multipolaren
Neurons von M. atrata unterscheidet sich jedoch von dem der PTO-Sensillen von
A. nigricans. Schmitz und Trenner konnten zeigen, dass die Infrarotrezeptoren von
M. atrata mehr als 10 Minuten Bestrahlung bendétigen, ehe sie nahezu vollstandig
adaptieren (Schmitz und Trenner 2003). Anders als bei den PTO-Sensillen von
A. nigricans nahm die Frequenz der multipolaren Neurone von M. atrata
kontinuierlich ab und erreichte keinen Plateauwert.

Messungen an M. atrata zeigten, dass die Entladungsrate des multipolaren
Neurons eine exponenzielle Temperaturabhdngigkeit aufweist. Unter 10°C
Korpertemperatur wird sie unregelmdBig und fallt teilweise fast auf 0 Hz ab,
zwischen 20 und 30°C ist sie regelmaBig (20°C: etwa 8 Hz, 25°C: etwa 12 Hz)
(Schmitz und Trenner 2003). Somit wird offensichtlich die Eigentemperatur des

Organs codiert. Ob die PTO-Sensillen von A. nigricans eine echte Spontanrate
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aufweisen oder die gemessene Ruheaktivitit den  Einfluss  der
Umgebungstemperatur wiederspiegelt wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht. Aufgrund der morphologischen und physiologischen Ahnlichkeiten liegt
die Hypothese nahe, dass die Ruheaktivitat der Sensillen von A. nigricans wie bei

M. atrata ebenfalls von Temperatur des Organs selbst abhangt.

Neben den Infrarotsensoren von A. nigricans und M. atrata ist ein weiterer
Infrarotsensor bei Kafern bekannt: Das Infrarot-Sensillum von M. acuminata
funktioniert nach dem bislang einzigartigen photomechanischen Prinzip (siehe 1.,
Vondran et al 1995, Schmitz und Bleckmann 1998, Schmitz, Miirtz und Bleckmann
2000, Schmitz et al 2007). Es unterscheidet sich deutlich in seinen
Antworteigenschaften von den Infrarotorganen von A. nigricans und M. atrata: Es
ist in Ruhe nicht aktiv und antwortet rein phasisch auf thermische Reize. Es
codiert daher den Reizbeginn. Die Schwelle flir eine Antwort auf Stimulation mit
einem Rotlichtlaser liegt bei etwa 5 mW/cm2. Latenzen des ersten Spikes der
phasischen Antwort liegen hier bei etwa 5 ms (Schmitz und Trenner 2003). Mit
einer Frequenz von etwa 500 Hz ist das photomechanische Sensillum von
M. acuminata bei etwa 100 mW/cm?2 Bestrahlungsintensitat bereits in Sattigung.
Der dynamische Bereich der Antwort umfasst 29 dB. Das photomechanische
Sensillum zeigt eine schnelle Adaptation (Schmitz und Bleckmann 1998). Das
zeitliche Aufldsungsvermdgen ist, verglichen mit dem der PTO-Sensillen von
A. nigricans, hoch: Das photomechanische Sensillum von M. acuminata feuert bis
zu einer Pulsfrequenz von 100 Hz auf einzelne Reize (Schmitz und Bleckmann
1998). Graduierte Potenziale folgen dem Reiz bis zu einer Frequenz von 600 Hz
(Schmitz, Martz und Bleckmann 2000) bzw. 300-500 Hz (Hammer et al 2001).
Dieses sehr hohe zeitliche Aufldsungsvermdgen lasst sich vor allem durch die
geringere Latenz der rein phasischen Antwort erklaren. Das photomechanische
Sensillum ist folglich empfindlicher und reagiert schneller als die Infrarotorgane

von A. nigricans und M. atrata.

Offensichtlich bietet sich aufgrund der Morphologie und der Physiologie eine
Trennung der Infrarotsensillen bei Kafern in das photomechanische Sensillum von

M. acuminata einerseits und die Sensillen von A. nigricans und M. atrata
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andererseits an. Die PTO-Sensillen von A. nigricans liegen beziglich ihrer
Empfindlichkeit auf Rotlichtreizung zwischen dem multipolaren Neuron von
M. atrata und dem photomechanischen Sensillum von M. acuminata. Generell ist
hier jedoch zu beachten, dass unterschiedliche Schwellenkriterien bei den

verschiedenen Arbeiten verwendet wurden.

Die Transduktionsprozesse, die den Antworteigenschaften zugrunde liegen, sind
im Fall von M. atrata und A. nigricans noch nicht entschlisselt. Es liegt nahe, dass
die Infrarotrezeptoren von A. nigricans und M. atrata, ahnlich den Infrarotorganen
einiger Schlangen (s.0.), nach dem Bolometerprinzip funktionieren und die
Erwarmung der Oberflache des prothorakalen Organs messen (Schmitz et al 2001,
Kreiss et al 2005).

4.2.3 Das Infrarotorgan im Verhaltenskontext

Die Ergebnisse aus den Verhaltensbeobachtungen zeigen, dass A. nigricans sehr
nah an den Rand, niemals aber auf einem Hot Spot selbst landet (siehe 3.1.3.1).
Wahrend des Fluges scannen die Kafer offenbar die Oberflache des Waldbodens
und entscheiden sich oft fir Landungen auf etwa 49°C heien Stellen mit nur
geringen Abstanden zu ber 70°C heiBen Bereichen des Hot Spots.

Dieses Verhalten zeigt, dass eine Erfassung der thermischen Gradienten durch den
Kafer erfolgen muss. Durch die Bewegung des Fluges erhalten die thermischen
Gradienten zusatzlich eine zeitliche Komponente. Grundsatzlich hangt diese auch
von dem Offnungswinkel der Sensillen und des ganzen Organs ab. Dies wird hier
jedoch vernachldssigt, da nur das einzelne Sensillum betrachtet wird. Die
zeitlichen Antworteigenschaften der PTO-Sensillen sind von besonderem Interesse
und vermutlich verhaltensrelevanter als Antworten auf konstante Dauerreize.

Um das zeitliche Auflésungsvermdgen der Sensillen zu untersuchen, wurden zwei
Arten von Experimenten durchgeflihrt: Erstens wurden Pausendauern zwischen
zwei identischen ,Zwillingsreizen™ variiert (Puls 1 und Puls 2) (sieche Abb. 3.4 A),
zweitens wurden repetetive Pulse mit variierender Puls- und Pausenlénge getestet.

So wurde sowohl der Einfluss der Spike-Unterdriickung auf die Beantwortung des
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folgenden Reizes getestet, als auch das =zeitliche Auflésungsvermdgen der
Sensillen bei Reizen zwischen 5 und 20 Hz untersucht.

Es stellte sich heraus, dass die Antwortstarke der PTO-Sensillen bei Pausendauern
unter 375 ms Dauer abnahm (siehe Abb. 3.4 C). Einer Extrapolation der Daten
zufolge sind die Sensillen in der Lage, Einzelpulse zu detektieren, zwischen denen

eine Pause von 22 ms besteht.

Es ist bekannt, dass Ka&fer Fluggeschwindigkeiten im Bereich von 2-3 m/s
erreichen kénnen (Kartoffelkéfer Leptinotarsa decemlineata: 2-3 m/s: Weber et al
1993, Borkenkadfer Ips typographus, 2 m/s: Byers 2000, Dinen-Sandlaufkafer
Cicindela hybrida 3 m/s: Nachtigall 1996). A. nigricans fliegt vermutlich jedoch
deutlich langsamer (eigene Beobachtungen). Eine hypothetische Berechnung
zeigt, welche Bedeutung die Detektion von Pausen zwischen Reizen fir das
Verhalten von A. nigricans haben koénnte: Angenommen, der Kafer fliegt mit
0,2 bis 0,5 m/s, so entspricht der korrespondierende Wert bei einer Pausendauer
von 500 ms einer Distanz von 10 bzw. 25 cm. Diese raumliche Auflésung wiirde
bedeuten, dass eine kiihlere Stelle von ca. 10 bzw. 25 cm zwischen zwei heiBen
Stellen detektiert werden kann. Eine kritische Pausendauer von 22 ms wirde einer
Flache von 4 mm bzw. 1 cm entsprechen (je nach Geschwindigkeit des Kafers).
Diese Werte passen zu den in dieser Arbeit ermittelten Minimalabstanden von
unter 1 cm zu 70°C heiBen Hot Spot Grenzen, die die Verhaltensbeobachtungen
erbrachten (siehe 3.1.3.2). Diese rein hypothetischen Betrachtungen gelten nur
fur deutlich Uberschwellige und identische Reize und eine Kkonstante
Fluggeschwindigkeit, sie sind daher nur als Naherung zu betrachten.

Anhand des Antwortverhaltens der PTO-Sensillen von A. nigricans auf repetetive
Reizung mit variierenden Puls- und Pausendauern konnte das zeitliche
Auflésungsvermdgen untersucht werden. Bei Pulsdauern von 25 ms Dauer und
hochster Reizintensitat (549,0 mW/cm2) wurde je Reiz nur noch etwa ein Spike
generiert (siehe Abb. 3.5 A). Die untere Grenze des zeitlichen
Aufldsungsvermdgens der PTO-Sensillen von A. nigricans liegt daher vermutlich
bei wenigstens 20 Hz. Dies bedeutet, dass der Kafer mindestens alle 50 ms auf
den Beginn eines Reizes reagieren kann. Welche Auswirkungen dies im Verhalten

hat, hangt natirlich wieder von der Fluggeschwindigkeit des Kafers ab.
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Bei verringerter Pausendauer zwischen zwei Zwillingspulsen (Puls 1 und Puls 2)
tragt die steigende Latenz des ersten Spikes auf Puls 2 offensichtlich zu der
geringeren Spike-Anzahl bei kurzen Pausendauern bei (siehe Abb. 3.4 C). Bei
repetetiven Reizen jedoch nimmt die Latenz des ersten Spikes bei klirzeren Reiz-
und Pausendauern ab. Auf den ersten Blick sind diese Ergebnisse widerspriichlich.
Es ist davon auszugehen, dass die Spike-Unterdriickung, die einem Reiz folgt, die
Antwort auf den nachfolgenden Reiz in ihrer Starke und Genauigkeit beeinflusst.
Die Dauer der Spike-Unterdriickung ist neben der Intensitat auch von der Dauer
des Reizes abhangig. Ein langer Reiz hat so vermutlich einen gréBeren Einfluss auf
den Folgereiz als ein sehr kurzer. Dies wirde bedeuten, dass die 500 ms
andauernden Pulse in den Zwillingspuls-Versuchen in der Lage wadren, den
Folgepuls zu beeinflussen. Die kurzen Pulse von 25 bis 100 ms Dauer in den
repetetiven Reizungen hingegen kdnnten zu kurz sein, um den Folgepuls noch zu
beeinflussen. Fir diese Erklarung spricht, dass die Latenz des ersten Spikes bei
repetetiven Reizen bei kiirzeren Reizen weniger variierte, als bei langeren.

Ein anderer Ansatz, den Effekt der Latenzen zu erklaren ist, dass die repetetive
Stimulation zu einem dauerhaften Exzitationszustand der PTO-Sensillen flihren
kdnnte, der den Effekt der Spike-Unterdriickung nach Reizen teilweise oder

komplett kompensieren kdnnte.

Beide Experimente wurden mit verschiedenen Reizintensitaten durchgefiihrt. Bei
schwacheren Reizintensitdten nimmt die Fahigkeit zur Pausendetektion beim
Zwillingspuls-Reizparadigma ab, da die Antworten generell schwacher sind. Es
werden je Reiz deutlich weniger Spikes generiert, als bei hohen Reizintensitaten.
Bei einer Intensitat von 122,4 mW/cm?2 ist nur bei der kiirzesten Pausendauer von
46 ms eine leichte Abnahme der Spike-Anzahl festzustellen (siehe Abb. 3.4 E). Der
Folgepuls (Puls 2) wird hier offensichtlich nicht so stark vom vorherigen Puls
(Puls 1) beeinflusst, da die Dauer der Spike-Unterdriickung kiirzer ist. Die Antwort
der PTO-Sensillen auf repetetive Reizung wird bei geringeren Reizintensitaten
ebenfalls deutlich schlechter (siehe Abb. 3.5 D). Einzelreize unter 100 ms Dauer
werden nicht mehr codiert.

Das zeitliche Auflésungsvermdégen der PTO-Sensillen ist also deutlich

intensitdtsabhangig. Aufgrund dessen ist davon auszugehen, dass die untere
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Grenze des zeitlichen Aufldsungsvermdgen bei Reizung mit Intensitaten im
Sattigungsbereich noch deutlich niedriger als 20 Hz ist und Pausen zwischen zwei
identischen Reizen detektiert werden konnen, die kiirzer als 22 ms sind. Von
auditorischen Rezeptorneuronen des Grashupfers Chorthippus biguttulus L. ist
bekannt, dass die Fahigkeit zur Pausendetektion ebenfalls mit der Reizintensitat
ansteigt (Ronacher und Rémer 1985).

Die zeitlichen Antworteigenschaften der PTO-Sensillen stellen vermutlich eine

Anpassung an das Uberfliegen von Temperaturgradienten dar.

Bislang wurden die Eigenschaften des Infrarotorgans auf Ebene der Sensillen
diskutiert. Es stellt sich die Frage, welche Bedeutung dem paarige Infrarotorgan
mit seinen je bis zu 90 Sensillen im Verhaltenskontext zukommt.

Das prothorakale Organ weist eine spezielle Bauweise auf. Durch die Anordnung
der Sensillen auf der scheibenférmigen Struktur ist die thermische Masse relativ
gering. Zudem ist das Organ durch die luftgeflillte Grube, Giber der es aufgehangt
ist vom Rest des Koérpers thermisch nahezu isoliert. Diese beiden Faktoren
optimieren die Mdglichkeiten, auf Temperaturanderungen sensitiv zu reagieren.
Warum weist das Organ eine so hohe Anzahl an Rezeptoren auf? Hier bieten sich

mehrere Erklarungen an.

Die Intensitatskennlinien der PTO-Sensillen von A. nigricans belegen signifikante
Unterschiede bezliglich der Maximalfrequenzen zwischen den phasischen
Antworten verschiedener kutikularer Sensillen bei gleicher Bestrahlungsintensitat
(siehe Abb. 3.2 F, grau schattierter Bereich). Da je Organ bzw. Koérperseite bis
zu 90 Sensillen vorhanden sind (Schmitz et al 2002, Kreiss et al 2005), ware es
denkbar, dass eine individuelle Anpassung einzelner Sensillen oder
Sensillengruppen an Bereiche von Reizintensitaten vorliegt. Sensorische Systeme
antworten haufig auf addaquate Stimuli Gber breite Intensitatsbereiche. Dennoch
mussen sie sensitiv und prazise genug reagieren kdnnen. Da die Feuerfrequenzen
einzelner Neurone begrenzt sind, herrscht hier ein Konflikt zwischen dynamischem
Bereich und Sensitivitat. Eine erhdhte Anzahl an Rezeptoren erlaubt eine
Spezialisierung der einzelnen Rezeptoren oder Rezeptorengruppen an Intensitdten

oder Intensitatsbereiche. So wird eine hohe Sensitivitat bei gleichzeitiger
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Abdeckung des gesamten Reizspektrums erreicht (Matheson 1992). Eine derartige
range fractionation ist bei mehreren sensorischen Systemen dokumentiert
(Chordotonalorgane: Cohen 1963, Matheson 1992, Propriozeptoren: Hofmann et
al 1985, Mechanorezeptoren: Shimozava und Kanou 1984, auditorische Neurone:
Kalmring et al 1978). Solch eine Fraktionierung bewirkt folglich eine Verschiebung
der Intensitatskennlinien der Rezeptoren auf der Intensitdtsachse (bei Auftragung
der Antwortstarke gegen die Intensitat). Die Kennlinien der untersuchten PTO-
Sensillen von A. nigricans sind jedoch lediglich in ihrer Steigung verschieden. Es ist
also nicht sehr wahrscheinlich, dass eine Fraktionierung des Intensitatsbereiches
bei den Sensillen vorliegt.

Denkbar wadre ebenfalls eine unterschiedliche spektrale Empfindlichkeit der
Sensillen oder Sensillengruppen: Die bei einem Waldbrand auftretenden
verschiedenen Wellenlédnge der Infrarotstrahlung kénnten verschiedene Sensillen
unterschiedlich stark ansprechen.

Der Vorteil von vielen Rezeptoren gegenliber nur einem einzelnen kann neben
einer Fraktionierung auch eine Erhéhung der Genauigkeit oder der Sensitivitat der
Antworten auf Reize sein. Zum Einen kdnnen die zeitlichen Eigenschaften eines
Stimulus besser abgebildet werden, da sich eventuell auftretende zeitliche
Unscharfen der Antworten einzelner Rezeptoren herausmitteln. Die in dieser Arbeit
gefundene Schwelle von 11-25 mW/cm?2 ist ein gemittelter Wert (iber mehrere
Sensillen und setzt zudem voraus, dass die betreffenden Sensillen eine deutliche
Antwort auf den Reiz zeigten. Es ist jedoch davon auszugehen, dass einzelne
Sensillen schon bei geringeren Reizintensitaten stochastisch schwach ansprechen.
Die Konvergenz vieler Rezeptoren auf ein nachgeschaltetes Interneuron erhdht
daher zum Anderen die Wahrscheinlichkeit, dass durch Integration der Eingdnge
auch derartige schwache Reize wahrgenommen werden. Hier spielt das
Hintergrundrauschen der Ruheaktivitat eine groBe Rolle, da lber eine Integration
Uber viele Einheiten das Signal-Rausch-Verhaltnis verbessert werden kann,
welches die Fahigkeiten, schwache Reize zu detektieren, limitiert.

Wahrscheinlich ist die Schwelle zur Detektion eines Rotlicht-Reizes eines
nachgeschalteten zentralen Interneurons bei A. nigricans daher geringer als die

angegebenen 11-25 mW/cmz2.
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Bei der Spinne Cupiennius salei ist beschrieben, dass die Schwelle der Detektion
eines Temperaturwechsels einer einzelnen Warmezelle um den Faktor zehn erhdht
wird, wenn die Eingange von 70 Warmezellen kombiniert werden (Ehn und Tichy
1996b).

Ein weiterer Vorteil einer hohen Anzahl an Rezeptoren kann eine
Richtcharakteristik der einzelnen Rezeptoren sein. Durch eine unterschiedliche
Ausrichtung der Rezeptoren koénnte so detektiert werden, aus welcher Richtung
ein Reiz stammt. Da vermutlich die Reiztransduktion bei A. nigricans im
Somabereich der Sensillen stattfindet, ist eine Richtungsempfindlichkeit jedoch
eher unwahrscheinlich. Moglich ist aber eine Erhéhung der rdumlichen Auflésung

durch die erhdhte Anzahl an Rezeptoren.

Die grosse Anzahl an Rezeptoren deutet darauf hin, dass A. nigricans detailliertere
Informationen Uber die Temperaturverteilung auf der Brandflache erhalt als
M. atrata, der je Korperseite nur ein bis drei multipolare Neurone besitzt.
Moglicherweise ist das Auffinden von Hot Spots und das gezielte Landen an den
Hot Spots der entscheidende Unterschied im Verhalten der beiden Kafer, der die
Unterschiede der Organe erklart. Hier wird deutlich, dass der beschriebene
Unterschied zwischen den physiologischen Eigenschaften der drei vorgestellten
Sensillentypen von A. nigricans, M. acuminata und M. atrata seine Entsprechung

im Verhalten findet.

Die Ortung von Waldbranden erfordert den Einsatz spezialisierter Sinnessysteme.
Die Antennen von pyrophilen Kafern der Gattung Melanophila sind dafir bekannt,
Rauchgas sehr sensitiv zu perzipieren. Die Antennen von M. acuminata
beispielweise reagieren sehr sensitiv auf Guaiakol, einen Stoff der bei der
unvollstandigen Verbrennung von Holz entsteht (Schitz et al 1999). M. acuminata
kann demnach einen brennenden Baumstamm von 30 cm Durchmesser auf 1 km
Entfernung wahrnehmen. Rauchgas stimuliert die Kafer vermutlich zu Suchfliigen
(Schmitz und Schitz 2000). Auch bei A. nigricans ist eine generelle Aktivierung bei
Prasentation von Rauchgas zu beobachten, die sich dadurch auBert, dass ruhende
Kéfer beginnen zu antennieren und umherzulaufen (unveréffentlichte

Beobachtungen). Es ist davon auszugehen, dass die Perzeption von Rauchgas
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Uber antennale olfaktorische Rezeptoren fiir die Detektion von Waldbranden durch

A. nigricans eine Rolle spielt.

Im Fall von M. acuminata wird vermutet, dass die Kafer mit Hilfe des
Infrarotorgans Waldbrande (Uber lange Distanzen detektieren kdénnen.
Spekulationen Uber die mdglichen Distanzen reichen von 1 km (Hammer et al
2001), 12 km (Schmitz und Bleckmann 1998), 20 km (Linsley 1943), bis hin zu 80
km (von Dyke 1926). Hier ist die hohe Empfindlichkeit des photomechanischen
Sensillums von Bedeutung.

Die Sensillen von M. atrata und A. nigricans andererseits sind weniger empfindlich.
Es ist daher mdglich, dass die Infrarotorgane dieser beiden Kaferarten nicht

hauptsachlich an die Ortung von Branden angepasst sind.

Das komplexe Verhalten von A. nigricans auf der Brandflache selbst stellt jedoch
zusatzlich zu der Detektion eines Brandes weitere Anforderungen an die
Sinnessysteme und legt die Existenz eines spezialisierten Organs nahe: Besonders
das punktgenaue Landen auf geeigneten Landeplatzen erfordert eine geeignete
Sensorik. Die Hot Spots weisen nur selten noch Rauchentwicklung auf. Es ist
daher unwahrscheinlich, dass A. nigricans olfaktorische Reize zur Detektion von
Hot Spots verwendet. Die antennalen Thermorezeptoren sind vermutlich zum
GroBteil, wie bei anderen Insekten beschrieben, Kalterezeptoren und flir diese
spezielle Aufgabe nicht angepasst (siehe 4.2.2). Falls A. nigricans zusatzlich
Warmerezeptoren auf den Antennen besitzt, sind diese héchstwahrscheinlich aber

nicht sensitiv genug, um eine Fernortung eines Brandes zu ermdglichen.

Die Ergebnisse aus den Verhaltensbeobachtungen unterstiitzen folglich die
physiologischen Ergebnisse dieser Arbeit, die belegen, dass das prothorakale
Organ von A. nigricans auf Erwarmung reagiert. Insgesamt zeigt das zeitliche
Antwortverhalten der PTO-Sensillen von A. nigricans, dass es sehr wahrscheinlich
ist, dass die Eigenschaften der Sensillen an die Detektion von
Temperaturgradienten angepasst sind. Somit ermdglicht das prothorakale Organ
dem Kafer, in einem thermischen Mosaik von Oberflachentemperaturen zu

navigieren und sichere Landeplatze zu finden.
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Ausblick

Eine weitergehende Charakterisierung der PTO-Sensillen ware von Interesse, um
dieses bislang nur bei A. nigricans gefundene Sinnesorgan weiter aufzuklaren. Die
Ermittlung des vollsténdigen dynamischen Bereichs ist hier zu nennen. Weiterhin
ist ein Vergleich der Eigenschaften einer groBen Anzahl an Sensillen anzustreben,
um Aussagen Uber eine Fraktionierung in Intensitdtsbereiche oder Wellenlangen
oder Uber eine Richtungssensitivitat machen zu kénnen.

Die Frage stellt sich, welche Eigenschaften den Hot Spot flir den Kafer attraktiv
machen. Was beeinflusst die Entscheidung des Kafers an einem Hot Spot zu
landen und an einem anderen nicht? Nur anhand von Verhaltensversuchen unter

Laborbedingungen ware diese Frage eindeutig zu beantworten.

4.3 Ableitungen im Zentralen Nervensystem von

M. cuspidata

4.3.1 Anpassung der Methode des intrazellularen Ableitens

an die Verhaltnisse bei Melanophila-Kafern

Ziel dieser Arbeit war es, erstmals im fusionierten Meso-Metathorakalganglion von
M. acuminata bzw. M. cuspidata intrazelluldar von infrarotsensitiven Neuronen
abzuleiten, um eine Identifikation von infrarotsensitiven Einzelzellen zu
ermdglichen. Einzelzellableitungen derartiger Neurone ermdglichen die Ermittlung
von Empfindlichkeitsschwellen zentraler Neurone und die Aufkldrung des
zugrundeliegenden neuronalen Netzwerkes mittels Farbungen von Einzelzellen.
Aufgrund der geringen Anzahl an Versuchstieren war es jedoch lediglich mdglich,
ein entsprechendes Praparat zu entwickeln und die Methode des intrazelluldaren
Ableitens an die Verhaltnisse bei MelanophilaKafern anzupassen.

Etwa jeder siebte Versuch flihrte zu einer erfolgreichen Ableitung, nicht jeder
davon zu einer erfolgreichen Farbung. Ein zugrundeliegendes Problem lag in vielen
Fallen in der Instabilitat der Ableitungen. Trotz der Unterstiitzung des Ganglions

mittels des Loffels und einer Befestigung mittels eines zweiten Ringes, der bei
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einigen Praparaten auf die Ventralseite gedriickt wurde, waren Bewegungen des
Ganglions nicht auszuschlieBen. Auch das Durchtrennen der meisten ins Ganglion
ziehenden Nerven brachte nicht in allen Fallen eine bessere Stabilitdt. Des
weiteren sind auch interne Bewegungen im Ganglion durch Spannungen in der
Ganglienhtille nicht zu vermeiden gewesen. Es hat sich hier als eine gute Methode
erwiesen, die Elektrode zundchst nur so gering wie moglich in die Hille
einzustechen und sie dann langsam mit haufigen, minutenlangen Pausen durch
das Ganglion zu treiben, um eine Entspannung der Ganglienhille zu ermdglichen.
Bei etwa einem Viertel der Praparate hat es sich zudem als hilfreich erwiesen, die

Ganglienhtille fiir etwa 30 Sekunden mit Kollagenase (siehe 2.2.3) anzudauen.

In dieser Arbeit sind mehrere Zellen gezeigt, die stabil Uber bis zu 8 Minuten
intrazellular  abgeleitet wurden. Als Elektroden eigneten sich sowohl
Dinnwandelektroden mit Widerstanden zwischen 30 und 50 MQ als auch
Dickwandelektroden mit Gber 150 MQ Widerstand. Die Spitzendurchmesser lagen
in den mittels eines Rasterelektronenmikroskops untersuchten Fallen meist unter
100 nm. Farbungen der abgeleiteten Zellen mit Lucifer Yellow durch
Strominjektion waren bei mindestens 2 min Farbezeit in mehr als der Halfte der
Falle erfolgreich. Hier waren Dinnwandelektroden deutlich besser geeignet als
Dickwandelektroden. Strominjektionen von bis zu 7 nA fihrten dazu, dass bei
einigen Praparaten sehr kurze Farbezeiten von unter flinf Minuten ausreichten, um
den GroBteil einer Zelle anzufarben.

Die Somafarbungen der ventralen Seite des Ganglions mit Toluidin zeigten, dass
die Somaddurchmesser in der Regel bei etwa 10 um lagen (siehe Abb. 3.18). An
der Mittellinie ist jedoch ein Cluster von mehreren Somata zu erkennen, die mit bis
zu etwa 20 pm deutlich gréBer sind. Die Anordnung und die relative GréBe dieser
Zellen dhneln sehr stark den bei zahlreichen Insekten beschriebenen DUM-
Neuronen (dorsal unpaired median). DUM-Neurone zeichnen sich dadurch aus,
dass ihre Somata auf der Mittellinie des Ganglions liegen und die Axone beidseitig
lateral verlaufen (Hoyle et al 1974, Burrows 1996, Braunig und Pfliger 2001). Die
Somata der lokalen DUM-Neurone bei Wanderheuschrecken haben eine GréBe von
30-80 pm (Burrows 1996). Von einigen holometabolen Insekten ist bekannt, dass

bei fusionierten Ganglien die typischen DUM-Neurone fehlen kénnen (Braunig und
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Pfliger 2001). Es treten jedoch hier auf der Ventralseite der Ganglien Zellen mit
ahnlicher Morphologie auf. Diese Zellen werden folgerichtig als VUM-Neurone
(ventral unpaired median) bezeichnet (Apis mellifera: Schréter et al 2007,
Calliphora erythrocephala: Schlurmann und Hausen 2003). Ihre Position auf der
Ventralseite konnte eine Folge der Fusionierung von Ganglien sein. Beim
Mehlkafer T7enebrio molitor sind im vierten Abdominalganglion zwei unpaare
Neurone beschrieben, deren Somata medioventral im Ganglion liegen und deren
Neurite bilateral und symmetrisch verlaufen (Paspalas et al 1993). Da die
Coleoptera ebenfalls zu den Holometabolen zdhlen, besteht die
Wahrscheinlichkeit, dass im fusionierten Meso-Metathorakalganglion VUM-Neurone
auftreten konnten. Hierflir spricht auch, dass auf der Dorsalseite der Toluidin-
Ganzpraparate keine Somata gefunden wurden, die typischen DUM-Neuronen
entsprechen.

Es kann folglich festgehalten werden, dass die Somata von Neuronen im Meso-
Metathorakalganglion bei M. cuspidata deutlich kleiner sind, als vergleichbare
Zellen bei Wanderheuschrecken. Anhand der Verteilung der Somata kann davon
ausgegangen werden, dass, mit Ausnahme der mutmaBlichen VUM-Neurone,
grundsatzlich ein ahnlicher Aufbau der thorakalen Ganglien vorliegt wie bei
Heuschrecken. Dies entspricht dem Prinzip der Parsimonie, welches besagt, dass
Anderungen im Zentralen Nervensystem von Insekten im Gegensatz zu
Anderungen in der Peripherie eher gering sind (Dethier 1963). Einige der in dieser
Arbeit abgeleiteten Zellen bei M. cuspidata weisen starke morphologische
Ahnlichkeiten mit identifizierten Neuronen aus den Thorakalganglien von
Wanderheuschrecken auf. Das Neuron in Abbildung 3.20 A beispielsweise ahnelt
von seiner Morphologie her stark dem DCMD-Neuron (descending contralateral
movement detector), welches bei Wanderheuschrecken Bewegungen detektiert
(Burrows und Rowell 1973, O’Shea et al 1974). Auch die physiologische Reaktion
auf visuelle Reize passt zu dieser strukturellen Ahnlichkeit. Das Neuron in
Abbildung 3.21 A ist der Morphologie nach vermutlich ein VUM-Neuron. Das Soma
der Zelle misst 10,2 um und ist folglich relativ klein. Das Neuron in Abbildung
3.21 E ist aller Wahrscheinlichkeit nach ein Motoneuron. Motoneurone haben
zumeist ihr Soma und den GroBteil ihrer Verzweigungen ipsilateral zum

innervierten Muskel (Burrows 1996). Die Somata sind mit teilweise Gber 100 pym
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Durchmesser die groBten Beschriebenen bei Wanderheuschrecken (Burrows
1996). Das Soma des Motoneurons von M. cuspidata ist mit 14,6 um Durchmesser
ebenfalls tGberdurchschnittlich groB.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse der intrazelluldaren Anfarbungen daflir, dass
die Morphologie des fusionierten Meso-Metathorakalganglions von M. cuspidata
ahnlich ist wie die der Ganglien von Wanderheuschrecken und Grillen. Dies passt
zu einer Untersuchung von Breidbach, die ergab, dass sowohl Larven, als auch
adulte Mehlkafer ( 7enebrio molitor) homologe zentralnervose Neurone zu Diptera
und Orthoptera aufweisen (Breidbach 1990).

4.3.2 Infrarotsensitive Einheiten im Zentralen Nervensystem

von M. acuminatabzw. M. cuspidata

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden verwendet, um im
Zentralen Nervensystem von M. acuminata bzw. M. cuspidata Potenziale von
infrarotsensitiven Zellen abzuleiten.

Bei einer extrazellularen Hakenableitung am thorakalen Konnektiv bei
M. acuminata wurden deutlich reizkorrelierte Potenzialdnderungen mit einer
intensitatsabhangigen Latenz von 3 ms bei Stimulation mit dem Rotlichtlaser
abgeleitet. Kontrollversuche schlossen aus, dass es sich bei diesen
Potenzialanderungen um visuelle Antworten handelte (siehe 3.2.1.1). Die
ermittelte Schwelle flir eine Reizantwort der Summenpotentiale lag zwischen 50
und 185 mW/cm?2 und damit deutlich hoher als der Schwellenwert in der
Peripherie von 5 mW/cm?2 bei vergleichbarer Reizung (Schmitz und Trenner 2003).
Zwei verschiedene Interpretationen sind hier moglich: Erstens liegen keine
Informationen vor, wie weit die Elektrode von den Neuronen, deren Signale
abgeleitet wurden, entfernt war. Die Elektrode umschloss in beiden Fallen je etwa
eine Halfte des Nervquerschnittes. Es sind jedoch keine Daten vorhanden, wo in
den Konnektiven die Fasern von infrarotsensitiven Neuronen verlaufen.
Querschnitte zeigen jedoch, dass es innerhalb der Konnektive zahlreiche Fasern
gibt, die unter 1 pm im Durchmesser messen (A. Grotefeld, unverdffentlichte
Daten). Dies wiirde daftir sprechen, dass die Signale an der Elektrode letztendlich

nur schwach waren. Es ist bekannt, dass starke Reize eine synchrone Antwort von
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Rezeptoren gleicher Modalitdt hervorrufen kdnnen. Bei schwachen Reizen jedoch
ist die Streuung der Latenz der Antwort von sensorischen Systemen starker als bei
starken Reizen (siehe z.B. Ronacher und Rdmer 1985, Schmitz, Mirtz und
Bleckmann 2000, Schmitz und Trenner 2003). Dies kdnnte dazu flihren, dass in
einer Summenableitung die Antwort auf einen starken Reiz besser abgebildet wird
als diejenige auf einen schwachen Reiz.

Reprasentieren die gemessenen Schwellen jedoch die realen Schwellenwerte der
abgeleiteten Neurone, so ist auch dies zu interpretieren. Der Schwellenwert
kdnnte tatsachlich im Konnektiv héher sein als in der Peripherie, wenn die
gemessenen Potenziale nicht von den Afferenzen sondern von Interneuronen
stammen. Es ist bekannt, dass Interneurone unempfindlicher sein kénnen als die
Afferenzen, von denen sie Eingange erhalten (z.B. auditorische Interneurone bei
Dipteren: Stumpner und Lakes-Harlan 1996). Da nur Daten einer Ableitung
vorliegen, ist es nicht moglich, allgemeingiltige Aussagen Uber die Schwellen der
Neurone im Konnektiv zu treffen. Bei friiheren Hakenableitungen im thorakalen
Konnektiv wurde, hier bei Reizung mit einem Infrarotlaser, ein Schwellenwert von
14 mW/cm2 gemessen (Hammer et al 2001). Dieser lag geringfiigig unter dem in
der Peripherie bei identischer Reizung gemessenen Schwellenwert von
17,3 mW/cm2 (Hammer et al 2001). Ob hier von Afferenzen oder von
Interneuronen abgeleitet wurde oder ob ein kombinierte Antwort vorlag ist unklar.
Die in dieser Arbeit gefundenen, intensitdtsabhangigen Latenzen der Potenziale
von unter 3 ms (549 mW/cm2) bzw. 3,4 ms (185 mW/cm2) sind sehr kurz. Bei
deutlich Uberschwelligen Reizen treten am Rezeptor selbst Latenzen von unter
2 ms auf (Schmitz, Mirtz und Bleckmann 2000, Hammer et al 2001). Nach
Gronenberg et al bleiben 50 % der Afferenzen der photomechanischen Sensillen
im Meso-Metathorakalganglion (siehe 1). Es ist davon auszugehen, dass diese
Afferenzen sowohl auf aszendierende als auch auf deszendierende Interneurone
verschalten, deren Axone ebenfalls im thorakalen Konnektiv liegen. Bei friilheren
Ableitungen am thorakalen Konnektiv fanden Hammer et al (2001) vergleichbar
lange Latenzen von 17,3 £ 7,3 ms. Die Autoren erkldren diese Latenzen mit einer
langsamen Leitungsgeschwindigkeit der sehr schmalen primdren Afferenzen.
Spekulationen Uber die Leitungsgeschwindigkeit der Afferenzen liegen bei
0,09 m/s (Hammer et al 2001).
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Den Daten dieser Arbeit folgend sind die Leitungsgeschwindigkeiten wesentlich
hoéher, da eine Zeitdifferenz von unter 2 ms zwischen Rezeptor und Ableitstelle am
Konnektiv auftritt. Dies wirde einer Leitungsgeschwindigkeit von etwa 0,5 m/s
entsprechen.

Die kurze Latenz legt daher nahe, dass die Potenziale von primdren Afferenzen

und nicht von Interneuronen stammen.

Um Anhaltspunkte zu haben, wo im fusionierten Meso-Metathorakalganglion von
M. cuspidata gute Chancen bestehen, infrarotsensitive Zellen intrazellular
abzuleiten, wurde mit niederohmigen Elektroden systematisch nach
reizkorrelierten Potenzialen gesucht. In drei Fallen gelang es, reizkorrelierte
Potenziale extrazelluldr abzuleiten (siehe Abb. 3.16). Da die Ableitungen zu kurz
waren, um weitere Tests zu ermdglichen, ist nicht mit Sicherheit zu sagen, von
welchen Zellen die Potenziale stammen konnten. Die Latenzen der drei
Ableitungen lagen zwischen 20 und 50 ms. Diese Latenzen sprechen eindeutig
gegen primare Afferenzen der photomechanischen Sensillen als unmittelbare
Verursacher der Potenziale. Die Zelle in Abbildung 3.16 A feuert wahrend des
gesamten Reizzeitraums, die Zellen in Abbildung 3.16 B und C feuern nur bei
Reizbeginn. Die Zelle in 3.16 B feuert jedoch auch ohne Reiz. Die einzige Zelle, die
sich folglich grundsatzlich so verhalt, wie die Afferenzen, ist die Zelle in Abbildung
3.16 C. Mdglicherweise kdnnten die Ableitungen von Interneuronen stammen, die,
vielleicht auch nur unter anderem, Informationen der photomechanischen
Sensillen verarbeiten. Moglich ist jedoch auch, dass die Zellen nicht infrarotsensitiv
sind, sondern von Rezeptoren anderer Modalitdten exzitatorische Eingange

erhalten. Hier sind beispielsweise visuelle oder akustische Einfllisse denkbar.

Neben den Einzelzellpotenzialen wurden an zwei Stellen im fusionierten Meso-
Metathorakalganglion reizkorrelierte Feldpotenziale abgeleitet. Auch hier ist
aufgrund der Kirze der Ableitungen nicht mit Sicherheit zu sagen, von welchen
Zellen die Potenziale stammen. Latenzen lagen hier bei 8 bzw. 55 ms
(siehe Abb. 3.17 A) und 6 ms (siehe Abb. 3.17 B). Die kurzen Latenzen kdnnten
fur ein Signal der primaren Afferenzen sprechen. Die Ableitorte lagen in beiden

Fallen nah der Eintrittsstelle des Nervs 5.
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Insgesamt kann festgehalten werden, dass geeignete Orte fiir die Suche nach
infrarotrezeptiven Zellen im Meso-Metathorakalganglion von M. acuminata bzw.
M. cuspidata an dieser Eintrittsstelle und an der Mittellinie des Ganglions liegen.
Die Methode mit niederohmigen Glaskapillaren nach Feldpotenzialen zu suchen,
brachte keine hohere Erfolgschance als das intrazelluldre Ableiten. Die Stabilitat

war auch bei dieser Methode bei nahezu allen Praparaten problematisch.
Ausblick

Die Daten dieser Arbeit geben erste Hinweise, wo flr intrazellulare Ableitungen
aussichtsreiche Ableitorte im Meso-Metathorakalganglion von M. acuminata bzw.
M. cuspidata liegen konnten. Nachdem in dieser Arbeit systematisch an
verschiedenen Stellen im Ganglion Ableitversuche unternommen wurden, ist die
Wahrscheinlichkeit, auf infrarotsensitive Einheiten zu treffen, an der Nervwurzel
des Nervs 5 und an der Mittellinie des Ganglions am hdchsten. Die Methode des
intrazellularen  Ableitens und Farbens einzelner Einheiten im Meso-
Metathorakalganglion bei Melanophila-Kéfern wurde im Rahmen dieser Arbeit
etabliert. Es ist davon auszugehen, dass nach diesen Vorarbeiten intrazelluldre
Ableitungen infrarotsensitiver Zellen bei einer ausreichenden Anzahl an

Versuchtieren in Zukunft méglich sind.

4.4 Die Projektionen infrarotsensorischer Einheiten
iIm Zentralen Nervensystem von A. nigricans im

Vergleich zu M. acuminatabzw. M. cuspidata

Die photomechanischen Sensillen von M acuminata sind wahrscheinlich aus
trichoiden Sensillen hervorgegangen (Vondran et al 1995, Schmitz und Bleckmann
1997, Schmitz et al 2007). Die Hauptbegriindung fiir diese Hypothese liegt darin,
dass das rezeptive Neuron Eigenschaften eines mechanosensitiven Neurons bei
trichoiden Sensillen aufweist. Am Rand des Organs von M. acuminata sind zudem
Ubergangssysteme (mit Wachsdriisen assoziierte Haare) und intermediate Sensilla

(unvollstdndig entwickelte Sensillen) gefunden worden, welche Eigenschaften
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beider Sensillentypen aufweisen (Schmitz et al 2007). Des weiteren sprechen die
beschriebenen Projektionen der photomechanischen Sensillen von M. acuminata
ebenfalls fir eine Abstammung der Sensillen von Haarmechanorezeptoren
(Gronenberg und Schmitz 1999).

Die Ultrastruktur der PTO-Sensillen von A. nigricans weist ebenfalls Ahnlichkeiten
mit trichoiden Sensillen auf, obwohl momentan noch keine Daten zu der
Reiztransduktion vorliegen (Kreiss et al 2005). Bei zwei Kafern, die wahrend dieser
Arbeit untersucht wurden, wurden auf je einem prothorakalen Organ je ein
Sensillum trichodeum gefunden (unverdffentlichte Beobachtung). Dies kdnnte
eventuell ein Atavismus sein und somit ein weiterer Hinweis darauf, dass sich die
PTO-Sensillen von Haarmechanorezeptoren ableiten koénnten. Wahrend der
extrazelluldren Ableitungen der Sensillen konnte ihre Aktivitat teilweise
mechanisch beeinflusst werden (siehe 3.1.1.1). Dies kénnte ein Hinweis auf eine
mechanosensitive Funktion des Rezeptorneurons sein. Es ist jedoch bekannt, dass
Neurone verschiedener Modalitaten unter Einfluss starker nichtaddaquater Reize
ihre Aktivitdt verandern kdnnen. Beispielsweise feuert das visuelle Interneuron
DCMD (siehe 4.3.1) bei Wanderheuschrecken auch bei Stimulation durch laute
Gerausche (O'Shea 1975). Zusatzlich gibt es Beispiele flir bimodale Rezeptoren:
Rezeptoren im Grubenorgan von Phyton reticulatus, die neben Infrarotstrahlung

auch auf Berlihrungen ansprechen (De Cock Buning 1983).

Aufgrund der vermuteten Abstammung der Infrarotsensillen von A. nigricans und
M. acuminata von trichoiden Sensillen scheint es sinnvoll, die zentralen

Projektionen dieser Sensillentypen miteinander zu vergleichen.

An Wanderheuschrecken sind die Projektionen externer Mechanorezeptoren in den
thorakalen Ganglien ausfihrlich untersucht (Burrows 1996, Pfliger 1980, Braunig
et al 1981, Hustert et al 1981, Pflliger et al 1981, Kiinzi und Burrows 1995,
Hustert 1985, Johnson und Murphey 1985). Die Projektionen verbleiben zumeist
ipsilateral und lokal in dem betreffenden Ganglion (v.a. diejenigen einzeln
stehender trichoider Sensillen). Die Projektionsgebiete einzelner
Haarmechanorezeptoren (sogenannter single hairs) der Mittellinie des Thorax, sind

vor allem die ventralmost ventral association centers (VWAC) (Burrows 1996,



Die Projektionen infrarotsensorischer Einheiten im Zentralen Nervensystem von A. nigricans im

Vergleich zu M. acuminata bzw. M. cuspidata 127

Pflueger et al 1981, Johnson und Murphey 1985). Dort bilden die Afferenzen
teilweise dichte Verzweigungen (Pfliger 1980). Von Sensillen der sogenannten
hair plates ist jedoch bekannt, dass sie auch intersegmental projizieren. Des
Weiteren ist von einigen single hairs am Thorax beschrieben, dass sie in das
nachste anteriore Ganglion projizieren, was jedoch nicht flir Haare am Prothorax
gilt (Pfliiger, Burrows 1996). In den thorakalen Ganglien tritt eine somatotope
Organisation der mechanosensitiven Afferenzen auf: Die trichoiden Haare der
Beine projizieren ipsilateral und lokal in die sogenannten ventral association
centers (VACs; Newland 1991). Dort findet sich eine Verteilung korrespondierend
zu den Achsen des Beines wieder.

Die Information der Infrarotorgane ist im Gegensatz zu derjenigen der trichoiden
Sensillen, vermutlich nicht fir die Kontrolle der Beinbewegungen und fir lokale
Reflexe bedeutsam. Wahrscheinlich ist, dass sie hauptsachlich fir das
Flugverhalten eine Rolle spielen. Dies wiirde die beschriebenen intersegmentalen

Verbindungen erklaren.

Sensorische Afferenzen, die mit dem Flugverhalten assoziiert sind (beispielsweise
windsensitive = Haarmechanorezeptoren), verlaufen haufig intersegmental
(plurisegmental) (Wanderheuschrecken: Braunig et al 1983, Altman und Tyrer
1977, Tenebrio molitor. Breidbach 1990, Ameisen: Gronenberg und Peeters 1993).
Intersegmentale Projektionen sind ebenfalls fiir die Halteren der Dipteren
(Sandemann und Markl 1980, Strausfeld und Seyan 1982; zitiert in: Gronenberg
und Schmitz 1999), fir Afferenzen einiger Tympanalorgane (Lakes-Harlan und
Heller 1992, Miller 1984; zitiert in: Gronenberg und Schmitz 1999) und flr
Chordotonalorgane (Hustert 1978, Braunig et al 1981, Pflliger et al 1988)

beschrieben.

Groneberg und Schmitz untersuchten die Afferenzen des Infrarotorgans von
M. acuminata und ordneten sie ebenfalls dieser Gruppe von plurisegmentalen
sensorischen Neuronen zu (Gronenberg und Schmitz 1999). Anterograde
Farbungen der Infrarotsensillen zeigten, dass der Durchmesser der Axone, die
durch den mesothorakalen Beinnerv ziehen, bei 1-2 ym liegt. Die Afferenzen

treten ventral in das Meso-Metathorakalganglion ein und bilden dort einige
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Verzweigungen in einem Areal, welches vermutlich homolog zu den VACs bei
Heuschrecken ist. Mehrere zentrale Trakte (sowohl aszendierende als auch
deszendierende) verlaufen in diesem Bereich zum Oberschlundganglion. Dies legt
nahe, dass Interaktionen der infrarotsensorischen Afferenzen eher mit diesen
intersegmentalen Interneuronen stattfinden, als mit lokalen Neuronen
(Gronenberg und Schmitz 1999). Der Hauptanteil der Afferenzen projiziert
demnach ventral in sowohl die meta- als auch die mesothorakalen Neuromere des
fusionierten Meso-Metathorakalganglions und konvergiert dort vermutlich auf
Interneurone (Gronenberg und Schmitz 1999). Die Projektionen der Afferenzen
bleiben im Meso-Metathorax ipsilateral und steigen teilweise zum Prothorax auf,
wo sie kleine Verzweigungen ausbilden. Der Prothorax wird aber hauptsachlich als
Passage nach anterior interpretiert. Etwa 50 % der Afferenzen konnten bis in das
Prothorakalganglion verfolgt werden, etwa 20% der Fasern bis in das
Unterschlundganglion. Keine Faser wurde bis in das Oberschlundganglion gefarbt.
Da jedoch Projektionen in den Schlundkonnektiven gefunden wurden, gehen
Gronenberg und Schmitz dennoch davon aus, dass etwa 10 % der Afferenzen bis
ins Oberschlundganglion projizieren. Kontrollfarbungen mechanosensitiver Haare
des Thorax zeigten ahnliche Verzweigungsmuster - bis auf einige wichtige
Unterschiede: Die Projektionen der Haarmechanorezeptoren verliefen eher in den
lateralen Regionen des Ganglions und bildeten keine Verzweigungen nach anterior
aus.

Die wahrend dieser Arbeit vorgenommenen vier anterograden Farbungen der
photomechanischen Sensillen von M. acuminata bestatigen die Ergebnisse von
Gronenberg und Schmitz. Es konnten keine Farbungen bis in das
Oberschlundganglion verfolgt werden. Méglicherweise kdnnte dieses Ergebnis mit
unzureichenden Laufeigenschaften des Tracers zusammenhdngen. Dies ist jedoch
aufgrund des normalerweise sehr guten Transportes von Neurobiotin und
aufgrund der langen Farbezeiten von bis zu 72 Stunden eher unwahrscheinlich.
Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die Anzahl der durchgefiihrten Farbungen zu

gering war, um ein entsprechendes Praparat zu farben.

Die in dieser Arbeit gezeigten anterograden Farbungen der PTO-Sensillen von

A. nigricans zeigen ungewohnliche Projektionen. Sie sind ebenfalls plurisegmental
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und weisen kaum Ahnlichkeiten zu den fiir Wanderheuschrecken geschilderten
Verzweigungsmustern thorakaler Haarmechanorezeptoren auf. Falls sich die PTO-
Sensillen phylogenetisch von trichoiden Sensillen ableiten, so ist die neuronale
Verschaltung  offensichtlich mit einer Umwandlung der zentralen
Projektionsgebiete einhergegangen. Dies widerspricht dem Prinzip der
correspondence neuronaler Elemente, welches besagt, dass Rezeptoren, die im
Laufe der Evolution einen Funktionswandel durchgemacht haben, dennoch auf
dieselben postsynaptischen Einheiten verschalten (Altmann und Tyrer 1977, Davis
1983, Pearson et al 1985).

Da keine Verzweigungen im Unterschlundganglion gefunden wurden, ist davon
auszugehen, dass der Hauptteil der Afferenzen der Sensillen bis ins
Oberschlundganglion zieht. Es ist aufgrund der vorliegenden gefarbten Praparate
nicht mit Sicherheit zu sagen, wo exakt im Oberschlundganglion die Afferenzen
der Sensillen terminieren. Da in den Praparaten jeweils nur einige Sensillen je
prothorakalem Organ angefarbt wurden, ist zudem davon auszugehen, dass das
eigentliche Verzweigungsgebiet im Oberschlundganglion noch ausgedehnter ist,
als in den Farbungen gezeigt. Theoretisch ware hier auch eine Somatotopie
denkbar. Mit welchen Neuronen die Afferenzen im Oberschlundganglion
Verbindungen eingehen, ist noch unklar.

Vermutlich terminieren die Afferenzen hier im Tritocerebrum (siehe Abb. 3.9
und 3.10). Generell ist festzuhalten, dass es nur sehr wenige Arbeiten gibt, die
sich detailliert mit der Anatomie des Kafergehirns auseinandersetzen (Michels
1880, Brandt 1879, Holste 1923, Beier 1927, Hilton 1939, Goosen 1949, Ddnges
1954). Das Tritocerebrum wird in diesen Arbeiten jedoch nur grob morphologisch
charakterisiert. Ghaffar zeigte, dass beim blinden Hohlenkafer die Grenzen Trito-
und Deutocerebrum nicht distinkt sind (Ghaffar et al 1984). Bei den Praparaten,
die in dieser Arbeit untersucht wurden ist die Neuropilgrenze ebenfalls nicht
eindeutig zu erkennen.

Das Tritocerebrum ist, verglichen mit dem Proto- und Deutocerebrum, auch bei
den gut untersuchten Insekten, wie beispielsweise den Wanderheuschrecken,
bislang Gegenstand nur weniger Untersuchungen gewesen. Daher ist die Funktion
immer noch nicht vollsténdig entschlisselt (Aubele und Klemm 1977, Burrows

1996). Untersuchungen an Wanderheuschrecken zeigen, dass das Tritocerebrum



130 Diskussion

zum GroBteil Fasertrakte enthalt, die meist unverzweigt durch das Tritocerebrum
verlaufen (Aubele und Klemm 1977). Das Tritocerebrum weist hauptsachlich
Verbindungen mit folgenden Regionen auf: Den dorsalen und lateralen
Hirnregionen wie den Pilzkérpern und den optischen Loben, dem ventralen
Nervensystem, dem stomatogastrischen System, den retro-cerebralen Driisen und
den Muskeln der Mundwerkzeuge (Jawlowski 1936, Klemm 1971, Aubele und
Klemm 1977, Burrows 1996). Vier Nerven finden Eingang in das Tritocerebrum:
die frontalen Konnektive, die Labralnerven, der Pharyngealnerv und der nervus
corporis cardiaci III (Burrows 1996). Sensorische Eingange ins Tritocerebrum
stammen fast ausschlieBlich aus dem Labralnerv, der hauptsachlich Neurone der
Mundwerkzeuge beinhaltet (Aubele und Klemm 1977, Kent und Hildebrand 1987,
Strausfeld 1976). Daher wird die Funktion des Tritocerebrums hauptsachlich mit
der Nahrungsaufnahme von Insekten assoziiert (Jorgensen et al 2006, Rajashekar
und Singh 1994, Bullock und Horridge 1964).

Die Hypothese liegt nahe, dass Informationen der PTO-Sensillen, der antennalen
Thermorezeptoren und der antennalen olfaktorischen Rezeptoren in das komplexe
pyrophile Verhalten involviert sind. Die Frage stellt sich daher, ob eine
unmittelbare Verschaltung der genannten Afferenzen im Zentralnervensystem
erfolgt. Sensorische Afferenzen der Antennen projizieren unabhdngig von der
Modalitdt ins Deutocerebrum (Gewecke 1972, Braunig 1985). Dort kommt es zu
einer Auftrennung in einzelne Trakte (Staudacher et al 2005). Der Hauptanteil der
zumeist olfaktorischen Neurone zieht in die Glomeruli des Antennallobus
(Strausfeld 1976, Rospars und Hildebrand 1992, Laurent 1996).

Im Oberschlundganglion von Perijplaneta wurden Projektionsneurone gefunden,
die Eingange der Kaltezellen der Antenne verarbeiten (Nishikawa et al 1991,
Zeiner und Tichy 2000, Fischer und Tichy 2002, Must et al 2006). Diese
Projektionsneurone liegen lokal im Antennallobus oder senden Kollaterale aus, die
bis ins Unterschlundganglion projizieren kénnen (Nishikawa et al 1995). Es treten
sowohl Projektionsneurone auf, die auf Kaltereize reagieren, als auch solche die
auf Warmereize reagieren. Inhibitorische Eingange der antennalen Kaltezellen
liegen der Antwort der Warme-Projektionsneurone vermutlich zugrunde (Fischer

und Tichy 2002). Eine Verarbeitung von thermischen Reizen im
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Oberschlundganglion ist also grundsatzlich beschrieben. Der Vergleich einer
anterograden Farbung der Antennennervs und der Farbung der PTO-Sensillen bei
A. nigricans zeigt, dass der Hauptanteil der Projektionen antennaler Sensillen
anterior zu denen der PTO-Sensillen liegt (siehe Abb.3.9 H). Es kommt also zu

keiner direkten Uberlappung der Projektionsgebiete der Afferenzen.

Aufgrund des komplexen Verhaltens von A. nigricans auf der Brandflache
(siehe 3.1.3.2) ist davon auszugehen, dass die Information des prothorakalen
Organs hauptsachlich flir die Flugsteuerung und insbesondere fiir das
Landeverhalten bedeutend ist. Vermutlich wird die Information im
Oberschlundganglion mit weiteren Informationen verknipft und Uber
deszendierende Interneurone unter anderem auch zurlick in den Thorax
verschaltet.

Gronenberg und Schmitz gehen davon aus, dass bei M. acuminata die
Informationen der photomechanischen Sensillen ebenfalls hauptsachlich im
Oberschlund- oder Unterschlundganglion verarbeitet werden (Gronenberg und
Schmitz 1999). Die Hypothese liegt nahe, dass im Oberschlundganglion beider
Kafer  die Infrarotinformation mit  visuellen, olfaktorischen und

mechanosensorischen Informationen verknipft wird .

Ausblick

Die Projektionen von A. nigricans im Oberschlundganglion sind von besonderem
Interesse. Hier miuissten erneute anterograde Farbungen vorgenommen werden,
um die Ergebnisse dieser Arbeit zu verifizieren und zu vervollstandigen.
Doppelfarbungen von Antenne und prothorakalem Organ in einem Praparat waren
hier notwendig. Des Weiteren ist eine genaue anatomische Rekonstruktion des
Oberschlundganglions durchzuflihnren. So kdnnten die Projektionsgebiete der
Afferenzen antennaler olfaktorischer Sensillen und der Afferenzen der
prothorakalen Sensillen analysiert werden und schlieBlich Aussagen Uber mégliche
Verschaltungen getroffen werden. Derartige Farbungen waren auch bei

M. acuminata vor demselben Hintergrund von Interesse.



132 Diskussion

Von besonderem Interesse ware ein Vergleich der Projektionen bei beiden
Kaferarten. Dies wirde weitere Hinweise auf die Phylogenese der morphologisch

und physiologisch verschiedenen Infrarotrezeptoren geben.
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Anhang B: Rezepte

Ringerlosung fur Grillen nach Wilson (fur
acuminata)

Stammlésung:

NaCl 8,1816 g
KCl 0,745 g
CaCl, x 2 H0 1,02914 g
MgCl, x 6 H,0 0,2033 g

in 88 ml a. dest. l6sen

Gebrauchslésung:

Stammldsung 17,6 ml
NaHCO; 0,066 g
TES 0,220 g
Trehalose 0,300 g

Auf 200 ml mit a. dest. auffullen
pH Wert einstellen

Phosphatpuffer nach Sérensen (PB), 0,1M

Stammlésungen:

A 0,2M

NaH,PO4 x H,0 13,8 g / 500 ml a. dest.
B 0,2M

Na,;HPO4 14,2 g / 500 ml a. dest.
flr

pH-Wert 7,2 28mlA:72mlB
p-Wert 7,0 39mA:61mlB

je + 100 ml a. dest

PBS
PB (s.0.) 10 ml
NaCl 099

auf 100 ml mit a. dest. Auffillen

Melanophila
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PBS-Triton-X 0,1%0

PB (s.0.) 10 ml
NaCl 099
Triton X100 0,1 ml

auf 100 ml mit a. dest. auffiillen

Soma-Farbung am Ganzpraparat mit Toluidinblau

Frisch herausprapariertes, nicht fixiertes Gewebe in Toluidinblau-Farbeldésung bei
60°C farben:

Farbeldsung:

Toluidinblau 5¢g
Borax 309
Borsaure 5¢
H,0dest 500 ml
pH-Wert: 7,6

Wenn es zu lberfarben beginnt in Bodian-Lésung tberfiihren
Bodian-Fixierlésung:

Formalin 5ml
Eisessig 5ml
Ethanol (80%ig) 90 ml

Bodian-L6sung so oft wechseln, bis der Fixierer klar bleibt. Dann Praparat fiir etwa
15 min inkubieren, mittels Alkoholreihe entwassern:

70%, 90%, 100%, 100% Ethanol

in Methylsalycilat aufklaren

Farbung mit Neurobiotin und Detektion mit CY3
alles in schwarzen Blockschalchen mit Deckel (im Dunkeln) durchflihren
Losungen:

Neurobiotin: 5%: 5 mg auf 100 pl a. dest., immer einfrieren
Formaldehyd-L6sung: 4% in PB (s.0.)

PBS-Triton X 0,1% (s.0.)

Collagenase Typ IV (Sigma Aldrich): 0,1% in PBS (s.0.)
Cy3-conjugated Streptavidin (Jackson Immuno): 1:2000 in PBS (s.0.)
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Prozessierung:

Neurobiotin ca. 24 Stunden im Tier diffundieren lassen

Gewebe in Formaldehyd-Losung im Kihlschrank Uber Nacht oder ca. 4
Stunden bei Raumtemperatur fixieren

Waschen in PBS-Triton-X: 6 mal 10 min

Inkubieren mit Collagenase 30 min

Waschen mit PBS: 6 mal 10 min

CY3-Avidin mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schiittler
inkubieren

Waschen in PBS: 6 mal 10 min

Dehydrieren je 10 min in: 30%, 50%, 70%, 90%, 98%, 2x 100%
Isopropanol

Aufklaren in Methylsalicylat, am Mikroskop mit Floureszenz (Grunfilter)
anregen
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