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Beitrdage zur Biologie des Kleinen Nachtpfauenauges,
Saturnia pavonia (Linnaeus, 1758)

Contributions to the Biology of the Emperor Moth, Saturnia pavonia
(Linnaeus, 1758)

Tim LAUSSMANN, JEssica BossEms, SABINE METZGER & KiLaus LUNAU

Zusammenfassung: Das Kleine Nachtpfauenauge, Saturnia pavonia (Linnaeus, 1758), wird von
Mitgliedern des Naturwissenschaftlichen Vereins Wuppertal seit dem Jahr 2004 insbesondere als
Anschauungsmaterial fiir Unterrichtszwecke geztichtet. Obwohl die Zucht vielfach beschrieben
wurde, sind einzelne Aspekte zur Biologie dieser Schmetterlinge noch nicht ausreichend erforscht.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einige dieser Wissensliicken zu schlieen. Es ist bekannt, dass
meist einige Puppen einer Zucht nicht unmittelbar im Jahr nach der Raupenentwicklung den
Falter entlassen, sondern ein weiteres Jahr oder sogar mehrere Jahre tberliegen. Die Paarung von
Faltern aus tberliegenden Puppen ergab keine erth6hte Anzahl tiberliegender Nachkommen, so
dass eine einfache genetische Disposition unwahrscheinlich ist. Simuliert man ein unterschiedlich
langes, kithles Frithjahr durch Lagerung der Puppen bei 6 °C bis 10 °C, so ergeben sich keine
Zusammenhinge zur Anzahl iberliegender Puppen. Demnach spielen die Wetterverhiltnisse
im Frihling fiir das Uberliegen eine untergeordnete Rolle. Es deutet sich an, dass Puppen mit
einem besonders geringen Gewicht nicht zum chrlicgen neigen. Durch Manipulation des Tag-
Nacht-Rhythmus unter kiinstlicher Beleuchtung wihrend der Schlupfzeit der Falter konnte gezeigt
werden, dass Licht eine wesentliche Rolle bei der Steuerung der Schlupfzeit spielt. So schlipfen
die minnlichen Falter signifikant frither, 2 bis 4 h nach dem Anschalten des Lichts, wihrend die
Weibchen 2 bis 6 h nach dem Anschalten des Lichts schliipfen. Die Falter geben beim Schlipfen
ein farbloses Sekret aus der Mundo6ffnung ab. Bei diesem Sekret handelt es sich um eine Losung
eines Hydrogencarbonats. Es konnten jedoch weder ein proteolytisches Enzym, wie die von Bombyx
mori (Linnaeus, 1758) bekannte ,,Cocoonase®, noch ein anderes Protein nachgewiesen werden. Im
letzten Stadium (L5) haben die Raupen von §. pavonia tiblicherweise Warzen, die in der Firbung
zwischen Gelb und Orange variieren. Im Jahr 2010 traten in unserer Zucht erstmals Raupen mit
auffilligen, weiBlichen bis rosafarbenen Warzen auf. Offenbar handelt es sich um zwei genetisch
getrennte Raupenformen (gelb-orange Warzen und weillich-rosafarbene Warzen). Es wurden
Kreuzungsexperimente durchgefiihrt, die mit einem klassischen dominant-rezessiven Erbgang
mit dem dominanten Merkmal ,,rosafarbene Warzen® in Einklang stehen. Zudem konnte gezeigt
werden, dass insbesondere rotes Licht fiir die Farbgebung der Warzen nach der letzten Hiutung
der Raupen essenziell ist (gelb — orange bzw. weill — rosa). Neben der variablen Warzenfirbung
lassen sich in den letzten beiden Stadien (I.4 und L5) der Raupen auch unterschiedlich stark aus-
geprigte Melanisierungsgrade der Kutikula beobachten. Die auftretenden Melaninmuster konnten
in Anlehnung an die Literatur in acht (I.4) bzw. sechs (I.5) Kategorien eingeteilt werden. Es stellte
sich heraus, dass insbesondere die Lichtexposition den Grad der Melanisierung beeinflusst. Ein
weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit ist die proteinchemische Untersuchung eines milchigen
Sekrets, welches bei mechanischer Reizung der Warzen aus diesen austritt. Die entnommenen
Proben wurden per SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt, um Unterschiede in der Zusammenset-
zung zwischen Himolymphe und Warzensekret aufzuzeigen. Zudem wurden ausgewihlte Proteine
aufbereitet und mittels Massenspektrometrie einige Peptidsequenzen dieser Proteine ermittelt,
jedoch konnten die Proteine bislang nicht identifiziert werden.
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Schliisselwérter: Saturnia pavonia, Melanisierung, Uberwinterung, Cocoonase, Warzenfarbe

Summary: Since 2004 the emperor moth, Saturnia pavonia (Linnaeus, 1758), is continuously bred
by members of the Scientific Association Wuppertal (North Rhine-Westfalia, Germany) especially
for educational purposes. Although breeding of this moth has been extensively described previ-
ously there are still some aspects of its biology that need further investigation. The present work
attempts to close some of these knowledge gaps. It is known that a certain percentage of pupae do
not hatch after the first hibernation, but are ovetlying for at least one more year. Mating of moths
from overlying pupae did not resultin an increased number of overlying descendants. Thus, a simple
genetic prevalence for overlying seems to be unlikely. Simulation of a cold spring of different length
by refrigerating pupae at 6 °C to 10 °C did not result in a different number of ovetlying pupae,
indicating that the weather in spring does not play a crucial role in the regulation of this phenom-
enon. However, the results indicate that lightweight pupae do not tend to ovetlying. By manipulation
of the day-night rhythm using artificial illumination developing pupae showed that light plays an
important role for regulation of hatching time of the moth. Male moths hatch significantly eatlier,
2 to 4 hours after onset of illumination, while female moths hatch 2 to 6 hours after onset of illumina-
tion. Duting hatching the moths secrete a colotless liquid at their mouth. The sectetion consists of an
aqueous solution of a bicarbonate. However, neither a proteolytic enzyme like the “cocoonase”
known from Bombyx mori (Linnaeus, 1758) nor any other protein could be detected. Usually, last
instar (L.5) caterpillars of . pavonia have warts that vary in color between yellow and orange. In
2010 some caterpillars of our breed exhibited striking whitish to pink warts. Obviously, there are
two genetically distinct forms of caterpillars (yellow-orange warts and whitish-pink warts). Breed-
ing experiments are in accordance with a classic dominant-recessive mode of inheritance with the
dominant allele “pink warts”. Additionally, it could be shown that especially red light is essential for
the coloring of warts after the last moulting of caterpillars (yellow — orange and white — pink,
resp.). Besides different wart colouring, caterpillars in fourth and fifth instar show various degrees
of melanisation of the cuticula. The melanin patterns were differentiated into eight (I4), resp. six
categories (L5) based on pervious references. It could be demonstrated that light seems to be the
predominant inducing factor for various melanisation of the cuticula. Another aspect of this study
was the protein chemical analysis of a milky liquid, which is secreted when warts are stimulated
mechanically. The samples were separated by SDS gel electrophoresis. Differences in composition of
wart secretion and haemolymph were shown. Selected proteins were analysed by mass spectrometry
and several peptide sequences were found. However, none of the proteins could be identified so far.
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1. Einleitung

Das Kleine Nachtpfauenauge (Saturnia pa-
vonia) ist unter Schmetterlingskundlern sehr
beliebt, da es relativ einfach zu zlchten ist
und einen bemerkenswerten Lebenszyklus
aufweist.

Die Puppen von . pavonia Gberwintern in
braunen, birnenférmigen Kokons, welche
mit Reusen aus dicht zusammenstehenden
Spinnfiden versehen sind, die kegelf6rmig
nach aullen weisen, so dass potenziellen
Ridubern das Eindringen erschwert wird.
Die Puppen liegen mit dem Kopf zur Reuse
ausgerichtet in den Kokons. Es ist seit lan-

gem bekannt, dass meist einige Puppen einer
Schmetterlingszucht nicht unmittelbar in
dem auf die Raupenentwicklung folgenden
Jahr den Falter entlassen, sondern ein weite-
res Jahr oder sogar mehrere Jahre Giberliegen
(FriepricH 1983). Die Ursachen fur dieses
Phinomen liegen weitgehend im Dunkeln.
In der Literatur findet man den Hinweis,
dass bei Saturniiden der Kiltereiz und die
Tageslinge eine Rolle bei der Einleitung der
Entwicklung des Falters in der Puppe spielen
(DANKks 1987; Tuskes et al. 1996). Ebenso
liest man, dass die ,,Dauer der Diapause [...]
wohl erbmiBig festgelegt™ ist (FORSTER &
WOHLEAHRT, 1954, S. 138).
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Die Falter von . pavonia schlipfen im zei-
tigen Frihling ab den Mittagsstunden bis
in den frithen Abend hinein. Die schlip-
fenden Falter geben aus der Mundoéffnung
ein klares, farbloses Sekrets ab, mit dem
sie die Reuse einspeicheln (LAUSSMANN &
RaDTKE 2008). Von einem verwandten
Schmetterling, dem Seidenspinner Bombyx
mori (Linnaeus, 1758) ist bekannt, dass er
ein vergleichbares Sekret produziert, in dem
ein proteolytisches Enzym (,,Cocoonase®)
gelost ist (IKAFATOS et al. 1967). Von einer B.
mori-Puppe konnten bis zu 200 ng Cocoona-
se gesammelt werden. Die Cocoonase wird
in einem Sekret gel6st, welches im Wesent-
lichen aus einer ca. 150 mM Losung von
Kaliumhydrogencarbonat besteht (KaraTos
et al. 1967).

Die Fiablage erfolgt zumeist direkt in der
auf die Paarung folgenden Nacht in gro-
Beren Gelegen. Die Raupen durchlaufen
insgesamt funf Stadien, wobei sich die
Firbung der Raupen nach jeder Hautung
verindert. Wihrend die Eiraupen komplett
schwarz gefirbt sind, bildet sich bei den
Raupen im zweiten Larvenstadium ein oran-
gefarbener lateraler Streifen aus. Im dritten
Larvenstadium verbreitern sich die lateralen
Lingsstreifen und verbinden sich oft zu
orangefarbenen dorsalen Querstreifen, die
iber jedes Kérpersegment verlaufen. Insbe-
sondere in den ersten beiden Larvenstadien
leben die Raupen gesellig und vereinzeln
sich anschlieBend. Die Firbung der Raupen
im vierten Stadium ist dullerst variabel und
zeichnet sich durch verschiedene griine und
schwarze Elemente sowie eine variable gelb
bis orangefarbene oder weil3 bis rosafarbene
Warzenfirbung aus. Die Warzen kénnen
dabei auch durch die schwarzen Zeichnungs-
elemente Uberdeckt sein (HINTZE-PODUFAL
1977). Im letzten Stadium besitzen die Rau-
pen eine grine Grundfirbung und mittig
auf jedem Segment einen mehr oder weniger
stark ausgeprigten schwarzen Querstreifen,
der die Warzen umschlieB3t. Es treten zudem
Raupen auf, bei denen die schwarze Binde-

Entomologie heute 24 (2012)

rung den ganzen Koérper bedeckt oder fast

vollstindig fehlt. In der Literatur gibt es

Hinweise darauf, dass der Grad der Melani-

sierung in den letzten beiden Stadien durch

Umweltfaktoren, insbesondere durch taktile

Reizung, beeinflusst wird (HINTZE-PODUFAL

1977). Dunkle Raupen sollen hiufiger im

Bergland zu finden sein (BERGMANN 1953).

Auch im letzten Lavenstadium variiert die

Firbung der Warzen zwischen Gelb-Orange

(im Folgenden orangefarbene Morphe

genannt) oder Weil3-Rosa (im Folgenden ro-

safarbene Morphe genannt). Hs ist bekannt,
dass die Warzen in Dunkelheit gelb bleiben
und sich im Licht orange firben (LoNG

1954). Die rosafarbene Morphe scheint

seltener aufzutreten und wird in aktuellen

Biichern zum Teil nicht beschrieben (z. B.

EBERT & RENNWALD 1994). Allerdings wurde

diese bereits in der historischen Literatur

erwihnt (DUPONCHEL et al. 1849; PourToN

1887; BuckLER 1889; Lutz 1889). Auch im

Internet kénnen tber die Google-Bildersu-

che einige Fotos solcher Raupen gefunden

werden (z. B. www.senne-portal.de, ,,Fauna
und Flora®).

Bei mechanischer Reizung wird ein milchiges

Sekret aus den Warzen abgesondert (DEML &

DeTTNER 1990). Dieses Warzensekret und die

Hamolymphe von . pavonia wurden schon

mehtfach auf ihre Zusammensetzung hin un-

tersucht. DEmL & DETTNER (1990, 1993, 1995,

1997) publizierten eine Reihe von Untersu-

chungen, die zeigten, dass sich Himolymphe

und Warzensekret in ihrer Zusammensetzung
unterscheiden. Weiterhin hemmt das phenol-
haltige Sekret das Wachstum von Bakterien,
witkt abwehrend auf rduberische Ameisen
und 16st Meidereaktionen bei Vogeln aus

(DEML & DETTNER 1995).

In dem vorliegenden Artikel sollen insge-

samt sechs Finzelaspekte im Lebenszyklus

von S. pavonia beleuchtet werden:

1) Das Phinomen der uberliegenden
Puppen wurde noch nicht systematisch
untersucht. In der vorliegenden Arbeit
soll geklirt werden, ob eine genetische
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2)

3)

4)

5)

)

Veranlagung zum Uberliegen existiert,
welche Rolle der Erndhrungszustand der
Raupen beim Uberliegen spielt und wie
sich ein kithles Frithjahr auf die Zahl der
tberliegenden Puppen auswirkt.

Die Falter schliipfen in der Regel ab dem
spaten Vormittag bis in den Nachmittag
hinein. Es liegt die Vermutung nahe,
dass der Zeitpunkt, zu dem die Falter
schliipfen, durch das Tageslicht gesteuert
wird. Um diese Hypothese zu priifen,
wurden die Puppen einem kinstlichen
Tag-Nacht-Rhythmus unterworfen.
Um festzustellen, ob das Sekret von S.
pavonia, welches beim Schlupf durch die
Reuse des Kokons abgegeben wird, dhn-
lich zusammengesetzt ist wie das von B.
mori, wurde das Sekret gesammelt und ei-
ner Untersuchung mittels Infrarotspek-
troskopie und SDS-Gelelektrophorese
unterzogen.

Insbesondere im letzten Stadium treten
Raupen in zwei unterschiedlichen Mor-
phen auf: Die ,,orangefarbene Morphe*
und die ,,rosafarbene Morphe®, die sich
hinsichtlich der Warzenfarbe unterschei-
den. Es soll geklirt werden, ob und,
wenn ja, wie die Warzenfarbe vererbt
wird.

Die Raupen variieren hinsichtlich der
Melanisierung in den beiden letzten Lar-
venstadien erheblich. Es wurde versucht,
die bekannte erhéhte Melanisierung bei
taktiler Reizung der Raupen (HINTZE-
PopuraL 1977) unter definierten Be-
dingen zu reproduzieren. Erginzend
wurden die Raupen in Dunkelheit,
unter kiinstlichem Tageslicht und Licht
definierter Wellenlingen (rot, griin, blau,
ultraviolett) gehalten, um den Einfluss
des Lichtes auf die Melanisierung zu
erkunden.

Das Wehrsckret der Raupen, welches
bei Bertihrung aus den Warzen austritt,
besitzt eine hohe Proteinkonzentration.
Um die bisher unbekannten Proteine zu
identifizieren, wurden die Peptidsequen-

zen von einigen ausgewihlten Proteinen
mittels Massenspektrometrie ermittelt.
Zudem wurden die Proteinmuster in den
Wehrsekreten von Raupen, die unter ver-
schiedenen Beleuchtungsbedingungen
gehalten wurden, verglichen.

2. Material und Methoden

2.1. Experimente zu iiberliegenden
Puppen

Weibliche, geziichtete Falter von Saturnia
pavonia wurden im Jahr 2008 mit Minnchen
aus dem Freiland in Wuppertal-Vohwinkel
verpaart. Die aus diesen Paarungen (funf
Paare) erhaltenen Eier wurden untereinander
gemischt und ein reprisentativer Anteil der
Eier bis zur Puppe an Salweide (Salix caprea)
geziichtet. Fir dieses Experiment wurden
48 Puppen (24 Minnchen, 24 Weibchen)
verwendet. Die Kokons wurden in einer
Puppenkiste (Holzkiste mit Liftungsoff-
nungen und einer Wasserschale, tiber der die
Puppen gelagert werden) an einem schatti-
gen Platz an der Westseite eines Gebaudes in
Leverkusen-Opladen bei AuBentemperatur
tberwintert und ca. alle vier Wochen mit
Wasser bespriiht. Anfang Februar des Jahres
2009 wurden die Kokons bei Aulentempe-
ratur ge6ftnet, die Puppe entnommen und
mit einer Analysenwaage (Sartorius A200S,
d, = 0,1 mg) auf 0,001 g genau gewogen.
Die Puppen wurden anschlieBend in den
jeweiligen Kokon zurtickgegeben. Der Ko-
kon wurde mit einem weillen Lackstift mit
einer laufenden Nummer und der Jahreszahl
beschriftet und in einen Kihlschrank tiber-
fihrt. Die Temperatur lag zwischen 6 °C
und 10 °C (gemessen mit einem Minimum-
Maximum-Thermometer). Die Puppen wut-
den in Gruppen zusammengestellt, so dass
jede Gruppe eine reprisentative Anzahl an
leichten, mittelschweren und schweren weib-
lichen oder minnlichen Puppen enthielt.
In regelmiBigen Abstinden wurde eine
Gruppe aus dem Kiihlschrank enthommen
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und auf Raumtemperatur (19 °C bis 23 °C,
Minimum-Maximum-Thermometer) Uber-
fihrt. Der Tag des Schlupfes und die Num-
mer der jeweiligen Puppe wurden notiert.
Das Experiment wurde mit 42 Puppen (21
Minnchen, 21 Weibchen) aus dem Jahr 2009
im Jahr 2010 wiederholt. Die Daten aus den
beiden Jahren wurden zusammengefasst.
Zudem wurde das Gewicht weiterer 224
Puppen aus den Jahren 2008, 2009 und 2010
erfasst, die in dem jeweiligen Winter bei Um-
gebungstemperatur gehalten wurden. Tote
Puppen (insgesamt sechs) wurden bei der
Auswertung nicht berticksichtigt. Erginzend
wurden in einem Vorversuch am 10.7.2011,
ca. fiinf Wochen nach der Verpuppung der
Raupen, insgesamt elf Puppen bei 2 °C bis
4 °C in einem Kihlschrank gelagert. Am
14.08. wurden die Puppen auf Raumtem-
peratur iberfihrt und die Schlupfzeit der
Falter dokumentiert. Das Experiment wurde
am 02.09.2011 mit fiinf Puppen wiederholt,
die lediglich fir zwei Tage bei 2 °C bis 4 °C
im Kihlschrank gelagert wurden.

2.2. Manipulation der Schlupfzeit

Weibliche, geziichtete Falter wurden im
Jahr 2010 mit Miannchen aus dem Frei-
land in Wuppertal-Vohwinkel verpaart.
Die Tiere aus drei Paarungen wurden wie
oben beschrieben geziichtet und in einer
abgedunkelten Puppenkiste tiberwintert.
Ab dem 17.04.2011 wurden 42 Puppen
(21 Weibchen, 21 Minnchen) in ihren Ko-
kons in ein leeres, mit schwarzem Karton
abgedunkeltes 60-1-Aquarium uberfiihrt.
Die Kokons wurden mit einer 16-W-Tages-
licht-Leuchtstoffréhre einem kiinstlichen
Tag-Nacht-Rhythmus unterworfen. Das
Licht wurde durch eine Zeitschaltuhr um
14:30 Uhr eingeschaltet und um 03:30 Uhr
ausgeschaltet, so dass eine 13-h-Lichtperio-
de mit einer 11-h-Dunkelperiode abwechsel-
te. Die Temperatur lag zwischen 16 °C und
21 °C Minimum-Maximum-Thermometet).
Die Kokons wurden tiglich ab 15:30 Uhr
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bis 22:00 Uhr im Abstand von 30 min sowie
am folgenden Morgen kontrolliert. Frisch
geschliipfte Falter wurden aus dem Aquari-
um entnommen und die Schlupfzeit notiert.
Ein weiteres Experiment wurde auch unter
Tageslichtbedingungen durchgefiihrt. Hier-
fir wurden 29 Puppen (22 Minnchen und
sieben Weibchen) an einem schattigen Platz
an der Westseite eines Gebdudes in Leverku-
sen-Opladen bei AuBentemperatur (7 °C bis
22 °C, Minimum-Maximum-Thermometer)
in einem transparenten 40-1-Kunststoffgefaly
gelagert. Die Kokons wurden bei diesem Ex-
periment tiglich ab 10:00 Uhr bis 17:00 Uhr
im Abstand von 30 min kontrolliert. Frisch
geschliipfte Falter wurden aus dem Gefdl3
entnommen und die Schlupfzeit notiert.

2.3. Untersuchung der Faltersekrets

Um das Sekret zu gewinnen, wurden
acht Puppen kurz vor dem Schlipfen aus
ihrem Kokon entnommen. Das von den
schliipfenden Faltern aus der Mund6ffnung
ausgeschiedene Sekret wurde mit einer
20-pl-Eppendorf-Pipette aufgenommen
und in ein 1,5 ml fassendes Reaktionsgefil3
aus Kunststoff iberfithrt. Dabei wurden
die Sekrete mehrerer Falter zusammenge-
geben. Auf diese Weise wurden insgesamt
funf Proben zu je ca. 40 ul gewonnen. In
zwei dieser Proben wurde durch Vorlage
von 2 ul konzentrierter Ameisensiure ein
pH-Wert von kleiner 3 eingestellt, um ei-
nen denkbaren Eigenverdau des gesuchten
proteolytischen Enzyms zu verhindern.
Die Proben wurden bis zur Untersuchung
bei -80 °C gelagert. Eine Probe wurde nach
Feststellung des Gewichts gefriergetrocknet,
um den Anteil des Feststoffes gravimetrisch
zu bestimmen (Analysenwaage Sartorius
A2008, d,= 0,1 mg). Der Feststoff wurde
zudem mit Hilfe eines FT-IR Spektrometers
(Nicolet Avatar 370 DTGS mit Smart-Orbit
Diamant-ATR) untersucht. Die vier anderen
Proben wurden einer SDS-Gelektrophorese
(Laeavrr 1971) auf einem 12 %igen Poly-
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acrylamidgel unterzogen. Hierfiir wurde ein
PerfectBlue-Doppelgelsystem Twin S von
Peglab benutzt. Die Anfirbung der Proteine
erfolgte mit Hilfe der Coomassie-Brilliant-
Blue-Kolloidalfirbung (Detektionslimit ca.
10 ng Protein pro Bande, KANG et al. 2002).

2.4. Vererbung der Warzenfarbe

Drei Kokons von Raupen mit rosafarbenen
Warzen, zwei Weibchen und ein Minnchen
aus einer Zucht im Jahr 2010, wurden
markiert. Ein Weibchen wurde 2011 mit
dem Minnchen verpaart (Paarung a). Das
andere Weibchen wurde mit einem Freiland-
Minnchen verpaart (Paarung b). Leider
war nicht bekannt, welche Warzenfarbe
die Raupe des Freiland-Minnchens hatte.
Im folgenden Jahr 2012 wurden wiederum
Kreuzungen mit Tieren durchgefiihrt, die
aus den beiden Paarungen stammten. Die
Kreuzungsexperimente werden aus der
Tabelle 1 (unter 3.4.) ersichtlich.

2.5. Melanisierung der Kutikula

Zur Uberpriifung des Finflusses der taktilen
und visuellen Reize auf die Melanisierung
der Kutikula wurden sieben Versuchs-
gruppen mit n = 30 gebildet, die unter
verschiedenen Beleuchtungen aufgezogen
wurden. Folgende Versuchsgruppen wur-
den gebildet: ,rote Beleuchtung, ,griine
Beleuchtung?, ,blaue Beleuchtung?, ,ultra-
violette Beleuchtung® ,Tageslichtkontrolle®,
,Dunkelkontrolle® und ,taktile Reizung
unter Tageslicht® (hier: n = 15). Die Un-
terbringung erfolgte in den Larvenstadien
1 bis 3 in Metallboxen mit den Maf3en
L 25cm x B 35 cm x H 20 cm (Volumen:
17,5 Liter) und in den Larvenstadien 4 und
5 in Metallboxen mit den MaBlen L 50 cm x
B 40 cm x H 30 cm (Volumen: 60 Liter).
Die Secitenwinde und Deckel der Boxen
wurden mit schwarzer Pappe beklebt und
die Béden der Boxen mit weilem Cellu-
losepapier ausgelegt, so dass dhnliche Re-

flektions- und Absorptionseigenschaften in
allen Boxen herrschten. Fur die Beleuchtung
wurden 30 cm lange Kaltlichtkathoden der
Firma Sharkoon in den Farben ultraviolett
(380 nm), blau (480 nm), griin (550 nm) und
rot (630 nm) mit einer Beleuchtungsstirke
von ca. 300 Lux verwendet. Die Beleuchtung
der im ,Tageslicht® gehaltenen Versuchs-
gruppen erfolgte mit vier Vollspektrumlam-
pen ,Biolux LW36/965° der Firma Osram
mit einer Beleuchtungsstirke von ca. 2000
Lux. Die Beleuchtungsdauer betrug 14,5 h.
Die Raupen der Dunkelkontrolle wurden in
dauerhafter Dunkelheit gehalten. Die taktile
Reizung erfolgte dreimal tiglich fiir je drei,
vier und drei Minuten mit einem Borsten-
pinsel. Zur Auswertung der Melaninmuster
wurden alle Raupen aller Versuchsansitze in
1.4 und L5 fotografiert und die Melaninkate-
gorien (Beschreibung siche HINTZE-PODUFAL
1974) bestimmt. Zur statistischen Auswer-
tung wurde die unter Tageslicht gehaltene
Versuchsgruppe als Kontrolle definiert und
die tbrigen Versuchsansitze vergleichend
mit einem Chi-Quadrat-Test for trend gegen
die Tageslichtkontrolle getestet.

2.6. Proteinanalytische Untersuchung
des Warzensekrets und der Himolym-
phe

Aus jedem Versuchsansatz wurden Raupen
der orangefarbenen Morphe und der rosa-
farbenen Morphe ausgewihlt und mittels
Glaskapillare (2 pl) je eine Warzensekret-
und eine Himolympheprobe entnommen.
Die Proben wurden in den Kapillaren
belassen und bis zur weiteren Bearbeitung
tiefgekthlt aufbewahrt. Zur Vorbereitung
der Proben wurden diese aus den Kapillaren
in Protein-LoBind-Eppendorf-Gefilie tiber-
fuhrt und mit hochreinem Wasser versetzt,
so dass je nach vorhandener Probenmenge,
zwischen einem und zwei pl, ein Verdin-
nungsverhiltnis von 1:3 bzw. 1:6 hergestellt
wurde. Die vorbereiteten Proben wurden
per SDS-Gelelektrophorese, wie oben be-
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schrieben, jedoch mit 10 %igem Trenngel
aufgetrennt und die Proteinbanden verglei-
chend betrachtet. Einige auffillige Banden
wurden aus den Gelen ausgeschnitten und
mit Trypsin verdaut. Die verdauten Pepti-
de wurden mittels StageTips entsalzt und
massenspektrometrisch untersucht. Mittels
eines ESI-QqTOF-Hybrid-Massenspekt-
rometers wurde in einem ersten Schritt ein
Ubersichtsspektrum erstellt. Einige interes-
sante Peptide wurden anschlieBend mittels
Tandem-Massenspektrometrie selektiert und
anhand der Fragmentspektren sequenziert.

3. Ergebnisse
3.1. Uberliegende Puppen

Um zu priifen, ob der Erndhrungszustand
der Raupen von Saturnia pavonia eine Aus-
wirkung auf die Veranlagung der Puppen
zum Uberliegen hat, wurden die Gewichte
der Puppen ermittelt. Bei den nicht tiberlie-
genden Puppen ist zunichst der bekannte

Gewichtsunterschied der minnlichen und
weiblichen Puppen offensichtlich (Abb. 1)
(LAUssSMANN & RADTKE 2008). Das Gewicht
nicht tUberliegender minnlicher Puppen
betrdgt 0,97 ¢ £ 0,11 g, wihrend das Ge-
wicht nicht Gberliegender weiblicher Pup-
pen mit 1,95 g £ 0,23 ¢ doppelt so hoch
ist. Bei den Uberliegenden Puppen ergeben
sich mit 0,99 ¢ * 0,09 g (Midnnchen) und
1,93 ¢ = 0,25 g (Weibchen) vergleichbare
Werte. Ein ungepaarter t-Test zeigt, dass
es keine signifikanten Unterschiede im
Gewicht zwischen der Gruppe der iber-
liegenden Puppen und der nicht iberlie-
genden Puppen gibt (p > 0,05). Dennoch
fillt auf, dass die Verteilung der Puppen-
gewichte in der Gruppe der tberliegenden
Puppen weniger symmetrisch ist und sich
insbesondere sehr leichte Exemplare nicht
unter den Gberliegenden Puppen befinden.
Uberliegende Puppen wiegen im Schnitt
53 mg £ 19 mg (Minnchen, n = 9) bzw.
78 mg + 21 mg (Weibchen, n = 5) weniger
als im Vorjahr.

Gewicht nicht liberliegende Puppen (n=290)

Anzahl
8

40

20

. I—

NI .

@Méannchen
mWeibchen

Gewicht iiberliegende Puppen (n=41)

N BMi [
mWeibchen

=

[\

c

<

4 I

: - ] Il o0 .
A 2> &) N N Vv > I © L N Vv ™ ©
N SN o N N N N N N N N e e 1
R S AR S AN 2 A S AN AN A A

Gewicht (g)

Abb. 1: Gewichtsverteilung von nicht-iiberliegenden Puppen und tberliegenden Puppen von Sazur-
nia pavonia aus den Jahren 2008, 2009 und 2010. Puppen mit besonders geringem Gewicht neigen
nicht zum Uberliegen.

Fig. 1: Weight distribution of non-overlying pupae (upper panel) and overlying pupae (lower panel)
of Saturnia pavonia from 2008, 2009, and 2010. Light-weight pupae do not tend to overlying,
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In einem weiteren Experiment wurden
Puppen am Ende der Uberwinterung unter
nattitlichen Bedingungen ab Anfang Februar
in einen Kihlschrank tuberfiihrt, um ein
anhaltend kiithles Frihjahr zu simulieren.
In regelmiBigen Abstinden wurde eine
Gruppe von Puppen aus dem Kiihlschrank
entnommen und auf Raumtemperatur
uberfihrt. Es fillt auf, dass die Zeitspanne
bis zum Schlupf der Falter kontinuierlich
sinkt, je spiter die Puppen aus dem Kiihl-
schrank entnommen wurden (Abb. 2). Es
ist daher anzunehmen, dass die Puppen
sich auch im Kithlschrank weiterentwickeln,

bis, wie in einem Fall am 15.05. geschehen,
die Falter sogar im Kiithlschrank schlipfen.
Uberliegende Puppen treten allerdings in
allen sieben Gruppen auf, ohne dass ein
Zusammenhang zur Dauer des Aufenthalts
im Kihlschrank zu erkennen ist. Eine wei-
tere Erkenntnis aus diesem Experiment war,
dass die Puppen, die sehr lange bei kiihlen
Temperaturen gehalten wurden, weniger
zeitgleich schlipften (in der Abbildung 2
als groBere ,,Fehlerbalken® zum Ende des
Experiments zu erkennen). Zudem konnten
die Falter der Gruppe vom 15.05. teilweise
die Flugel nicht vollstindig entfalten.

12
16.02.
10
s n=12 (2) 30.03.
E g n=11(2)
3 30.04. oo
:E, & n=12 (1) 15 05
N *
X }\\’
2 4 17.04. ~
[ _ \
o)) n=12 (3) 1
S 04.05.
=21 (2
(in Klammern: Anzahl Uberliegender Puppen) " &

7 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98
Tage bei 6 bis 10 Grad

Abb. 2: Schlupf von Saturnia pavonia-Puppen in Abhingigkeit von der Aufenthaltsdauer in kithlen
Temperaturen. Sieben Gruppen wurden Anfang Februar am Ende der Uberwinterung unter natiit-
lichen Bedingungen (AuBlentemperatur in Leverkusen) in einen Kithlschrank tberfithrt (6 °C bis
10 °C). Die erste Gruppe wurde am 16.02. aus dem Kiihlschrank entnommen und bei Raum-
temperatur (19 °C bis 23 °C) gelagert. Von den n = 12 Puppen entlieen zehn den Falter nach
10,5 £ 0,7 Tagen, wihrend zwei Puppen (Zahl in Klammern) sich nicht zum Falter entwickelten.
Diese waren jedoch vital und entlieen im Folgejahr den Falter. In regelmifBigen Abstinden wurden
weitere Gruppen von Puppen aus dem Kiihlschrank entnommen. In jeder Gruppe fanden sich
iberliegende Puppen. Ein Falter der letzten Gruppe schliipfte am 15.05. im Kithlschrank.

Fig. 2: Hatching of Sazurnia pavonia pupae in dependence on the exposure time in cold temperatures.
Seven groups of S. pavonia pupae were transferred into a refrigerator (6 °C to 10 °C) at the end of the
hibernation period (ambient temperature in Leverkusen, Germany). The first group was taken out of
the refrigerator on 16th February and stored at room temperature (19 °C to 23 °C). Ten out of 12 pupae
released the moth after 10,5 £ 0,7 days, while 2 pupae (number in brackets) did not develop. These
two ovetlying pupae were vital and released the moth in the following year after a second hibernation.
Periodically, additional groups of pupae were taken out auf the refrigerator. Overlying pupae were
found in every single group. One moth hatched on the 15th May in the refrigerator.
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Des Weiteren wurde gepriift, ob mdogli-
cherweise eine genetische Veranlagung
zum Uberliegen existiert. Dazu wurden
Falter aus uberliegenden Puppen mitein-
ander verpaart. Von den aus der Zucht der
Nachkommen erhaltenen 39 Puppen war
eine tot und alle anderen entlieBen direkt
im Jahr nach der Raupenentwicklung den
Falter.

Um zu erkunden, welche Auswirkung
die Dauer der Kilteperiode wihrend der
Diapause der Puppen auf die Anzahl
der Uberliegenden Puppen hat, wurden
Puppen vor der Frostperiode einmal fiir
finf Wochen und einmal fir zwei Tage
bei 2 °C bis 4 °C in einem Kiihlschrank
gelagert. Alle Puppen, die fir finf Wo-
chen im Kihlschrank lagen, entlieBen
nach Uberfithrung auf Raumtemperatur
innerhalb von 12 bis 17 Tagen die Falter.
Aus zwei Paarungen dieser Falter konn-
te dann bis in den Oktober hinein eine
»zweite Generation® geziichtet werden.
Aus den Puppen, die lediglich zwei Tage
im Kihlschrank lagen, entwickelten sich
keine Falter, sondern die Puppen verblie-
ben in der Diapause.

3.2. Regulation der Schlupfzeit der Falter

Es ist bekannt, dass die Falter von Saturnia
pavonia im Gegensatz zu vielen anderen
Nachtfaltern tagsiiber schlipfen. Die
Schlupfzeit hingt zudem von dem vor-
herrschenden Mikroklima ab. Bei hohen
Nachttemperaturen an einem geschiitzten
Ort (z. B. in einem Schuppen in sonniger
Lage, DAHL, pers. Mitteilung) schliipfen die
Tiere schon morgens, wihrend bei kiithlen
Nachttemperaturen in schattiger Lage viele
Tiere erst ab den Mittagsstunden schliip-
fen. Im warmen Frihling 2011 wurde das
Schlupfverhalten der Tiere unter natiirlicher
Beleuchtung dokumentiert (Abb. 3). Es ist
erkennbar, dass die minnlichen Tiere ten-
denzmiBig vor den Weibchen zu schlipfen
beginnen und eine lingere tageszeitliche
Schlupfphase haben. Um festzustellen, ob
die Schlupfzeit durch die Wahrnehmung von
Tageslicht gesteuert wird, wurden Puppen
einem kinstlichen Tag-Nacht Rhythmus
(13 h Licht, 11 h Dunkelheit) unterworfen
(Abb. 4). Unter diesen definierten Bedin-
gungen tritt der Unterschied zwischen
der Schlupfzeit der Mdnnchen und der

B Méannchen (n=22)
M Weibchen (n=7)

Anzahl geschliipfte Tiere

Abb. 3: Schlupfzeiten von Saturnia pavonia-Faltern unter natiirlichen Bedingungen (Aulentemperatur
in Leverkusen, schattiger Platz). Minnliche Falter beginnen vor den weiblichen Faltern zu schliipfen.
Fig. 3: Hatching time of Saturnia pavonia moths under natural conditions (ambient temperature in
Leverkusen, Germany, shady place). Male moths start hatching before female moths.
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B Mannchen (n=21)
10

B Weibchen (n=21)

Anzahl geschliipfte Tiere
[e)}
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7 8 9 10 11 12 13

Stunden nach Einschalten des Lichts

Abb. 4: Schlupfzeiten von Saturnia pavonia-Faltern unter kiinstlicher Beleuchtung (16-W-Leuchtstoff-
réhre,13 h Licht — 11 h Dunkelheit). Die Temperatur wurde bei 16 °C bis 21 °C gehalten.

Fig. 4: Hatching time of Saturnia pavonia moths under artificial illumination (16 W fluorescent tube,
13 hours light, 11 hours darkness). The temperature was kept between 16 °C and 21 °C.

Weibchen noch deutlicher hervor. Die
Unterschiede sind statistisch signifikant
(ungepaarter t-Test: p < 0,001).
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass
die Tageszeit, zu der die Tiere schliipfen, of-
fensichtlich durch Licht gesteuert wird und
die Minnchen, bezogen auf die Tageszeit,
tendenzmifBig vor den Weibchen schliipfen.
Grundsitzlich schlipfen unter Zuchtbedin-
gungen jedoch an jedem Tag Midnnchen und
Weibchen in vergleichbarer Anzahl.

3.3. Zusammensetzung des Sekrets der
Falter

Um festzustellen, ob das Sekret von Saturnia
pavonia (Abb. 5) dhnlich zusammengesetzt ist
wie das von Bombyx mori und ebenfalls ein
der Cocoonase vergleichbares proteolyti-
sches Enzym enthilt, wurden insgesamt vier
Proben mittels SDS-Gelelektrophorese auf
enthaltene Proteine untersucht. Es konnte
in keiner der Proben eine Proteinbande fest-
gestellt werden. Da das Detektionslimit bei
10 ng Protein liegt und B. 707 bis zu 200 pg
Cocoonase pro Puppe produziert, ist davon
auszugehen, dass S. pavonia dieses oder ein
vergleichbares Protein nicht herstellt. Eine

weitere Probe wurde gefriergetrocknet
und das Gewicht des verbliebenen weil3en
Rickstandes ermittelt. Das Sekret enthielt
1,5 % Feststoff. Durch Infrarotspektrosko-
pie konnte festgestellt werden, dass es sich
dabei um ein Hydrogencarbonat handelt.
Berechnet man die Molaritdt der Losung
als Kaliumhydrogencarbonat, so kommt
man, wie bei B. mori, auf einen Wert von
ca. 150 mM. Der pH-Wert des Sekrets
betrug 8,5. Zusammenfassend ldsst sich
sagen, dass S. pavonia zwar ein Sekret beim
Schlipfen produziert, dieses jedoch keine
Enzyme wie die Cocoonase enthilt.

3.4. Vererbung der Warzenfarbe

Um den Erbgang der unterschiedlichen
Raupenmorphen aufzukliren, wurden Kreu-
zungsexperimente durchgefihrt. Aus der
Paarung eines Weibchens der rosafarbenen
Morphe mit einem Minnchen der rosafar-
benen Morphe entstanden 100 Raupen mit
rosafarbenen Warzen und 35 Raupen mit
orangefarbenen Warzen (Verhiltnis ca. 3
zu 1, Fla-Generation). Aus der Paarung
eines Weibchens der rosafarbenen Morphe
mit einem Freiland-Minnchen entstanden
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Kat. 4

L5 - dorsal Kat. 5 - L5 - dorsal

Abb. 5: Oben links: Faltersekret, das wihrend des Schlupfes abgesondert wird (Pfeil); oben rechts:
Farbmorphen der Raupen (I5): gelbe bis orangefarbene Warzen und weil3e bis rosafarbene Warzen;
mitte: Melanisierungskategorien in L4; unten: Melanisierungskategorien in L5 (Beispiele).

Fig. 5: Upper left: secretion of hatching moths (arrow); upper right: colour morphs of caterpil-
lars (15): yellow to orange warts and white to pink warts; middle: categories of melanisation in I.4;
bottom: categories of melanisation in L5 (examples).

Entomologie heute 24 (2012)
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Tab. 1: Paarungen von Faltern aus Raupen der rosafarbenen und orangefarbenen Morphen und die

vermutete und beobachtete Warzenfirbung (L5) der Nachkommen (R = vermutetes dominantes

Allel fiir rosafarbene Warzen, o = vermutetes rezessives Allel fiir orangefarbene Warzen)

Tab. 1: Mating of moths from caterpillars of orange and pink morphs and the expected and observed

wart colour (L5) of their descendants (R = supposed dominat allele for pink warts, o = supposed

recessive allele for orange warts; rosa = pink).

Warzenfarbe der Ursprung vermutete erwartetes tatsachliches
Raupen, Paarung der der Falter Allelkombination | Ergebnis Ergebnis
Falter (rosa:orange) (rosa:orange)
Orange x orange F1b x F1b 00 X 00 0:1 0:70 (0:1)
Rosa x rosa F1b x F1b Ro xRo 3:1 58:17 (3,4:1)
Rosa x rosa F1b x F1b Ro xRo 3:1 70:27 (2,6:1)
Rosa @ x orange ) F1b x Fla Ro x oo 1:1 164:107 (1,5:1)
Rosa & x orange Q F1b x Fla Ro x oo 1:1 37:30 (1,2:1)

43 Raupen mit rosafarbenen Warzen und
45 Raupen mit orangefarbenen Warzen
(Verhiltnis ca. 1 zu 1, F1b-Generation). Aus
diesen Verhiltnissen wurde geschlossen,
dass es sich moglicherweise um eine klassi-
sche dominant-rezessive Vererbung mit dem
dominanten Allel ,,rosafarbene Warzen® (R)
und dem rezessiven Allel ,,orangefarbene
Warzen® (o) handelt. Im Jahr 2012 wurden
daher gezielt weitere Paarungen vorgenom-
men (Tabelle 1).

3.5. Melanisierung der Kutikula

Die Melaninmuster der Raupen im vierten
Larvenstadium wurden in acht Kategorien,
die Melaninmuster der Raupen im fiinften
Larvenstadium in sechs Kategorien einge-
teilt (HiNTZE-PopUFAL 1974) (Abb. 5). Die
auftretenden Melaninmuster der Raupen in
L4 und L5 wurden kategorisiert (Kategorien
1-8 in L4, bzw. 1-6 in L5 jeweils mit zuneh-
mendem Melaninanteil (Abb. 6)).

Der Einfluss von Licht ist deutlich er-
kennbar. Sonnenlicht blockiert eine starke
Melanisierung, wohingegen die Haltung in
Dunkelheit zur deutlichen Ausprigung der
dunkleren Melaninmuster fihrt. Der Ein-
fluss der Wellenldnge kann nicht eindeutig
geklirt werden. Tendenziell lisst sich erken-
nen, dass die Beleuchtung mit langwelligem
Licht zu einer verstirkten Melanisierung

fuhrt, wohingegen die Bestrahlung mit
kurzwelligem Licht eine verminderte Mela-
ninsynthese und/oder Melanineinlagerung
in die Kutikula bewirkt. Wihrend in 1.4 auch
die Randkategorien 1, 2, 7 und 8 ausgeprigt
werden, beschrinkt sich der Grad der Me-
lanisierung in L5-Raupen im Wesentlichen
auf die mittleren Melaninkategorien 3 und
4. Ein weiterer untersuchter Aspekt ist die
Warzenfirbung bei L4 und L5 Raupen von
Saturnia pavonia. Es konnte festgestellt wer-
den, dass die Umfirbung der Warzen von
gelb nach orange bzw. von weil3 nach rosa
nach der letzten Hautung (L4—L5) durch
langwelliges (rotes) Licht bewirkt wird.

3.6. Proteinanalytische Untersuchung
des Warzensekrets und der Himolym-
phe

Die Auftrennung der Proben mittels SDS-
Gelelektrophorese zeigt, dass die Zusam-
mensetzung der Himolymphe unabhingig
von Morphe (orange bzw. rosa) und Licht-
bedingung (rot, griin, blau, UV, Tageslicht,
Dunkelheit) zu sein scheint, da hier keine
Unterschiede erkennbar sind (Abb. 7). Bei
der Zusammensetzung der Warzensekrete
(Abb. 7) konnten Unterschiede im hoch-
molekularen Beteich beobachtet werden.

Nach dem Lésen der Proteine und dem tryp-
tischen Verdau der ausgeschnittenen Gelban-
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Abb. 6: Hiufigkeitsverteilung der Kategorisierung der Melaninmuster nach Hintze-PopuraL (1974)
in I.4- Raupen (oben) und L5-Raupen (unten). Der Anteil der Raupen mit der jeweils ausgeprig-
ten Melaninkategorie wird gegen die Beleuchtungsbedingungen aufgetragen. Nicht signifikante
Unterschiede = n.s. signifikante Unterschiede = * (p < 0,05), ** (p < 0,01) und *** (p < = 0,001).
Fig. 6: Frequency distribution of melanin patterns by HintzE-PoODUFAL (1974) for L4-caterpillars
(top) and L5-caterpillars (bottom). The amount of caterpillars belonging to the respective melanin
category is plotted in relation to the light conditions applied to the test groups. Non-significant dif-

ferences = n.s, significant differences = * (p < 0.05), ** (p < 0.01) and *** (p < = 0.001).

den wurden diese massenspektrometrisch
untersucht. Die ermittelten Peptidsequenzen
kénnen mit Peptidsequenzen bekannter
Proteine, die in Datenbanken erfasst sind,
verglichen werden, um so die untersuchten
Proteine zu identifizieren. Die Tabellen 2 und
3 zeigen Peptidsequenzen, die massenspek-
trometrisch ermittelt wurden.

Entomologie heute 24 (2012)

Die Bestimmung der Peptidsequenzen bringt
zum derzeitigen Zeitpunkt noch keine neuen
Erkenntnisse, da die Proteine von Saturnia
pavonia oder auch anderer Schmetterlinge gar
nicht oder nur vereinzelt in den Datenban-
ken erfasst sind, so dass auf dieser Ebene
keine Ubereinstimmungen gefunden werden
konnten. Auch die Suche nach Homologien
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Abb. 7: SDS-Gelelektrophorese der Himolymphe (oben) und SDS-Gelelektrophorese der Warzen-
sekrete (unten). Links: GroBenstandard (MW in KDa). Die Beschriftung ist wie folgt aufgebaut:
Probenart (Sekret oder Himolymphe), Versuchsansatz (Dunkelheit = DH; Tageslicht = TL), Morphe
(orange Morphe; rosa Morphe). Die gro3e Markierung zeigt die Auffilligkeiten im hochmolekularen
Bereich; die kleinen Markierungen zeigen die Banden, die massenspektrometrisch untersucht wurden.
Fig. 7: SDS gel electrophoresis of haemolymph samples (top) and SDS gel electrophoresis of
wart secretion samples (bottom). On the left: molecular weight marker (MW in KDa). The legend
describes type of sample (wart secretion = Sekret), test group (darkness = DH; daylight = TL) and
type of morph (orange morph; rosa (= pink) morph). The large marking shows remarkable varia-
tions in high-molecular area; the small markings show protein-bands, analysed by mass spectrometry.

zu bekannten Proteinen aus Invertebraten —der Puppen von Saturnia pavonia ein Mindest-
brachte kein Ergebnis, da die identifizierten gewicht erforderlich ist und daher Puppen
Peptidsequenzen keine solchen Homologien aus unterdurchschnittlich gendhrten Raupen

aufweisen. weniger zum Uberliegen neigen. Dies ist
auch plausibel, da die Puppen beim Uber-
4. Diskussion liegen merklich an Gewicht verlieren und
wahrscheinlich ein gewisser Nahrungsvorrat
4.1. I"Jber]iegende Puppen fir die Erhaltung der Vitalitit notwendig ist.

Die Art der Nahrung der Raupen scheint
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit keine Rolle zu spielen. Mitglieder des Na-
deuten darauf hin, dass fiir das Uberliegen turwissenschaftlichen Vereins Wuppertal
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Tab. 2: Peptidsequenzen des Proteins der Probe einer Raupe der orangen Morphe, aufgezogen unter
roter Beleuchtung (siche markierte Proteinbande bei 75 KDa in Abbildung 7 unten).

Tab. 2: Peptide sequences of a protein sample of an orange morph caterpillat, reared under red
light (see marked protein-band at 75 KDa in figure 7 bottom).

Masse [m/z] Ladung Molekulargewicht [M+H]* Sequenz

515,35 4 1029,90 VI/LDEI/LTI/LAR
545,82 ++ 1090,64 VIMK/QNI/LNDR
548,32 T 1096,64 WETWLI/LSK
583,35 ++ 1165,70 YEEI/LK/QVTQR
590,36 s 1179,72 YEEI/LK/QILTQR
602,37 ++ 1203,74 WTI/LQE__K
651,39 A 1301,78 SPEEANWLEVK

Tab. 3: Peptidsequenzen des Proteins der Probe einer Raupe der rosa Morphe, aufgezogen unter
ultravioletter Beleuchtung (siche markierte Proteinbande bei 50 KDa in Abbildung 7 unten).

Tab. 3: Peptide sequences of a protein sample of pink morph caterpillat, reared under ultraviolet
light (see marked protein-band at 50 KDa in figure 7 bottom).

Masse Ladung Molekulargewicht [M+H]* Sequenz

445,29 ++ 889,58 TLTQLTGR

722,41 ++ 1444,82 F/Mox D I/ F/Mox Q TV V F/Mox SN K
760,95 +F 1520,90 DPoder LV I/LETEST/LVNE K

(A. DaHL, A. RADTKE, T. LAUSSMANN) zlich-
ten das Kleine Nachtpfauenauge seit vielen
Jahren an verschiedenen Pflanzen (Rose,
Brombeere, Weide), ohne dass dies ecine
erkennbare Auswirkung auf den Anteil der
tberliegenden Puppen hitte. Die Paarung
von Faltern aus Gberliegenden Puppen
ergab keine erhéhte Anzahl an dberliegen-
den Nachkommen. Daher ist eine einfache
genetische Veranlagung unwahrscheinlich.
Zudem zeigen die Experimente, dass ein
anhaltend kiihles Frithjahr nicht dazu fithrt,
dass mehr Puppen uberliegen. Vielmehr
scheint spitestens am Ende der Frostperi-
ode im Winter festzustehen, welche Puppen
sich entwickeln und welche tiberliegen. Eine
dhnliche Vermutung findet sich auch in der
Literatur, jedoch ist es nicht einfach, ein
Metrkmal zu finden, an dem zu erkennen
ist, dass die Diapause beendet wurde und
in eine Kilteruhe (Quieszenz) tibergeganen
ist (Hopek 1996). Offenbar gibt es einen
hormonellen ,,Schalter, der durch einen
Reiz wihrend der Ruhephase aktiviert wer-
den muss, um in der Puppe unwiderruflich
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die Entwicklung des Falters auszulésen
(Danks 1987). Bei niedrigen Frithlings-
temperaturen erfolgt die Entwicklung der
aktivierten Puppen langsam, aber dennoch
kontinuietlich. So kommt es, dass Falter
sogar im Kihlschrank bei Temperaturen
um 7 °C schlipfen. Puppen, bei denen der
hormonelle ,,Schalter am Ende der Frost-
periode nicht ausgeldst wurde, tberliegen.
Dies deutet darauf hin, dass die hormonelle
Kontrolle tiber die Puppendiapause wihrend
des Winters individuell zuriickgeht und
schlieBlich erlischt. Danach befinden sich
die Tiere offenbar in einem Stadium der
Kilteruhe (Quieszenz), die im Freiland bei
steigenden Temperaturen nach und nach
aufgechoben wird, so dass die Falter dort
alle in etwa zur gleichen Zeit schlipfen.
Ahnliche Beobachtungen konnte WIPKING
(1995) bei der Beendigung der Larvaldia-
pause von Blutstrépfchenschmetterlingen,
Zygaena trifolii (Esper, 1783), machen. Es
stellt sich die Frage, durch welchen Reiz der
postulierte ,,Schalter®, der die Entwicklung
des Falters in der Puppe auslost, aktiviert
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wird. Wahrscheinlich spielen hier die Dauer
oder die Intensitdt der Kilteperiode wih-
rend der Uberwinterung und die Tageslinge
eine entscheidende Rolle (DANKs 1987). Die
durchgefithrten Vorversuche deuten an,
dass fir die Durchbrechung der Diapause
eine Kilteperiode zwischen zwei Tagen
und fiinf Wochen erforderlich ist. Um
diese Vermutungen zu bestitigen, sollen in
Zukunft weitere systematische Experimente
durchgefiihrt werden. Allerdings konnte
bisher kein auffilliger Zusammenhang zwi-
schen dem natirlichen Temperaturverlauf
im Winter und der Anzahl tberliegender
Puppen festgestellt werden. Nach den Win-
tern 2008,/2009, 2009/2010 und 2010/2011
war der Anteil an Gberliegenden Puppen mit
10 % bis 15 % vergleichbar, obwohl der
Temperaturverlauf und der Wechsel von
wirmeren und kilteren Perioden in diesen
Wintern gemifl3 den Daten des Deutschen
Wetterdienstes deutlich unterschiedlich
waren. Es bleibt somit letztlich eine offe-
ne Frage, warum fiir die meisten Puppen
der Kiltereiz im Winter austreicht, um die
Diapause zu beenden und fiir andere nicht.
Offenbar sind manche Puppen schon vor
der Frostperiode hormonell so disponiert,
dass sie dazu neigen, den Kiltereiz und die
kurzen Tageslingen im Winter zu ,,verschla-
fen®. Fraglich ist, wie diese Pradisposition
gesteuert werden kann. Uber den biologi-
schen Sinn des Phinomens wurde speku-
liert, dass die Paarung von Geschwistern (In-
zucht) reduziert werden kénnte (STANDFUSS
1896) und dass sich eine Insektenpopulation
durch tberliegende Stadien das Uberleben
sichert, falls es in einem Jahr wihrend der
Larvalentwicklung wegen Futtermangel
oder anderen negativen Umwelteinflissen
zu einem Totalausfall einer Generation
kommt (DaNKks 1987).

4.2. Regulation der Schlupfzeit der Falter

In einem friheren Artikel haben wir bereits
beschrieben, dass die Falter von Saturnia

pavonia ab den frithen Nachmittagstunden
bis in den frihen Abend hinein schliipfen
(LAaussMANN & RADTKE 2008). In den zu-
rickliegenden Jahren mussten wir jedoch
feststellen, dass die Tageszeit, zu der die
Falter schlipfen, auch stark von dem Mi-
kroklima vor Ort abhingt. Bei besonders
milder Witterung und relativ hohen Nacht-
temperaturen schliipfen die Falter schon
am Vormittag ab ca. 10 Uhr. Von anderen
Saturniiden ist bekannt, dass sie insbeson-
dere aullerhalb tropischer und subtropischer
Regionen tagstiber schlipfen (TUSKES et
al. 1996). Da bisher ein Schlupf wihrend
der Nacht bei §. pavonia nicht beobachtet
wurde, liegt es nahe, dass die Schlupfzeit der
Falter durch das Tageslicht gesteuert wird.
Die durchgefthrten Experimente bestiti-
gen diese Vermutung und zeigen zudem,
dass minnliche Falter tageszeitlich vor den
Weibchen zu Schliipfen beginnen. Uber den
biologischen Sinn dieses Verhaltens mag hier
spekuliert werden. Es wire denkbat, dass die
vor den Weibchen geschliipften Minnchen
bereits den Ort der Larvalentwicklung ver-
lassen haben, bevor weibliche Geschwister
schlipfen. Auf diese Weise konnte Inzucht
vermieden werden. Diese Hypothese deckt
sich auch mit der Beobachtung, dass tages-
zeitlich frith geschliipfte Mdnnchen bereits
in den Mittagsstunden abfliegen. Typisch ist
dabei, dass die Falter rasch in gro3e Hohen
aufsteigen und scheinbar zielstrebig den Ort
des Schlupfes verlassen.

4.3. Zusammensetzung des Sekrets der
Falter

Das Sekret der Falter, mit dem diese beim
Schlipfen die Reuse des Kokons einspei-
cheln, enthilt keine Proteine. Insbesondere
konnte kein der ,,Cocoonase® von Bombyx
mori vergleichbares proteolytisches Enzym
gefunden werden. Dieses Enzym zersetzt
den Protein,,kleber* (Sericin) zwischen
den Spinnfiden (Fibroin) des vollstindig
geschlossenen Kokons von B. mori (IKAFA-
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TOS et al. 1967). Hierdurch wird der Kokon
aufgeweicht und der Falter kann sich von
Innen einen Weg durch die Seidenfiden
des Kokons bahnen. Vermutlich ist ein
solches Enzym bei Saturnia pavonia nicht
erforderlich, da der Kokon nicht vollstindig
geschlossen ist und somit ein Auflésen des
Proteinklebers zwischen den Seidenfiden
nicht nétig ist. Ein Hinweis, dass Saturniiden
des Tribus Attacini, die wie S. pavonia cine
Offnung an ihrem Kokon anfertigen, eine
,weniger stark proteolytische Flissigkeit*
produzieren, findet sich in der Literatur
(TuskEs et al. 1996). Moglicherweise spei-
chelt der schliipfende Falter die Reuse von
innen ein, um in Verbindung mit dem Pro-
teinkleber des Kokons einen Gleitfilm zu
erzeugen und so das Schliipfen durch die
Reuse zu erleichtern.

4.4. Vererbung der Warzenfarbe

Aus der Paarung von einem Weibchen und
einem Minnchen der rosafarbenen Morphe
entstanden Nachkommen der rosafarbenen
Morphe und der orangefarbenen Morphe im
Verhiltnis 3:1. Aus der Paarung von einem
Weibchen der rosafarbenen Morphe mit ei-
nem Freiland-Minnchen entstanden Nach-
kommen der rosafarbenen Morphe und der
orangefarbenen Morphe im Verhiltnis 1:1.
Unter der Voraussetzung, dass das Freiland-
Minnchen der hiufigeren orangefarbenen
Morphe angehérte, ldsst sich der Erbgang
nach der klassischen dominant-rezessiven
Vererbung erkliren: Die fiir die Kreuzung
benutzten Tiere der rosafarbenen Morphe
waren mischerbig beziiglich des Merkmals
»Warzenfarbe®. Diese Tiere trugen rosa
Warzen, da das Allel fiir die rosafarbenen
Warzen (,,R“) dominant ist, das Allel fur die
orangen Warzen (,,0°) jedoch rezessiv. Aus
der Paarung ,,Ro® x ,,Ro® ergeben sich die
Genotypen ,,RR, ,,Ro*, ,,oR“ und ,,00“. Da
,»R“ dominant ist, ergibt sich ein Verhiltnis
der Phinotypen von 3 (rosa Warzen) zu 1
(orange Warzen). Aus der Paarung ,,Ro“ x
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,00° ergeben sich die Genotypen ,,Ro*,
,OR*, oo“und ,,00“. Da ,,R*“ dominant ist,
erhilt man ein Verhiltnis der Phinotypen
von 1 (rosa Warzen) zu 1 (orange Warzen).
Auch alle weiteren bisher durchgefiihrten
Kreuzungsexperimente (Tabelle 1) lassen
sich mit einem dominant-rezessiven Erb-
gang mit dem dominanten Merkmal ,,rosa
Warzen® zwanglos erkliren. Zusammen-
fassend kann festgestellt werden, dass die
Warzenfarbe erblich ist und es offenbar zwei
genetisch unterschiedliche Raupenmorphen
gibt: Die eine Morphe variiert in der War-
zenfarbe zwischen Gelb und Orange (oran-
gefarbene Morphe), die andere zwischen
Weil3 und Rosa (rosafarbene Morphe). Die
Ausprigung der Warzenfarbe innerhalb der
Morphen hingt von den Lichtverhiltnissen
nach der Hiutung ab. Bei den Experimenten
zum Einfluss von Licht verschiedener Wel-
lenlingen auf die Melanisierung der Kuti-
kula (siche 4.5) wurde festgestellt, dass rotes
Licht fir die Farbumwandlung der Warzen
von Gelb nach Orange (orangefarbene
Morphe) bzw. Wei3 nach Rosa (rosafarbene
Morphe) entscheidend ist. Ohne rotes Licht
bleiben die Warzen gelblich bzw. weilllich.
Leider ist nicht bekannt, ob die beiden
Farbmorphen, z. B. in bestimmten Biotopen,
einen unterschiedlichen Selektionsvorteil
besitzen. Gegebenenfalls wire denkbar, dass
die rosafarbene Morphe auf Heidekraut als
Futterpflanze besser getarntist als die oran-
gefarbene Morphe (siche auch das Bild unter
www.senne-portal.de, ,,Fauna und Flora®).
Historisch interessant ist zudem, dass bereits
Pourron (1887) schreibt, dass et aus det Paa-
rung von zwei Tieren, die als Raupe auffillig
rosafarbene Warzen hatten, 64 Raupen mit
rosafarbenen Warzen und 24 Raupen mit
orangefarbenen Warzen erhielt (Verhiltnis
2,7:1). Da ihm offenbar die Mendel-Regeln
der dominant-rezessiven Vererbung nicht
bekannt waren (Mendel ver6ffentlichte seine
Regeln 1866, diese wurden aber erst um das
Jahr 1900 wiederentdeckt), konnte er das
Ergebnis nicht interpretieren. LONG (1954)
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greift die Ergebnisse von Pourron (l.c.)
auf und schreibt, dass der Warzenfirbung
keine einfache Vererbung zu Grunde lige,
sondern die Farbung lediglich durch Licht
beeinflusst wiirde, der Farbibergang wire
je nach Licht von Gelb nach Orange bis
Pink méglich. Hier stellt sich die Frage, ob
LONG tberhaupt Raupen mit pinkfarbenen
Warzen beobachtet hatte oder ob die Warzen
teilweise sehr intensiv orangerot watren und
fiir die von PouLTON beschriebenen pinkfar-
benen Warzen gehalten wurden. Nach den
aktuellen Ergebnissen hatten beide Autoren
teilweise recht: Licht spielt eine wichtige
Rolle bei der Ausprigung der Warzenfarbe,
aber es gibt zwei genetisch unterschiedliche
Morphen.

4.5. Melanisierung der Kutikula

Das Phinomen eines morphologischen
Farbwechsels, also einer variablen Firbung,
die durch Umweltfaktoren induziert wird
(DETTNER & PETERS 2010), ist in der Ordnung
der Lepidopteren in groler Zahl vertreten.
So weisen beispielsweise die Raupen des
Pappelschwirmers Iaothoe populi (Sphingidae)
und des Abendpfauenauges Swerinthus ocellata
(Sphingidae) in den letzten Larvenstadien
einen Firbungspolyphinismus auf, der von
der Futterpflanze abhingt und zur Krypsis
beitrigt (EDMUNDS & GRAYSON 1991). Auch
die unterschiedliche Segmentfirbung, also
die variable Melanisierung der Kutikula, von
Saturnia pavonia-Raupen wird durch viele
Umweltfaktoren beeinflusst, wobei nach
HintzE-PoDUFAL (1977) der entscheidene
Faktor taktile Reizungen sind, die die Rau-
pen durch Artgenossen oder die Umgebung
erfahren. Sie reagieren darauf mit einer ver-
starkten Melanisierung der Kutikula. Eine
Melanisierung in Abhingigkeit von der
Populationsdichte tritt oftmals wihrend
einer gregiren Lebensphase auf (z. B. bei
Spodoptera exempta, GUNN 1998, oder bei Sehis-
tocerca gregaria, ROESSINGH et al. 1998). Da die
gregire Phase bei Raupen von . pavonia zum

Zeitpunkt des Auftretens der verschiedenen
Melaninmuster bereits abgeschlossen ist, er-
gibt sich die Frage, ob die Populationsdichte,
insbesondere taktile Reizung, die auch kiin-
stlich erzeugt werden kann, tatsdchlich der
induzierende Faktor fiur die Melanisierung
der Kutikula ist. Der von HINTZE-PODUFAL
(1977) beschriebene Einfluss kunstlich er-
zeugter taktiler Reizung auf die verstirkte
Melanisierung der Kutikula kann in der
votliegenden Studie nicht reproduziert wer-
den. Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine
kinstlich erzeugte taktile Reizung fiir eine
Dauer von zehn Minuten pro Tag keinen
verstirkenden Effekt auf die Melanisierung
der Kutikula hat. Da HiNntZE-PODUFAL (1977)
die Reizquantitit und nicht die Reizqualitit als
entscheidenden Faktor betrachtet, konnen die
abweichenden Ergebnisse auf eine zu geringe
Reizdauer von zehn Minuten zuriickzufithren
sein. Moglicherweise kann eine verstirkte
Melanisierung der Kutikula nur durch das
gemeinsame Einwirken von taktiler Reizung
und weiteren Umweltfaktoren ausgeldst
werden. So ist die Firbung von Pararge
xiphia-Raupen von Fotoperiode, Temperatut,
Populationsdichte und genetischen Faktoren
abhingig (GOTTHARD et al. 2009). Dass ge-
ringe Abweichungen in der Kombination der
Versuchsparameter bereits zu unterschied-
lichen Ergebnissen fiihren kénnen, zeigen
Versuche zur Melanisierung von Mamestra
brassicae-Raupen. Kazimirova (1992) konnte
einen Zusammenhang zwischen Populations-
dichte und Melanisierung herstellen: Unter
hoher Populationsdichte gehaltene Raupen
zeigen eine verstirkte Melanisierung der
Kutikula. Gourson (1994) konnte dieses
Ergebnis nicht reproduzieren. Als mogli-
che Ursachen nennt GOULSON genetische
Unterschiede in den verwendeten Popula-
tionen, aber auch abweichende Interaktionen
zwischen verschiedenen Umweltfaktoren.
Inwieweit sich genetische Unterschiede und
abweichende Versuchsparameter auf die
variierenden Ergebnisse auswirken, kann nur
vermutet werden.
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Die hier vorliegenden Ergebnisse der
Analyse des Melaninmusters lassen darauf
schlieBen, dass insbesondere die Lichtex-
position die Melaninisierung der Kutikula
beeinflusst. Unter Tageslichtbedingungen
gehaltene Raupen bilden tberwiegend
helle Melaninmuster aus, wiahrend unter
Dunkelheit vermehrte Melanineinlagerun-
gen und damit dunklere Melaninmuster zu
beobachten sind. Der unterschiedliche Me-
lanisierungsgrad in Abhdngigkeit von Licht
deutet auf eine Form der lokalen Adaption
an verschiedene Habitate hin. An hellen,
sonnigen Standorten fallt eine hell gefirbte
Raupe mit geringen Melaninanteilen in ihrer
Firbung an ihrer Futterpflanze wesentlich
weniger auf als eine dunkel gefirbte Raupe
mit starken Melanineinlagerungen. Hin-
gegen ist eine Raupe mit einem dunklen
Melaninmuster an dunklen und schattigen
Standorten wesentlich besser getarnt als
eine hellgriin gefarbte Raupe. Der Einfluss
der Wellenlinge kann nicht eindeutig geklirt
werden. Tendenziell fithrt eine Beleuchtung
mit langwelligem Licht zu einer verstirkten
Melanisierung, wohingegen die Bestrahlung
mit kurzwelligem Licht zu einer vermin-
derten Melanisierung der Kutikula fithrt.
Der Einfluss von Licht unterschiedlicher
Wellenlinge auf die Melanisierung wurde
bereits an Puppen von Pieris brassicae nach-
gewiesen. OLTMER (1968) konnte einen Zu-
sammenhang zwischen Melanisierungsgrad
der Puppen und Wellenlinge des Lichts
herstellen und zeigte durch Schniirungs-
experimente, dass die Wahrnehmung des
Lichts tber einen extraoculdren Lichtsinn
erfolgt. Weiterhin zeigte OLTMER (1968), dass
die Melanisierung durch ein hemmendes
Hormon beeinflusst wird, so dass bei P.
brassicae ein Rezeptor denkbar wire, der bei
Anregung durch rotes Licht die Aussendung
des hemmenden Hormons initiiert. Ein
dhnlicher, kontrir aufgebauter Mechanismus
kénnte auch bei S. pavonia-Raupen votliegen.
Bisher konnte aber nicht geklirt werden, ob
die verstirkte Melanisierung der Kutikula
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auf einer erh6hten Melaninproduktion oder
einer verstirkten Einlagerung von Melanin
in die Kutikula beruht.

4.6. Proteinanalytische Untersuchung
des Warzensekrets und der Himolym-
phe

Die Untersuchung des Warzensekrets ist
noch nicht abgeschlossen. DEML & DETTNER
(1990, 1993, 1995, 1997) haben gezeigt, dass
es abwehrend auf Pathogene, Parasiten und
Pridatoren wirkt. Im Selbstversuch weist das
Warzensekret einen sehr markanten Geruch
und einen bitteren, fast schon scharfen Ge-
schmack auf, der mehrere Stunden anhilt.
DemL & DETTNER (1993) wiesen neben
stifllichen Komponenten (z. B. Glycerol,
Benzaldehyd und Benzonitril) auch bittere
Komponenten wie Phenole und Phenyl-
alanin in den Sekreten von Saturnia pavonia
nach, die fir den markanten Geruch und
Geschmack verantwortlich sein kénnten.
Eine weitere Eigenschaft des Sekrets ist, dass
es binnen weniger Minuten an der Luft zu
einem schwarz-braunen Pfropf verklumpt.
Moglicherweise spielen hierbei die Proteine
eine Rolle und die Pfropfbildung dient der
Abwehr von Parasiten, indem diese von
dem Seckret eingeschlossen und somit un-
schidlich gemacht werden. Anzunehmen ist,
dass die beiden Mechanismen gemeinsam
wirksam werden. Um die im Sekret und
in der Himolymphe enthaltenen Proteine
zu identifizieren und einen eventuell be-
stehenden Zusammenhang zwischen der
unterschiedlichen Sekretzusammensetzung
der verschiedenen Morphen nachzuweisen,
miissen weitere proteinchemische Analysen
des Sekrets durchgefiithrt werden. Auch der
Einfluss der Wellenlinge des Lichts kann
zu diesem Zeitpunkt nicht geklirt werden.
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