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Zusammenfassung 

Pymetrozin ist ein Insektizid, welches gegen Blattläuse eingesetzt wird. Es 

induziert bei Insekten eine Streckung der Beine und des Rüssels, tötet sie aber 

nicht direkt, da es über die Zeit seine Wirkung verliert. Jedoch überleben Blattläuse 

eine Applikation nicht, da sie bewegungsunfähig verhungern. Experimente mit 

Europäischen Wanderheuschrecken haben gezeigt, dass Pymetrozin auf die 

Gesamtaktivität von sensorischen Neuronen des femoralen Chordotonalorgans 

(fCO) wirkt (Ausborn et al. 2005; Kaufmann et al. 2004). Der zu Grunde liegende 

Wirkmechanismus von Pymetrozin ist bisher allerding unbekannt.  

Anhand der Ergebnisse lassen sich zwei mögliche Wirkmechanismen von 

Pymetrozin vermuten: (1) Pymetrozin beeinflusst den mechanoelektrischen 

Transduktionsprozess oder (2) beeinflusst die Transformation von 

Rezeptorpotentialen zu Aktionspotentialen. 

Die Stabheuschrecke, Carausius morosus, deren Sinnesorgane gut beschrieben sind, 

wird auch durch Pymetrozin beeinflusst und hebt aufgrund dessen die Beine. 

Reaktionen werden ab einer Konzentration von 100 nM hervorgerufen. Einzelne 

sensorische Neurone des fCOs sind sensitiv für Änderungen der Position (P), 

Geschwindigkeit (V) und Beschleunigung (A) der Tibia (Hofmann et al. 1985). Die 

Reaktionen dieser unterschiedlichen sensorischen Zellen auf Pymetrozin kann 

durch intrazelluläre Ableitungen in den Axonen auf Höhe des Eingangs zum 

Ganglion gemessen werden (Büschges 1994). Ich konnte zeigen, dass positions- 

und geschwindigkeitssensitive Zellen während einer dauerhaften Stimulation des 

fCOs durch Pymetrozin tonisch und somit unabhängig vom Stimulus aktiv werden 

und später keine Aktionspotentiale mehr generieren. Unabhängig vom Zelltyp 

werden spontan aktive fCO-Zellen sowie inaktive Zellen durch Pymetrozin 

aktiviert und sind daraufhin unabhängig von der späteren Stimulation des fCOs 

bevor auch diese keine Aktionspotentiale mehr generieren. Dabei ist die Reaktion 

unabhängig davon, ob das fCO währenddessen stimuliert wird und wie die 

Vorspannung des fCOs ist.  
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Auch Drosophila melanogaster wird durch Pymetrozin beeinflusst, was mithilfe 

von Videos des Laufverhaltens gezeigt werden konnte. Durch negative 

Gravitaxisversuche sowie Proboscis Extension Response (PER) Versuche ließ sich 

außerdem feststellen, dass die kanalbildenden Proteine NompC, Nanchung und 

Inactive, die am mechanoelektrischen Transduktionsprozess im Johnstonschen 

Organ, einem Chordotonalorgan, beteiligt sind, nicht als Target für Pymetrozin 

dienen.  

Gleiche Ergebnisse in Stabheuschrecken und Drosophila ließen sich für 

unbekannte Insektizide feststellen, deren chemischer Aufbau und Wirkweise nicht 

bekannt sind. 
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Abstract  

Pymetrozine is one selective insecticide against pest insects particularly against 

aphids. It induces a stretched posture of the legs and proboscis. This effect 

vanishes over time after application. Experiments in locusts indicate that 

pymetrozine affects gross sensitivity of sensory neurons in the femoral 

chordotonal organ (fCO) (Ausborn et al. 2005; Kaufmann et al. 2004). However, the 

mode of action of pymetrozine is presently unknown.  

According to previous findings two possible explanations exist for the mode of 

action of pymetrozine: (1) Pymetrozine affects the mechanoelectrical transduction 

process or (2) affects transformation of receptor potential towards action 

potentials. 

The stick insect, Carausius morosus, that has well characterized sensory organs, is 

also affected by pymetrozine by lifting its legs. Potent concentrations of 

pymetrozine start at 100 nM. Single fCO sensory cells are sensitive to changes of 

position (P), velocity (V) and/or acceleration (A) of the tibia (Hofmann et al. 1985). 

The reactions of these sensory cells to pymetrozine can be recorded intracellularly 

in the axons at the level of the entrance to the segmental ganglion (Büschges 

1994). We show that P-sensitive and V-sensitive cells become tonic during 

stimulation after pymetrozine application and later they are not able to generate 

action potentials anymore. Independent of cell type, active sensory cells as well as 

silent sensory cells become tonically active with pymetrozine treatment until they 

are also not able to generate spikes anymore. Thereby it is regardless of whether 

the fCO is stimulated or not as well as the pretension of the fCO.  

Drosophila melanogaster is also affected by pymetrozine what I showed in movies 

of walking behaviour. In negative gravitaxis experiments and PER (proboscis 

extension response) experiments it is shown that the channel proteins NompC, 

Nanchung und Inactive, which are involved in the mechanoelectrical transduction 

process, are not the target side for pymetrozine.  

Similar results in stick insects und Drosophila are shown for other insecticides with 

unknown mode of action and chemical composition.  
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1 Einleitung  

1.1 Pymetrozine  

Moderne Insektizide müssen sowohl hochspezifisch, als auch in geringen 

Konzentrationen wirksam sein, um im Pflanzenschutz eingesetzt werden zu 

können, um Nebenwirkungen für den Menschen und andere, vor allem nützliche, 

Tiere so gering wie möglich zu halten. Ein besonderes Problem in der 

Landwirtschaft stellen Blattläuse dar, da sie Überträger von Pflanzenviren sind. 

Über 100 Blattlausarten schädigen weltweit mehr als 4000 Getreidearten und 

können sich aufgrund ihrer parthenogenetischen Fortpflanzung effizient 

verbreiten (Dixon 1977; Foster et al. 2002; Margaritopoulos et al. 2010). Durch das 

Saugen des Phloemsaftes kommt es zur schnellen Übertragung eines Virus von 

einer Pflanze zur nächsten. Um diesen Kreislauf zu unterbrechen, gibt es derzeit 

wenig effektive Insektizide, da Blattläuse und andere pflanzensaftsaugende Tiere, 

wie zum Beispiel die Braunrückige Reiszikade (Nilaparvata lugens) und Weiße 

Fliegen (Trialeurodes vaporariorum), Resistenzen entwickeln oder die Wirkstoffe 

nicht langanhaltende Wirkung zeigen (Foster et al. 2003; He et al. 2011). Zwei 

wirksame Insektizide sind Pymetrozin, ein Pyridinazomethin und Flonicamid, ein 

Pyridincarboxamid (Abb. 1.1).  

 

 

Abb. 1.1: Strukturformel  von Pymetrozin  und Flonicamid . (Ausborn et al. 
2005; Morita et al. 2007). 

 

Blattläuse, die an Pflanzen saugen, die mit diesen Insektiziden behandelt wurden, 

weisen ein gestörtes Fressverhalten auf (Wyss und Bolsinger 1997). Es ist ihnen 

dabei nicht mehr möglich ihren Proboscis zum Trinken einzusetzen, woraufhin sie 

nach einigen Stunden verhungern (Fuog et al. 1998; Harrewijn und Kayser 1997; 

Morita et al. 2007; Sechser et al. 2002). Ausborn und Kollegen (2005) fanden 

heraus, dass Pymetrozin auf Chordotonalorgane wirkt. Nachdem der Europäischen 
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Wanderheuschrecke (Locusta migratoria ) das Insektizid gespritzt wurde streckten 

die Tiere ihre Hinterbeine in die Höhe und konnten diese nicht mehr natürlich 

bewegen (Abb. 1.2). 

 

 

Abb. 1.2: Wirkung von Pymetrozin auf eine Wanderheuschrecke ( Lucusta 
migratoria ). (A) Normale  Haltung einer Wanderheuschrecke bevor Pymetrozin 
injiziert wurde. (B,C) Wanderheuschrecke nach der Injektion von Pymetrozin. (B) 
Wanderheuschrecke, die ihre Beine anfängt auszustrecken und Stehen darauf nicht 
mehr möglich ist: Anfängliche Wirkung von Pymetrozin. (C) Wanderheuschrecke mit 
Beinen, die in die Höhe gestreckt sind: endgültige Wirkung von Pymetrozin (verändert 
nach Ausborn et al. 2005). 

 

Extrazelluläre Ableitungen zeigten dabei, dass die Extensor Tibiae Motoneurone, 

welche von den Afferenzen des femoralen Chordotonalorgans (fCO) innerviert 

werden, tonische aktiv wurden, nachdem das fCO mit einer Pymetrozinlösung 

umspült wurde, im Gegensatz zur phasischen Reizantwort zuvor (Abb. 2.5). Dies  

führte zum dauerhaften Heben der Beine. Andere Sinnesorgane, wie z.B. 

Campaniforme Sensillen oder die Haare der Tegula, zeigten keine Reaktion auf 

Pymetrozin (Ausborn et al. 2005).  

 

 

1.2 Femorales Chordotonalorgan (fCO)  

Das femorale Chordotonalorgan ist ein Propriorezeptor, der die Stellung und 

Bewegung des Femurs im Verhältnis zur Tibia misst (Femur-Tibia-Gelenk, im 

Folgenden abgekürzt als FT-Gelenk). Diese Eigenschaft ist für Insekten sowohl 

während des Laufens, als auch beim Stehen von großer Bedeutung (Bässler 1977a; 

Hofmann et al. 1985; Kittmann und Schmitz 1992). Das Sinnesorgan liegt proximal 

auf der dorsalen Seite des Femurs und ist durch eine lange Sehne mit der Tibia 

verbunden. Die Bewegungen der Tibia können so mittels der Elongation des 
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femoralen Chordotonalorgans auf die einzelnen Zellen des fCO übertragen werden. 

Die fCO-Zellen sind bei der Stabheuschrecke in zwei Kompartimente aufgeteilt, die 

sogenannten Skoloparien (Abb. 1.3).  

 

 

Abb. 1.3: Schema eines Beines der Stabheuschrecke Carausius morosus und die 
Lage des femoralen Chordotonalorgans im Femur.  Das femorale Chordotonalorgan 
dorsal im proximalen Teil des Femurs. Die Rezeptorsehne zieht sich durch den 
gesamten Femur bis zum dorsalen Teil des Femur, wo die Sehne mit der Tibia 
verbunden ist, um so die Bewegungen der Tibia an das femorale Chordotonalorgan 
weiterzuleiten (verändert nach Bässler 1977b). 

 

Das dorsale Skoloparium besteht aus ungefähr 400 Zellen, die sensitiv auf 

Vibrationen reagieren (Füller und Ernst 1974). Das ventrale Skoloparium besteht 

aus 80 Zellen, die Änderungen der Position (P), der Geschwindigkeit (V) und der 

Beschleunigung (A) der Tibia, im Verhältnis zum Femur, messen können (Bässler 

1993; Büschges 1989; Büschges 1994; diCaprio et al. 2002; Stein und Sauer 1999). 

Die verschiedenen Zelltypen lassen sich während einer trapezförmigen 

Stimulation des fCOs (Abb. 1.4) eindeutig definieren. Dabei stellte die Elongation 

der Rezeptorsehne eine Flexion der Tibia dar und die Relaxation der 

Rezeptorsehne eine Extension der Tibia. Bei der Bestimmung der 

unterschiedlichen Zelltypen kommt es darauf an, zu welcher Phase der Stimulation 

die Zellen aktiv sind (Abb. 1.4B). Hierbei können sowohl Reinformen der 

Sensitivität auftreten (Abb. 1.4A), als auch Mischformen (Büschges 1989; Hofmann 

und Koch 1985; Hofmann et al. 1985). Das fCO ist der relevante Sensor der Femur-

Tibia-Rückkopplungsschleife. Die Axone des fCO verlaufen durch den Nervus 
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cruris in das thorakale Ganglion, wo die Signale der Afferenzen indirekt über 

Interneurone und nachgeschaltete Motoneurone des Extensor-Tibia-Muskels und 

Flexor-Tibia-Muskels oder direkt über diese Motoneurone weitergeleitet werden, 

so dass die Kontraktion und Relaxation der Tibia-Muskeln hervorgerufen wird. 

Beide Muskeln sind verantwortlich für die Bewegungen der Tibia (Bässler 1993; 

Büschges 1989; Büschges 1994). Der Flexor wird von bis zu 25 erregenden und 

zwei hemmenden Motoneuronen innerviert (Goldammer et al. 2012). Der Extensor 

Muskel wird hingegen nur von drei Motoneuronen innerviert: Dem erregenden 

Slow-Extensor-Tibia-Motoneuron (SETi), dem erregenden Fast-Extensor-Tibia-

Motoneuron (FETi) und dem hemmenden Common Inhibitor (CI). Die Axone 

dieser drei Motoneurone verlaufen durch den F2-Nerv (Extensor-Nerv), wo sie mit 

Hilfe einer Hakenelektrode auch extrazellulär abgeleitet werden können (Bässler 

1977a; Bässler 1993; Bässler und Storrer 1980). Im inaktiven Tier kommt es in 

dieser Rückkopplungsschleife zum sogenannten Widerstandsreflex. Während 

einer Flexion der Tibia, also der Elongation der fCO Rezeptorsehne kommt es zur 

Aktivierung des SETi und FETi, was zu einer Extension der Tibia, also Relaxation 

der fCO-Sehne, führt. Während der Relaxation kommt es zur Hemmung des SETi 

und FETi, was dazu führt, dass wieder eine Flexion der Tibia stattfindet. Dieser 

Widerstandsreflex, also die gegensätzliche Reaktion zum ausgeführten Reiz, 

bewirkt eine fast unbewegte Körperhaltung und ist notwendig, um beim Stehen die 

Körperhaltung aufrecht zu erhalten und so für die Stabheuschrecke 

überlebenswichtig (Bässler 1983; Bässler 1993). Dieser Widerstandreflex ist auch 

von anderen Tieren bekannt, wie zum Beispiel Crustaceen, der dadurch für eine 

stabile Körperhaltung sorgt (Barnes 1977; Head und Bush 1991). Bei Säugern ist 

dieses Phänomen als Dehnungsreflex der Muskulatur beschrieben. Dabei wird 

durch eine Muskeldehnung beim Tier eine Spannungszunahme des zuvor 

gedehnten Muskels hervorgerufen. Diese Dehnungsreflexe werden in tonische 

Reflexe für langsame Bewegungen und phasische Reflexe für schnelle Bewegungen 

unterschieden. Die tonischen Dehnungsreflexe dienen der Aufrechthaltung, also 

der Aktivierung der Haltemuskeln. Das wohl bekannteste Beispiel eines 

phasischen Widerstandsreflexes ist der Kniesehnenreflex. Dabei wird durch 

Dehnung der Patellarsehne der Extensor im Oberschenkel (Musculus quadriceps) 
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ruckartig gedehnt und somit auch die damit verbundene Muskelspindel. Über 

einen monosynaptischen Reflexbogen wird die Kontraktion des Muskels 

hervorgerufen (Allum und Pfaltz 1985; Lehmann-Horn 2007; Wiesendanger 1997).  

 

 

Abb. 1.4: Einzelne Zelltypen der sensorischen Neurone des femoralen 
Chordotonalorgans.  (Ai) P+ Zelle: Je kleiner der FT-Winkel, desto höher ist die 
Frequenz der Aktionspotentiale der Zelle. Die Zelle ist somit eine positionssensitive 
Zelle, die auf positive Auslenkungen reagiert. (Aii) V+-Zelle: Die Zelle ist während der 
Elongation und Relaxation aktiv. (Aiii) A+- Zelle: Die Zelle ist beschleunigungssensitiv 
und reagiert sowohl auf positive, als auch auf negative Beschleunigung. (B) Eine 
trapezförmige Stimulationsspur. P = positionssensitiv, V = geschwindigkeitssensitiv, 
A = beschleunigungssensitiv. Abhängig vom Reaktionszeitpunkt der Zelle wird ihre 
Eigenschaft definiert. Dabei kann es sowohl reine P, V oder A Zellen geben, als auch 
Mischformen (verändert nach Büschges 1989; Hofmann und Koch 1985; Hofmann et 
al. 1985).    
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1.3 Detaillierter Aufbau eines Chordotonalorgans  

Mechanosensorische Organe werden in zwei Typen unterschieden: Typ I Zellen 

sind monodendritisch und nehmen mit Hilfe von Cilien mechanische Reize auf. 

Typ II Rezeptoren sind hingegen multidendritische Zellen, die keine Cilien 

ausbilden. Chordotonalorgane zählen somit zu den Typ I Mechanorezeptoren. Sie 

gelten aufgrund ihrer Lage im Körper als interne Rezeptoren im Gegensatz zu 

Borsten und Campaniformen Sensillen, die externe Mechanorezeptoren darstellen 

(Field und Matheson 1998; Keil 1997; Kernan 2007; Tracey Jr et al. 2003; Yack 

2004). Dabei unterscheiden sich die Untereinheiten der Chordotonalorgane in 

mononematische und amphinematische Skolopidien. Amphinematische 

Skolopidien, wie zum Beispiel im Johnstonschen Organ, sind durch eine 

verlängerte Dendritenhülle mit den Epithelzellen der Kutikula verbunden 

(Abb. 1.5 A) (Schmidt 1969). Bei mononematischen Skolopidien, wie im femoralen 

Chordotonalorgan, ist die Dendritenhülle hingegen durch Mikrotubuli zu einer 

kutikulären Kappe modifiziert und über Fibrillen mit der Cilienmembran 

verbunden (Graber 1881; Keil 1997). Die einzelnen Skolopidien enthalten je nach 

Insektenspezies ein (monodynales Skolopidium) bis vier bipolare Neurone 

(heterodynales Skolopidium) (Yack 2004), sowie drei umgebende Zellen: Eine 

Ligamentzelle, eine skolopidiale Zelle und eine Anschlusszelle (Abb. 1.5). Die 

Ligamentzelle befindet sich am proximalen Ende des Skolopidiums und umschließt 

dort den Axonhügel. Die skolopidiale Zelle umgibt den Dendriten der sensorischen 

Zelle. Die Anschlusszelle ist am distalen Ende der skolopidialen Zelle und dient der 

Verbindung des mononematischen Skolopidiums mit dem Cilium, indem sie 

einerseits die dendritische Kappe einschließt und andererseits direkt oder indirekt 

an epidermale Zellen gebunden ist. Durch die hohe Konzentration der 

longitudinalen Mikrotubuli u nd des extrazellulären Bindegewebes spielen sie eine 

kritische Rolle in der physiologischen Antwort der mechanosensitiven Rezeptoren 

und sind verantwortlich für die unterschiedlichen Sensitivitäten in verschiedenen 

Chordotonalorganen, da ihre viskoelastischen Eigenschaften stark variieren 

können (Eberl und Boekhoff-Falk 2007; Keil 1997; Yack 2004). Die bipolaren 

Neurone selbst bestehen aus einem proximal verlaufenden Axon und einem 

distalen Dendriten. Im äußeren Segment hat jedes Neuron eine Schwellung, die 
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Ciliendelatation. Diese ist durch eine hohe Elektronendichte gekennzeichnet. Es 

wird davon ausgegangen, dass dieser Bereich für Geräusch- und 

Vibrationswahrnehmung von Bedeutung ist (Field und Matheson 1998; Keil 1997; 

Schmidt 1969; Yack 2004). 
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Abb. 1.5: Zellulärer Aufbau von Mechanorezeptoren (Chordotonal organe) und 
ihren homologen Strukturen.  (A) Skolopidien sind aus verschiedenen Zelltypen 
aufgebaut und durch anliegende Strukturen mit benachbartem Gewebe verbunden, so 
dass mechanische Reize aufgenommen und verarbeitet werden können. (B) Im 
Transduktionsprozess spielen unterschiedliche Proteine, die sich in der ziliaren 
Region befinden, eine Rolle (verändert nach Wiek 2013). 
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1.4 Mechanoelektrische Transduktion i m Chordotonalorgan  

Das Chordotonalorgan, welches ein Mechanorezeptor ist, wandelt mechanische 

Reize in elektrische Signale um. Hierzu werden Ionenkanäle, die als 

Transduktionskanäle dienen, genutzt, die aufgrund eines Reizes, z.B. der 

Auslenkung einer Antenne oder der Tibia, eine Änderung des Membranpotentials 

in der Sinneszelle hervorrufen (Bechstedt und Howard 2008; Gillespie und Walker 

2001; Nadrowski et al. 2008). Es wird vermutet, dass die dendritische Kappe 

aufgrund ihrer hohen Dichte an Mikrotubuli als Reizempfänger dient. In der 

dendritischen Kappe von Typ I Mechanorezeptoren ist das extrazelluläre 

Bindeprotein NompA (TRPN1, No transient receptor potential) lokalisiert 

(Abb. 1.5), welches als extrazellulärer Anker die mechanischen Reize aufnehmen 

kann (Cheng et al. 2010a; Chung et al. 2001). Als Transduktionskanal ist NompC 

(Walker et al. 2000) sehr wahrscheinlich. NompC ist am distalen Ende des 

mechanosensorischen Ciliums lokalisiert (Lee et al. 2010; Liang et al. 2011) und 

könnte dort als Ionenkanal zur Umwandlung und Verstärkung der mechanischen 

Reize dienen (Effertz et al. 2012; Effertz et al. 2011; Göpfert et al. 2006) (Abb. 1.5 & 

Abb. 1.6). Dafür spricht auch, dass das homologe C. elegans Protein TRP-4 eine 

porenformende Untereinheit des Mechanotransducers ist, jedoch nicht allein als 

Ionenkanal funktioniert und daher mit anderen Proteinen interagieren muss (Gong 

et al. 2013; Kang et al. 2010; Li et al. 2006).  

Zusätzlich zu NompC scheinen die Proteine Nanchung (Nan) und Inactive (Iav) am 

Transduktionsprozess beteiligt zu sein (Abb. 1.5 B). Sie bilden im proximalen Teil 

des mechanosensorischen Ciliums Heteromultimere, die auch in vitro auf 

mechanische Reize reagieren, wie z.B. hypoosmotischen Stress (Gong et al. 2004; 

Kim et al. 2003; Liedtke und Kim 2005). Nachgeschaltet von NompC wirkt der Nan-

Iav Kanal durch negative Rückkopplung auf NompC. Bei einem Ausfall dieses 

Kanals kommt es zu einer Erhöhung der Verstärkung durch NompC und somit 

einer selbsterhaltenden Oszillation (Göpfert et al. 2006; Lu et al. 2009). 

Gleichzeitig werden die elektrischen Signale aber nicht mehr zum Nerv geleitet, 

was dafür spricht, dass der Nan-Iav Kanal essentiell für die Reizweiterleitung ist. 

Zusätzlich zu NompC scheint es aber noch einen weiteren als Verstärker 
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wirkenden Kanal zu geben, da auch in NompC Knock-out Mutanten Reizantworten 

gemessen werden konnten (Abb. 1.6).  

Nan und Iav gehören zu den TRP vanilloid (TRPV) Kanälen und sind somit, wie 

andere TRP Kanäle, auch durchlässig für Kationen. Zusätzlich zu TRPN und TRPV 

gibt es noch TRPC (canonical), TRPM (melastatin), TRPP (polycystin), TRPML 

(mucolipin) und TRPA (ankyrin) (Clapham 2003; Nilius 2007). TRP Kanäle sind 

Tetramere bei denen jede Untereinheit aus sechs Transmembransegmenten 

besteht (S1-S6) und eine porenformende Region zwischen S5 und S6 hat. Die 

meisten TRP Kanäle haben sowohl einen Amino (N) Terminus mit einer Ankyrin 

Repeat Domäne als auch einen Carboxyl (C) Terminus, die beide verantwortlich für 

Protein-Protein-Interaktionen sein können. Zusätzlich sind oft noch regulatorische 

Domänen an den N und C Termini vorhanden (Cheng et al. 2010b; García-Sanz et 

ÁÌȢ ςππτȠ ,ÉÅÄÔËÅ ÕÎÄ +ÉÍ ςππυȠ /Ȭ.ÅÉÌ ÕÎÄ (ÅÌÌÅÒ ςππυ). 

 

Abb. 1.6: Mögliche Zusammenhänge der Kanäle im Transduktionsprozess eines 
Chordotonalorgans.  Im Johnstonschen Organ von Drosophila konnte gezeigt werden, dass 
NompC als Transduktionskanal in Frage kommt und vom nachgeschaltet liegenden Nan-Iav 
Kanal über negative Rückkopplung gesteuert wird, da ohne die Aktivität des Nan-Iav 
Kanals eine selbsterhaltende Oszillation durch NompC entsteht. Gleichzeitig wird aber die 
Weiterleitung der Potentiale zum Nerv unterbrochen, weshalb davon auszugehen ist, dass 
der Nan-Iav Kanal für die Weiterleitung der elektrischen Signale benötigt wird. Zusätzlich 
ÍÕÓÓ ÅÓ ÁÂÅÒ ÎÏÃÈ ÅÉÎÅÎ ÕÎÂÅËÁÎÎÔÅÎ +ÁÎÁÌ ȵ8Ȱ Çeben, da in NompC Knock-out Mutanten 
weiterhin eine geringe Verstärkung der Signale möglich ist (Göpfert et al. 2006; Lu et al. 
2009; Wiek 2013).  
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1.5 Ziel der Arbeit  

Ziel der Arbeit ist es durch intrazelluläre Ableitungen herauszufinden, in welcher 

Form Pymetrozin auf das Chordotonalorgan wirkt. Dabei stellt sich vor allem die 

Frage, ob die einzelnen Zelltypen der sensorischen Neurone alle gleich reagieren 

und es daher immer zur selben Reaktion der Extensor Tibia Motoneurone kommt.  

Ausborn und Kollegen (2005) wurde zeigten, dass die Summenaktivität der fCO-

Afferenzen nach der Zugabe von Pymetrozin ansteigt. Andere Sinnesorgane, wie 

die Campaniformen Sensillen, der Streckrezeptor des Flügels und die Haarsensillen 

der Tegula der Wanderheuschrecke, sind hingegen nicht beeinflussbar durch 

Pymetrozin. Durch diese Arbeit soll geklärt werden, welche der spezifischen 

Strukturen des Chordotonalorgans als Target für Pymetrozin dient. Dabei stellt 

sich die Frage, ob die sensorischen Neurone des Chordotonalorgans aufgrund ihrer 

spezifischen Eigenschaften (P-, V-, und A-sensitiv) verschieden auf Pymetrozin 

reagieren und die Aktivität der Afferenzen die Summe aus unterschiedlichen 

Reaktionen ist. Oder kommt es zu einer Aktivierung aller im Chordotonalorgan 

vorhandenen Afferenzen, unabhängig davon, auf welche Stimulusphase (Abb. 2.5) 

die Zellen eigentlich reagieren. Wenn die Zellen auf verschiedene Weise reagieren 

ist zu klären, wie dieser Unterschied aussieht. Welche der Zellen werden aktiviert? 

Sind die Zellen, die für eine Streckung des Beins aktiviert werden auch die, die 

während der Summenableitung bei Ausborn und Kollegen (2005) unter 

Pymetrozin aktiv wurden? Oder kommt es zur Aktivierung anderer, vorher 

inaktiver, Zellen? Gibt es auch Zellen, die gehemmt, also inaktiv, werden, obwohl 

diese vorher während der Elongation des Chordotonalorgans aktiv waren? Bei den 

Zellen die aktiviert werden, also eventuell unabhängig vom Stimulus 

Aktionspotentiale generieren, soll gezeigt werden, ob sich nur der Verlauf der 

Aktionspotentialfrequenz über den Stimulus ändert oder auch die Eigenschaften 

der Aktionspotentiale, wie die Amplitude oder die Form, um Rückschlüsse auf die 

Wirkweise und somit den Ort der Reaktion zu ziehen. 

Desweiteren soll an verschiedenen Drosophila-Mutanten getestet werden, ob die 

bisher bekannten Proteine im Chordotonalorgan, welche am Prozess der 

Transduktion beteilig sind, mit Pymetrozin interagieren und die Funktion des 

Insektizides in verschiedenen Knock-out Mutanten gestört ist. 
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2 Material und Methoden  

2.1 Versuchstiere  

2.1.1 Stabheuschrecken: Carausius morosus 

Für die jeweiligen Versuche wurden weibliche Tiere der Stabheuschreckenart 

Carausius morosus genutzt. Diese stammten aus der Kolonie der Universität zu 

Köln und wurden bei künstlichem Tag-Nacht-Rhythmus (12 Std/  12 Std) bei ca. 

25 °C und 55-70 % Luftfeuchtigkeit gehalten. Gefüttert wurden die Tiere mit 

Brombeer-Blättern (Rubus fructiosus), die zweimal pro Woche erneuert wurden.  

 

2.1.2 Drosophila melanogaster   

Die Fliegenstämme wurden auf einem Nährbrei aus 180 g Maisgries, 1 l Wasser, 

10 g Sojamehl, 18,5 g Cenovis, 7,5 g Agar-Agar, 40 g Zuckerrübensirup, 40 g 

Diamalt und 2,5 g Nipagin gehalten. Dabei wurden sie einem künstlichen Tag-

Nacht-Rhythmus (12 Std/  12 Std) bei ca. 25 °C und 65 % Luftfeuchtigkeit 

ausgesetzt. 

Tab. 2.1: In den Experimenten verwendet e Stöcke von Drosophila melanogaster .  
 

Name Genotyp Chr. Literatur  
zur Verfügung 

gestellt von  

Gr5a-Gal4 Gr5a-Gal4-6/CyO;Dr/Tm3 2 Chyb et al. 2003 
Paul Graham, 
Yale 

Gr5a-Gal4 
Gr5a-Gal4/CyO;Gr5a-
Gal4/TM2 2;3 

 

Kristin Scott, 
Berkeley 

Inactive  iav/FM7c(SN+);;NP0761/TM3 1 Gong et al. 2004 
Martin Göpfert, 
Göttingen 

UAS-iav iav2;;UAS-iav/TM6b,Hu 3 
Lehnert et al. 
2013 

Rachel Wilson, 
Harvard 

NompC ;NompC3/CyO;NP0761/TM6b 2 
Walker et al. 
2000 

Martin Göpfert, 
Göttingen 

UAS-
NompC w,UAS-NompC-GFP X Yan et al. 2013 

Yuh Nung Jan, 
San Fransisco 

Nanchung w;;nandy5/TM6b  3 Kim et al. 2003 
Jörg Albert, 
London 

UAS-nan w;p[UAS-58421.1]UAS-nan 2 
Sénatore et al. 
2010 

Jörg Albert, 
London 
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2.2 Insektizide  

Die Insektizide wurden von Bayer CropScience, Monheim, Deutschland, zur 

Verfügung gestellt (Stocklösung 10 mM in 100 % Dimethylsulfoxid (DMSO)). Für 

die Injektionsexperimente wurden Stocklösungen mit der Konzentration 

20 mg/ml genutzt. Für alle weiteren Versuche wurden die 10 mM Stocklösungen in 

Carausius-Ringer (0,003 % Pluronic F68 (Sigma-Alderich Chemie, Steinheim, 

Deutschland)) (Weidler und Diecke 1969) auf die jeweils benötigte Konzentration 

verdünnt. Folgende Insektizide wurden genutzt: Pymetrozin, Flonicamid, BCS-

CJ75565, BCS-CK98573, BCS-AH27783, BCS-BZ72191, BCS-AJ11868, BCS-

AA86075. Bei allen Insektiziden, außer Pymetrozin und Flonicamid, ist die 

Zusammensetzung der Molekülstruktur nicht bekannt.  

 

2.3 Injektionsversuche an Carausius morosus 

Um die Wirksamkeit der Insektizide im intakten Tier zu testen wurden 3 µl 

[20 mg/ml] des jeweiligen Insektizides unter die Kutikula zwischen die 

Hinterbeine injiziert. Die Nadel wurde dabei zwischen zwei Segmenten flach unter 

die Kutikula geführt, um ein einstechen in den Darm weitestgehend zu verhindern 

(Abb. 2.1). Nach der Injektion wurden in der ersten Stunde alle 5 Minuten Fotos 

von den Tieren gemacht, dann bis zur dritten Stunde alle 30 Minuten und dann 

stündlich bis zur zehnten Stunde. Das letzte Foto wurde 24 Stunden nach der 

Injektion gemacht. Bei den verwendeten Insektiziden handelte es sich um 

Pymetrozin, Flonicamid, BCS-CJ75565, BCS-CK98573, BCS-AH27783, BCS-

BZ72191. 

 

Abb. 2.1: Schema von Carausius morosus (ventrale Darstellung).  Die 
Injektionsstelle zwischen den Hinterbeinen der Stabheuschrecke Carausius morosus. 
Die Nadel wurde flach eingeführt, um den Darm nicht zu verletzen.  
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2.4 Elektrophysiologische Methoden  

2.4.1 fCO ɀ Stimulation  

Durch eine mechanische Stimulation des femoralen Chordotonalorgans wird die 

Bewegung der Tibia nachempfunden. Dadurch werden die sensorischen Neurone 

des fCOs kontrolliert stimuliert und es lässt sich im fixierten Tier der 

Widerstandsreflex auslösen der am F2-Nerven extrazellulär abgeleitet werden 

kann.   

Zur Stimulation des fCOs wurde die Sehne des Organs im offenen Femur 

(Präparation siehe 2.4.2 extrazelluläre Ableitung) in einer Klammer befestigt, die 

mit einem mechanischen Stimulator verbunden war. Dieser Stimulator war ein 

benutzerdefinierbarer Rampen-Generator (Hofmann und Koch 1985). Die 

trapezförmigen Rampen hatten dabei eine Auslenkung von 300 µm, was einer 

Tibiabewegung von ungefähr 60 ° entspricht (Weiland et al. 1986) (Abb. 2.2).  

 

 

 

Abb. 2.2: Schematische Zeichnung der Femur -Präparation für die Stimulation 
des femoralen Chordotonalorgans (fCO) und extrazelluläre A bleitung des F2 -
Nerves (Hellekes 2012 ). Der Femur wurde dorsal geöffnet, sodass die Sehne des fCO 
mithilfe einer Klammer in einen Stimulator gespannt werden konnte, der 
rampenförmige Bewegungen ausführte (Stimulationsspur links oben). Gleichzeitig 
wurde mit einer Hakenelektrode der F2-Nerv extrazellulär abgeleitet. Bei der 
Präparation wurde darauf geachtet, dass das fCO frei lag, um von der Insektizidlösung 
umspült werden zu können. 
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2.4.2 Extrazelluläre Ableitung  

Für die extrazellulären Ableitungen wurden Methoden verwendet, die bereits in 

der Literatur beschrieben sind (Büschges 1989; Büschges 1994; Sauer et al. 1995): 

Beim Versuchstier (Carausius morosus) wurde sowohl das linke Mittelbein 

komplett entfernt als auch das rechte Mittelbein im oberen Drittel der Tibia 

abgeschnitten. Dann wurde das Tier mit der ventralen Seite nach oben auf eine 

Plattform aus Venerit geklebt, die Vorder- und Hinterbeine parallel zum Körper 

befestigt und das rechte Mittelbein rechtwinklig zum Körper fixiert ( Abb. 2.3), 

wobei der Femur-Tibia-Winkel bei ungefähr 120 ° lag. Zur Fixierung diente 

Zahnzement (Protemp II; 3M ESPE, St. Paul). Für die extrazelluläre Ableitung 

wurde ein längliches Fenster in die ventrale Seite des Femurs geschnitten und das 

Bein dann mit Carausius-Ringer umspült. So konnte der F2-Nerv mithilfe einer 

modifizierten Hakenelektrode abgeleitet werden (Schmitz et al. 1991) (Abb. 2.2). 

Sowohl Aufnahmen, als auch die Stimulationsspur wurden hundertfach verstärkt 

(Vorverstärker MA101, Elektronikwerkstatt, Universität zu Köln) und dann noch 

einmal verstärkt und gefiltert (4-Kanal-Anpassungs-Verstärker ModelMA102, 

Elektronikwerkstatt, Universität zu Köln). Aufgezeichnet und analysiert wurden 

die Daten mit Spike2 (Version 7.01, Cambridge Electronic Design, Cambridge, 

Großbritannien). 

 

 

Abb. 2.3: Schematischer Versuchsaufbau für extra - und intrazelluläre Versuche.  
Im rechten Mittelbein, welches im 90 ° Winkel zum Thorax befestigt wurde, konnte 
das fCO stimuliert und der F2-Nerv mit einer Hakenelektrode abgeleitet werden. Im 
Thorax wurde das mesothorakale Ganglion auf einem Ganglienhalter befestigt und mit 
einer scharfen Glaselektrode konnten die sensorischen Neurone des fCOs abgeleitet 
werden. 
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Die extrazellulären Ableitungen dienten parallel zu intrazellulären Ableitungen als 

Positivkontrolle: Einerseits um sicherzustellen, dass das Tier noch vital ist, auch 

wenn keine Reaktionen in den afferenten Neurone des fCOs zu sehen war. 

Andererseits zur Kontrolle, ob die femoralen Motoneurone, wie bei Ausborn et al. 

(2005) beschrieben, durch die Insektizide aktiviert wurden, auch falls einzelne 

afferente Neurone nicht auf die Zugabe von Insektiziden reagieren sollten.  

 

2.4.3 Intrazelluläre Ableitung  

Für die intrazellulären Ableitungen wurde der Thorax des Versuchstieres 

(Carausius morosus) im Bereich des mesothorakalen Ganglions ventral geöffnet 

und mit Minutien aufgespannt. Der Darm und das Fettgewebe wurden entfernt, so 

dass das Nervengewebe, besonders das mesothorakale Ganglion, frei lag. Der 

Thorax wurde mit Carausius-Ringer (pH = 7,2, Weidler und Diecke 1969) gefüllt. 

Daraufhin wurde das Ganglion auf einem mit Wachs beschichteten Ganglienhalter 

platziert (Abb. 2.3). Die äußere Ganglienhülle wurde mit Kaktusnadeln (Nopalea 

dejecta) aufgespannt, wodurch das Ganglion am Halter befestigt wurde, um 

Bewegungen des Ganglions zu verhindern. Nach dem Absaugen des Ringers wurde 

die nun freiliegende innere Ganglienhülle mit Pronase E (Merck, Darmstadt, 

Deutschland) für 40 Sekunden angedaut, um das Eindringen der Glaselektrode in 

das Ganglion zu erleichtern. Danach wurde das Ganglion mehrfach mit Ringer 

gespült und der Thorax wieder mit Ringer gefüllt. 

Die Aktivität der sensorischen Neurone des fCOs wurde in deren Axonen 

gemessen. Dafür wurden die Zellen im Eintrittsbereich des Nervus cruris ins 

Ganglion intrazellulär abgeleitet (Abb. 2.4).   
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Abb. 2.4: Struktur der sensorischen Neurone des fCOs im Ganglion.  Elektrische 
Ströme in den Neuronen werden im Übergangsbereich des Nervus cruris (ncr) zum 
mesothorakalen Ganglion gemessen (Pfeil) (Büschges 1994).   

 

Die verwendete Glaselektrode war mit 3 M Kaliumacetat und 0,1 M Kaliumchlorid 

Lösung gefüllt und hatte einen Widerstand von 20-35 MЏ. Die intrazellulären 

Ableitungen wurden sowohl mit einem 4-Kanal-Anpassungsverstärker Model 

MA102 (Elektronikwerkstatt, Universität zu Köln) verstärkt als auch durch einen 

Brückenverstärker (Ba-1S, npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland) verstärkt 

und gefiltert. Zur Analog-Digital-Umwandlung wurde der CED 1401 (Cambridge 

Electronic Design, Cambridge, Großbritannien) mit einer Zwischenschnittstelle 

genutzt. Aufgezeichnet und analysiert wurden die Daten mit Spike2 (Version 7.01, 

Cambridge Electronic Design, Cambridge, Großbritannien). 

 

 

2.5 Konzentrationsreihen der Insektizide an Carausius morosus 

Zur Bestimmung der wirksamen Konzentrationen verschiedener Insektizide 

wurde der F2-Nerv extrazellulär abgeleitet und gleichzeitig das fCO stimuliert. Das 

fCO wurde mit jeweils 30 ml Lösungen verschiedener Konzentrationen umspült. 

Dabei wurde mit 1 nM begonnen und in Zehnerpotenzen bis zu 10 µM erhöht. 

Anhand der Aktivität des F2-Nervs konnte so bestimmt werden ab welcher 

Konzentration ein Insektizid wirksam war. Die Wirksamkeit eines Insektizids 

wurde hierbei definiert durch die Angleichung der Aktivität 

(Aktionspotentialfrequenz) während der Elongationsphase an die Aktivität 

während der Relaxationsphase (Abb. 2.5), also des Momentes indem die Extensor 

Motoneurone nicht mehr auf den Stimulus reagieren, sondern unabhängig davon 
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Aktionspotentiale generieren. Der F2-Nerv zeigte somit bei Einfluss durch ein 

Insektizid eine tonische Aktivität, im Vergleich zur phasischen Aktivität während 

der Reflexumkehr. Für die Auswertung wurden jeweils nach Zugabe der 30 ml 

einer Konzentration drei aufeinanderfolgende fCO-Stimulationen ausgewertet. 

Dazu wurden die Aktivität während der Elongation (Anzahl der 

Aktionspotentialfrequenz) und die Aktivität während der Relaxation 

(Aktionspotentialfrequenz) gemittelt. Dann wurde die normierte Frequenz in 

Prozent aufgetragen, wobei die Aktivität während der Vorkontrolle mit Ringer als 

100% festgelegt wurde. Falls ein Insektizid keine Wirkung zeigte wurde 

Pymetrozin (1 µM) als Positivkontrolle genutzt, um einen Präparationsfehler 

auszuschließen. In diesem Versuch wurden folgende Insektizide verwendet: 

Pymetrozin, Flonicamid, BCS-CJ75565, BCS-CK98573, BCS-AH27783, BCS-

BZ72191, BCS-AJ11868, BCS-AA86075.   
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Abb. 2.5: Beispiel für den positiven  Effekt eines Insektizides, hier Pymetrozin.  
Die phasische Aktivität der Extensor Motoneurone verändert sich nach Zugabe eines 
Insektizids zu einer tonischen Aktivität. Die Aktivität der Extensor Motoneurone (F2) 
wird somit durch das Insektizid stimulusunabhängig. t1 bis t4 beschreiben die 
einzelnen Phasen der Stimulation: t1 = relaxierte Phase, t2 = Elongation, t3 = 
elongierte Phase, t4 = Relaxation. 
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2.6 Berechnung der Frequenzdifferenz von verschiedenen Phasen 

eines Stimulus  

Um zu sehen, wie sich die Reaktion auf einen Stimulus über die Zeit verändert und 

wann eine Zelle stimulusunabhängig Aktionspotentiale generiert, wurde die 

Differenz der Aktivität von Neuronen während verschiedener Stimulationsphasen 

berechnet ɉɝÆɊȢ 3ÏÂÁÌÄ ÄÉÅ !ËÔÉÖÉÔßÔ ÇÌÅÉÃÈ ÈÏÃh war, also die Differenz gegen null 

ging, konnte davon ausgegangen werden, dass die Zelle nicht mehr auf den 

3ÔÉÍÕÌÕÓ ÒÅÁÇÉÅÒÔȢ $ÁÂÅÉ ×ÕÒÄÅÎ Ú×ÅÉ ɝÆ ÕÎÔÅÒÓÃÈÉÅÄÅÎȡ ɝÆɉ0Ɋ ÕÎÄ ɝÆɉ6ɊȢ 

 

 

 

ɝÆɉ0Ɋ ÕÎÄ ɝÆɉ6Ɋ ÂÅÚÉÅÈÅÎ ÓÉÃÈ ÁÕÆ ÄÉÅ !ËÔÉÖÉÔßÔ ÖÏÎ ÅÉÎÚÅÌÎÅÎ ÓÅÎÓÏÒÉÓÃÈÅÎ 

.ÅÕÒÏÎÅÎ ÄÅÓ Æ#/ÓȢ ɝÆɉ0Ɋ ÂÅÒÅÃÈÎÅÔ ÄÉÅ $ÉÆÆÅÒÅÎÚ Ú×ÉÓÃÈÅÎ ÅÌÏÎÇÉÅÒÔÅÒ ÕÎÄ 

ÒÅÌÁØÉÅÒÔÅÒ 0ÈÁÓÅȟ ɝɉ6Ɋ ÄÉÅ $ÉÆÆÅÒÅÎÚ Ú×ÉÓÃÈÅÎ %ÌÏÎÇÁÔÉÏÎ ÕÎÄ ÅÌÏÎÇÉÅÒÔÅÒ Phase 

(Phasenbeschreibung: Abb. 2.5).  
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2.7 Reaktion in Abhängigkeit von der extrazellulären 

Calciumkonzentration bei Carausius morosus 

2.7.1 Gesenkte Calciumkonzentration: Habi tuation und Reaktion auf 

Pymetrozin  

Um zu testen ob die Reaktion auf Pymetrozin calciumabhängig ist, wurden 

extrazelluläre Ableitungen des F2-Nervs durchgeführt, während denen die 

Calciumkonzentration der Ringerlösung geändert wurde. Wie bei di Caprio et al. 

(2002) wurde dabei Calcium durch Barium (7,5 mM) ersetzt, um eine Reaktion bei 

reduziertem Calcium zu erzeugen. Barium hat die Eigenschaft mit Calcium-

Bindestellen zu interagieren und so das intrazelluläre Calcium zu verdrängen, 

gleichzeitig kann es aber keine calciumabhängige Reaktion hervorrufen. Der 

Ringeraustausch wurde viermal in Abständen von 2 Minuten durchgeführt und 

danach noch ein fünftes Mal nach 15 Minuten. Nach dem letzten Ringeraustausch 

wurde noch einmal Zeit gelassen bevor die Messungen starteten, sodass der 

modifizierte Ringer insgesamt 30-35 Minuten wirken konnte (Abb. 2.6). Während 

des Stimulationsprotokolls wurden fünf Zyklen hintereinander geschaltet, die 

jeweils aus 2 Minuten Ruhe und 1 Minute Dauerstimulation bestanden. Dieses 

Protokoll wurde vor und nach dem Ringeraustausch gestartet, um die AP-Frequenz 

der Kontrolle (vor  dem Ringeraustausch) und die der Messung unter 

modifiziertem Ringer zu vergleichen. Diese Messreihe diente der Beantwortung 

der Frage, ob die Habituation während der Stimulusantwort über die Zeit Calcium 

abhängig ist und sich so aufgrund der Zugabe des Bariums ändert. Danach wurde 

eine Lösung aus dem modifizierten Ringer und Pymetrozin auf das femorale 

Chordotonalorgan gegeben um zu kontrollieren, ob weiterhin die 

Reaktionsfähigkeit auf das Insektizid gegeben ist.  

 

 

Abb. 2.6: Zeitli che Reihenfolge der Spülvorgänge.  Die ersten vier Spülvorgänge 
hatten jeweils einen Abstand von 2 Minuten. Der fünfte und letzet Spülgang fand 
15 Minuten nach dem vierten statt. Nach insgesamt 35 Minuten Spülzeit startete die 
Messreihe. 
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2.7.2 Erhöhte Calciumk onzentration: Reaktion auf Pymetrozin  

In diesen Versuchen wurde der Calciumgehalt des Ringers von 7,5 mM auf 

22,5 mM erhöht, um die Auswirkungen einer erhöhten Calciumkonzentration zu 

testen. Der Ringer wurde, wie in Abschnitt 2.7 beschrieben, ausgetauscht. Nach 

dem Austausch wurde auch hier Pymetrozin mit dem modifizierten Ringer über 

das fCO gespült, um zu sehen ob eine Reaktion noch möglich ist. 

 

 

2.8 Beinbewegungen von Drosophila melano gaster  unter Einfluss von 

Pymetrozin  

Um die Laufbewegungen von Drosophila unter Einfluss von Pymetrozin zu 

beobachten, wurden Videos von Fliegen auf einem luftgelagerten Laufball 

aufgenommen. Am Thorax der Fliege wurde eine Halterung mit 

blaulichthärtendem Kleber (3M ESPE Sinfony) befestigt, sodass die Fliege mithilfe 

von Mikromanipulatoren (Narishige, Japan) in eine natürliche Laufposition über 

dem auf dem Halter liegenden Ball platziert werden konnte. Neben dem Ball wurde 

eine Kamera (AOS-S-PRI, AOS Technologies AG, Baden Daettwil, Schweiz; 

Auflösung 320 x 240, Bildrate 250 fps, Shutterzeit 400 µs) aufgebaut, deren 

Objektiv von einem Ring aus Infrarot-Leuchten umgeben war (Abb. 2.7). So konnte 

die Fliege gleichmäßig beleuchtet werden, jedoch konnte die Fliege das Licht nicht 

wahrnehmen und wurde so nicht beeinflusst. Gefilmt wurde die Fliege von der 

Seite, um die Koordination der zur Kamera gerichteten Beine analysieren zu 

können. Aufgezeichnet und umgewandelt wurden die Videos mit der Software AOS 

Imaging Studio V.3.4.7 (AOS Technologies AG, Baden Daettwil, Schweiz). 

Pymetrozin wurde über eine Fütterung während des Versuches zugeführt. Die 

Fliegen wurden zuvor 16 Stunden nur mit Wasser gefüttert. Während des 

Versuches wurde ihnen dann Mangosaft mit Pymetrozin aus einer Hamilton-

Spritze angeboten, sodass sie diesen trinken konnten, während sie schon über dem 

Laufball befestigt waren (Abb. 3.16 A). 
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Abb. 2.7: Schematischer Versuchsaufbau zum Fi lmen der Laufbewegungen einer 
Drosophila . Die Fliege wird auf einem Ball platziert, der durch einen Halter gestützt 
wird, durch den mit Hilfe eines Luftstroms der Ball zum Schweben gebracht wird. Eine 
High Speed Videokamera filmt die Fliege von der Seite. Die Beleuchtung wird durch 
einen Kranz aus IR LEDs, der um das Objektiv der Kamera läuft, sichergestellt. 
(Abbildung zur Verfügung gestellt von T. Bockemühl, Universität zu Köln) 

 

 

2.9 Negative Gravitaxis bei Drosophila melanogaster  unter Einfluss 

von Pymetrozin  

Zur Bestimmung der Wirksamkeit der Insektizide auf die einzelnen Drosophila-

Mutanten wurden Versuche durchgeführt, bei denen negative Gravitaxis 

untersucht wurde. Das natürliche Verhalten zeigt sich dadurch, dass die Fliegen in 

einem Glasröhrchen nach oben laufen, also negatives gravitaktisches Verhalten 

zeigen. Dieses Verhalten sollte eingeschränkt sein, sobald die Fliegen Insektizide 

zu sich genommen haben, da sie zum einen durch die Aufnahme des Insektizides 

eine eingeschränkte Beinkoordination aufweisen müssten. Zum anderen sollte der 

Orientierungssinn gestört sein, da die Aufnahme des Insektizides direkt die 

Chordotonalorgane der Antennen beeinflusst. Das Chordotonalorgan in den 

Antennen von Drosophila, das Johnstonsche Organ (JO), dient auf der einen Seite 

dem Hören, auf der anderen Seite aber auch der Registrierung der Gravitation 

(Kamikouchi et al. 2009). Für diese unterschiedlichen Wahrnehmungen sind 

verschiedene Populationen von sensorischen Neuronen zuständig, die zu 
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unterschiedlichen Regionen im Gehirn projizieren. Sobald diese Neurone durch 

Pymetrozin beeinflusst werden, sollte die Fliege Schwierigkeiten mit der 

Orientierung haben, da sie nicht mehr eindeutig die Gravitation feststellen kann. 

 

 

Abb. 2.8: Versuchsaufbau für negative Gravitaxis Versuche.  In jeweils einem Glas 
wurden 10 Fliegen, die 20 Stunden zuvor nur Wasser bekommen haben, mit 
Kontrolllösung (links) bzw. Insektizidlösung (rechts) (rote Punkte) gefüttert. 15 und 
30 Minuten nachdem die Fliegen in die Gläser überführt wurden, wurde die Anzahl 
der Tiere auf dem Boden des Glasröhrchens gezählt. 

 

Für den Versuch wurden zwei Glasröhrchen genutzt, in dem jeweils zehn Fliegen 

(Männchen und Weibchen getrennt) getestet wurden (Abb. 2.8), die zuvor 

20 Stunden bei 25 °C hungerten, indem sie nur Wasser, aber kein Futter bekamen. 

Am oberen Rand der Gläschen wurden für die Kontrollgruppen Tropfen einer 5 %-

ige Saccharoselösung mit DMSO aufgetragen, für die Insektizid-Gruppen eine 1 µM 

Insektizid-Saccharoselösung. Die Lösungen waren außerdem mit roter 

Lebensmittelfarbe versetzt, um durch die Verfärbung des Abdomens erkennen zu 

können ob die Tiere getrunken haben. Nach Zugabe der Fliegen in die jeweiligen 

Gläschen wurde nach 15 min und 30 min gezählt, wie viele Tiere sich dann auf dem 

Boden des Röhrchens befunden haben. Für die Auswertung wurde mit dem t-Test 

berechnet, ob die Anzahl der Fliegen in den Kontrollgruppen und die der 

Insektizidgruppen sich unterscheiden. Signifikanz wurde in Abbildungen markiert 

durch: * für ein Signifikanzlevel von p < 0.05, ** für p < 0.01, und *** für p < 0.001. 
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2.10 Proboscis Extension Response (PER) Versuche bei Drosophila  

Dieser Versuch diente dazu herauszufinden, ob die einzelnen Proteine, die im 

Transduktionsprozess im Chordotonalorgan beteiligt sind, durch Pymetrozin und 

andere Insektizide beeinflusst werden. Die Proteine wurden mithilfe der UAS-

Gal4-Methode in Gr5a-Rezeptoren eingefügt, um so über den PER eine Reaktion 

erkennen zu können (Phelps und Brand 1998). 

Die Präparation wurde wie bei Shiraiwa und Carlson (2007) beschrieben 

durchgeführt. Die Fliegen wurden erst 3 - 4 Tage in frischen Futtergläschen mit 

normalem Futter gehalten. Danach wurden sie für 24 - 28 Stunden bei 23 °C 

hungern gelassen indem ihnen nur noch Wasser zur Aufnahme zur Verfügung 

stand. Mithilfe eines Luftstroms wurden einzelne Fliegen in einer gelben 

Pipettenspitze (1 ɀ 200 µl) platziert. Die Pipettenspitze wurde auf Augenhöhe der 

Fliege abgeschnitten und eingekerbt, sodass der Kopf der Fliege mit dem Proboscis 

frei lag. Mittels eines kleinen Dochtes aus Kimwipe, der mit der jeweiligen 

Kontroll - oder Versuchslösung getränkt war, wurden die Lösungen mit dem 

Labellum in Kontakt gebracht. Als Negativstimulus wurde Wasser genutzt, als 

Positivstimulus eine Saccharoselösung (100 mM). Nur, wenn die Fliegen vor und 

nach einem Versuch nicht auf das Wasser, jedoch auf die Zuckerlösung reagierten, 

wurden die Ergebnisse als messbar gewertet. Die Lösungen der Insektizide hatten 

eine Konzentration von 10 µM. In diesem Versuch wurden folgende Insektizide 

verwendet: Pymetrozin, BCS-AH27783, BCS-BZ72191, BCS-AJ11868. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Injektionsversuche  

Mithilfe der Injektionsversuche sollte die allgemeine Wirksamkeit der Insektizide 

auf Stabheuschrecken untersucht werden, da diese bisher nur bei anderen 

Tierarten, wie zum Beispiel Blattläusen (Aphis gossypii und Myzus persicae) und 

Wanderheuschrecken (Locusta migratoria), gezeigt wurde (Ausborn et al. 2005; 

Harrewijn und Kayser 1997). Dabei lässt sich zusammenfassen, dass alle 

getesteten Insektizide ähnliche Reaktionen bei den Stabheuschrecken hervorrufen 

(Abb. 3.1). In der Regel zeigten die Stabheuschrecken gestreckte Beine. Diese 

Reaktion trat nach weniger als 5 Minuten auf, teilweise schon 10-20 Sekunden 

nach der Injektion. Die Tiere waren jedoch nicht direkt bewegungsunfähig, 

sondern zeigten weiterhin laufähnliche Bewegungsabläufe, die jedoch nur noch 1-

2 Minuten andauerten. Die Bewegungsunfähigkeit hielt mindestens über die 

nächsten 10 Stunden an. Nach 24 Stunden konnten noch leichte 

Bewegungseinschränkungen registriert werde. Jedoch war ein klarer Rückgang 

dieser Einschränkung bei allen Insektiziden zu erkennen, bis hin zur problemlosen 

Laufbewegung.   

 

Abb. 3.1: Injektionsversuche.  Das Verhalten einer Stabheuschrecke (Carausius 
morosus) nach einer Injektion mit Pymetrozin. In der Kontrolle ist zu sehen, dass die 
Stabheuschrecke auf ihren angewinkelten Mittel- und Hinterbeine steht. Die 
Vorderbeine sind gerade nach vorne gestreckt, was ein natürliches Verhalten der 
Stabheuschrecke ist. Bei mit Pymetrozin injezierten Tieren war bereits nach 1 Minute 
eindeutig die Wirkung von Pymetrozin zu erkennen. Die Beine waren während der 
Laufbewegung sehr stark gestreckt und konnten teilweise nicht mehr gebeugt werden. 
Nach nur wenigen Minuten war das Tier bewegungsunfähig. Dieser Zustand hielt über 
mehrere Stunden an. Nach 24 Stunden war das Tier jedoch wieder normal beweglich.   
































































































