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Untersuchungen an Eiern der Rhithrogena semicolorata — Untergruppe aus Rheinland-Pfalz

(Insecta: Ephemeroptera: Heptageniidae) mittels Lichtmikroskopie

ARNE HAYBACH

Kurzfassung:

Fur die 3 aus Rheinland-Pfalz bekannten Arten der Rhithrogena semicolorata — Untergruppe werden
Differentialmerkmale an den Eistrukturen benannt und dargestellt. Diese ermdglichen bereits lichtmikroskopisch eine
sichere taxonomische Ansprache der Arten R. semicolorata (CURTIS), R. picteti SOWA und R. puytoraci SOWA &
DEGRANGE im Eistadium. Da das Imaginalstadium der Eintagsfliegen sprichwortlich kurz ist, ist die Eireifung bereits im
letzten Larvenstadium abgeschlossen. Entsprechend lassen sich Uber das Eistadium schlupfreife Larven, weibliche
Subimagines und die Weibchen bestimmen. Flachenhafte Kartierungen der larval kaum sicher trennbaren Arten, aber
auch Auswertungen von Emergenzmaterial sind mit dieser Methode ohne gréRReren Aufwand mdglich

Abstract

Ootaxonomic investigations of three species of the Rhithrogena semicolorata subgroup from
Rhineland-Palatinate (Insecta: Ephemeroptera: Heptageniidae) by light microscopy

Characters of taxonomic significance are discussed and figured for 3 members of the Rhithrogena semicolorata
subgroup known from Rhineland-Palatinate (SW-Germany). With the help of these ootaxonomic features separation of
the species R. semicolorata (Curtis), R. picteti Sowa, and R. puytoraci Sowa & Degrange is possible by light
microscopy. Because the imaginal life span of Ephemeroptera is rather short, egg-development is already finished in
mature nymphs. In consequence not only females, but also female subimagoes and female nymphs are determinable
by egg structure. In practice, whilst larval characters are not always sufficient to separate species, this method of
determination allows faunistic studies in larger areas by the use of fuly mature nymphs. In addition, the study of
material from emergence traps that consists mainly of subimagoes becomes possible. Eggs of the three named species
differ in the detail of the exochorion structure. In R. picteti it consists of large, rounded granulae that are more or less
evenly spread over the egg surface, whilst in both other species they are more randomly scattered. In R. semicolorata
these granulae are hook shaped and singular, while in R. puytoraci they are column shaped and often connected with a
kind of membrane.
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1. Einleitung

Der Verbreitungsschwerpunkt der Gattung
Rhithrogena liegt in und an den europaischen
Hochgebirgen, die mutmaflich auch die glazialen
Uberdauerungsgebiete darstellten. Die 20 bislang
aus Deutschland bekannten Arten (HAYBACH &
MALZACHER 2002) sind Uberwiegend kaltstenotherm,
rheo- und lithobiont und die Anzahl der Arten in
dieser nur maRig expansiven Gruppe nimmt in
Deutschland sowohl von Sid- nach Nord, als auch
mit abnehmender Hohenlage und Kontinentalitat
rasch ab. Entsprechend sind aus Rheinland-Pfalz
neben den hier behandelten Arten R. picteti SOwA,
R. puytoraci Sowa & DEGRANGE und R.
semicolorata CURTIS nur noch R. beskidensis ALBA-
TERCEDOR & SOwWA und R. savoiensis ALBA-
TERCEDOR & SOWA  bekannt und aus
zoogeographischen Erwagungen sind noch R.
germanica EATON und R. hercynia LANDA zusatzlich
zu erwarten. Von letztgenannten Arten existieren
Nachweise in Hessen (HAYBACH & SCHMIDT 1997)
und Luxemburg (nur R. hercynia DoLisy 2001; det.
Haybach).

2. Problemstellung

Die Arten der sog. Rhithrogena semicolorata —
Untergruppe (Einteilung n. TOMKA & RASCH, 1993)
sind ein stetiges und haufiges Faunenelement
sauberer Béche und FliRchen in Rheinland-Pfalz.
So einfach jedoch die Gattung an sich in Form der
Larven Uber die abgeflachte Form, den Femurfleck
und die ventral zu einem Haftapparat gestalteten
Kiemen erkennbar ist, so schwierig und auch fir
Spezialisten  unbefriedigend bleibt haufig der
Versuch der Artansprache. Die in der einschlagigen
modernen Bestimmungsliteratur (z.B. Sowa 1971,
SOLDAN & LANDA 1999, BAUERNFEIND & HUMPESCH
2001) genannten Merkmale zur Bestimmung der
Larven schwanken bei den Arten Rhithrogena picteti
und R. puytoraci doch erheblich. Nach eigenen
Erfahrungen zeigen weder die Farbungsmerkmale
noch die Mikrodentikulation der Abdominaltergite
der Larven immer befriedigende Ergebnisse. Zudem
kommen in Rheinland-Pfalz R. picteti und R.
puytoraci nicht selten im gleichen Bach vor, so dal3
hier Merkmale, die sich héaufig auch auf
physikochemische Parameter der Larvalgewasser
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zurlickfuhren lassen. (z.B. Farbung), nicht zur
Differenzierung herangezogen werden kénnen.

Doch nicht nur die Larven sind problematisch.
Weibliche Stadien gelten nach auleren
morphologischen Merkmalen generell als
unbestimmbar. Mannchen sind Uber die Gestalt des
Penis unterscheidbar. Da sich die Penisloben jedoch
bei der Begattung und auch im Todeskampf bei der
Abtoétung haufig verdrehen, sind meist mehrere
Exemplare notwendig um zu einer sicheren
Bestimmung zu gelangen. Eine flachenhafte
kleinrdumige Erfassung der Arten a3t sich dber
Fange schwéarmender Mannchen allein  kaum
erreichen, da diese sowohl tageszeitlich als auch
jahreszeitlich nur sehr begrenzt schwérmen, und das
auch nur bei guinstigen Witterungsbedingungen.

Subimagines beider Geschlechter sind nur in
wenigen Ausnahmeféllen Uber &ullere Merkmale,
z.B. Titillatorenform oder Flugelfarbung bestimmbar.
Subimagines fallen jedoch bei
Emergenzuntersuchungen an Béchen mit
selbsttétenden Fallen haufig in gro3en Mengen an.

Einen Ausweg aus der Bestimmungsmisere bietet
die Exochorionstruktur der Eier, die, anders als bei
imaginal langlebigeren Insektenordnungen, bereits
im letzten Larvenstadium vollig ausgereift sind! Sie
zeigen somit von wenigen Ausnahmen z.B. in der

Gattung Baetis  abgesehen, die gleichen
Oberflachenstrukturen,  wie  Subimagines  und
Weibchen. Wegen der Bestimmbarkeit
subimaginaler Eier kann nun auch
Emergenzmaterial zeitsparend bearbeitet werden.
Ein weiterer Vorteil ist der geringe

Praparationsaufwand bei  auf3erordentlich  guter
Verfuigbarkeit an Material, da selbst kleine Weibchen
mehrere Hundert bestimmbarer Eier tragen. Im
internationalen  Schrifttum spielt das Eistadium
entsprechend eine wesentliche Rolle und auch die
hier behandelten Arten sind bereits bei SowA (1971),
SOWA & DEGRANGE (1987) und KLONOWSKA-OLEJINIK
(1997) beschrieben. Letztgenannte Autorin hat eine

sorgféltige Studie mittels Raster
Elektronenmikroskopie fur zahlreiche europaische
Arten vorgelegt. Eine vergleichende
lichtmikroskopische Betrachtung ist
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jedoch derzeit nicht verfugbar und die Schwierigkeit
der Umsetzung des rastermikroskopischen Bildes in
das selbst am Lichtmikroskop erblickte ist einer der
Hauptgrinde fur die nach wie vor geringe Anzahl
von deutschen Bearbeitern, die das Eistadium in die
routinemafige Bestimmungspraxis miteinbeziehen.

3. Methode

Das Material stammt durchgehend aus Rheinland-
Pfalz. Eier wurden dem mittleren Abdominalbereich
von schlupfreifen Larven (schwarze
Fligelscheiden!),  weibliche  Subimagines und
Weibchen entnommen. Die Artzugehorigkeit des
verwendeten Materials wurde durch Aufzuchten im
Aquarium, Entnahme von Nymphen aus reinen
Populationen, Auswertung von Subimagines aus
Emergenzfallen, an denen nur 1 Art auftrat, sowie
durch  Abgleich mit Beschreibungen aus der
Literatur (s.0.) getatigt.

Als Mikroskop fur die routineméaRige Bestimmung im
Hellfeld wurde ein Kursmikroskop der Firma Leitz
(ohne Typenbezeichnung) mit bis zu 1000-facher

VergroRerung, zur Zeichnung eine
Zeicheneinrichtung benutzt. Eine
Phasenkontrasteinrichtung ist aul3erordentlich
hilfreich, da sie die Oberflachenstrukturen
plastischer erscheinen 1aRt. Sie ist aber nicht
zwingend erforderlich.

Fur die Betrachtung sollten zunachst mit

VergréRerung 100 - 200 X, fur die Details dann mit
400 x, 630 x oder bis 1000 x gearbeitet werden.
Obwohl die Zeichnungen nach Vergrof3erungen von
1000 x angefertigt wurden, ist mit Erfahrung eine
mittlere, d.h. 400 x Vergrol3erung ausreichend.

Die Bestimmung kann dann direkt in einem Tropfen

Wasser oder Alkohol erfolgen, Dauerpréparate
wurden in  Polyvinyl-Lactophenol (HEINZE 1952)
angefertigt. Die enthaltene Milchséure hellt das

ganze Ei rasch auf, so dal die Strukturen der
Oberflache nach 1-3 Tagen besser sichtbar sind, als
im Frischpraparat. Far eine dauerhafte
Konservierung erscheint mir dieses Medium wegen
fortschreitender Aufhellungstendenzen jedoch nicht
optimal geeignet.

3.1 Schwierigkeiten beim Auffinden der

Oberflachenstrukturen

Der Dotter flllt das gesamte Ei vollstandig aus. Er
besteht im wesentlichen aus Proteinen, Lipiden und
Glykogen (DETTNER & PETERS 1999) und bietet im
lichtoptischen Bild ein unregelmafiges Bild von
mehr oder weniger stark differenzierten Klumpen.
Diese uberdecken immer auf den ersten Blick die
wesentlich  feineren  Strukturen des  Chorions.
Zunéchst solite man deshalb versuchen, im
aquatorialen Bereich des Eies ein KCT oder aber
eine Mikropyle scharf einzustellen, um sicher zu
gehen, sich in der richtigen optischen Ebene zu
befinden.

Eine weitere Schwierigkeit kann auftreten, wenn
Follikelepithelzellen  der  Ovariolen  sich  nicht
vollstindig vom Ei geloést haben. Dann wird die
Chorionstruktur von diesem Nahrgewebe vollstéandig
maskiert und eine Bestimmung ist nicht madglich.
Sind keine unmaskierten Eier vorhanden, so kann
versucht werden, das Gewebe mit leichten
Bewegungen des Deckglases zu entfernen. Ist dies
nicht erfolgreich kann das Gewebe durch etwa 1-
tdgige Mazeration mit einer 10 % KOH Lauge
(Vorsicht stark &atzend!) entfernt werden. Vor einer
Praparation soliten dann die Eier zundchst in
Wasser oder 70 % Alkohol gewaschen werden.

4 Ergebnisse
4.1 Eimorphologie

Die untersuchten, im Umriss etwa ovalen und im
Querschnitt runden Eier der Gattung Rhithrogena
sind typisch fur die Familie der Heptageniidae. Sie
besitzen spiralig aufgewundene mit  einer
knopfférmigen Struktur endende Féden (engl. KCT
von knob-terminated coiled threats), die sich bei
Kontakt mit Wasser aufzwirbeln und das Ei am
Grund verankern. Diese KCT's sind nicht
gleichméaRig Uber das Ei verteilt, sondern
konzentrieren sich stets auf einen der Pole (Abb. 1).
Anzahl, Verteilung und GroRe der KCT's kodnnen
sehr gute diagnostische Unterschiede auch im
Artbereich bieten. Im vorliegenden Fall sind sie
jedoch zur Diagnose weniger gut als das Exochorion
geeignet. Die Eier sind bei allen
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Mikropyle

Fig. 1) Ei einer Heptagenidae aus DEGRANGE (1960).
Oberer Pol mit groBen Anheftungsorganen (KCT).
Zentral die schlaufenférmige Mikropyle.
Rechteck: zentraler randlicher Bereich zur Bestimmung
Uber Exochorionstruktur vgl. Abb. 3-4

3 Arten etwa 170 — 200 x 100 — 130 um grof3. Etwa
im Aquatorialbereich sind 2-3 schlaufenformige
Strukturen, die sog. Mikropylen, das sind die
Eintrittsstellen fur die Spermien zu sehen.

Das Exochorion ist nicht glatt, sondern mit kleinen
warzigen Strukturen versehen, die je nach GroRe in
der Literatur als Mikro-, Meso- und Makrogranula
bezeichnet werden. Die Form und das Arrangement
dieser Granulae erweist sich nun als sehr
konstantes diagnostisches Merkmal zur
Unterscheidung der Arten R. picteti, R. puytoraci
und R. semicolorata.

4.2 Eitaxonomie

Zur Bestimmung soll das Exochorion etwa im
aquatorialen Bereich untersucht werden (Abb. 1:
Rechteck). Die Abbildungen 3-5 aus HAYBACH
(1998) zeigen die Struktur und Details aus diesem

Bereich bei etwa 1000 - facher Vergrof3erung. Diese
Abbildungen  sind  durchgehend im
MalRstab gezeichnet. Die

gleichen
dargestellten
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GroRRenverhdltnisse der Granulae verschiedener
Arten sind somit vergleichbar. Die vergrofRerten
Schemata in den figs. 3-5 sind malf3stabslos und
verdeutlichen relevante Strukturen. Entsprechend
der bei den Ephemeroptera keineswegs typischen
huhnereiférmigen Form der Eier ist die Tiefenschéarfe
bei  fotographischer Darstellung gering. Das
nachfolgende Bild zeigt dies am Beispiel der
Exochorionstruktur von Rhithrogena picteti Sowa. Es
soll den Vergleich zwischen
mikroskopischen Bild erleichtern.

Zeichnung und

4.2.1 Rhithrogena picteti Sowa 1971

Oberflache des Eichorion dicht und fast gleichméRig
mit annahernd gleichgrof3en, in Aufsicht mehr oder
weniger runden Makrogranulae bedeckt. Diese dicht
stehend, pflasterartig, Zwischenraume "glatt", fast
ohne Mikrogranulae (figs 2, 3a). Bei Seitenansicht

Abb. 2) Rhithrogena picteti

Ei aus Subimago. VergréBerung etwa 250 x.
Phasenkontrast. Beachte die dicht stehenden
aroRen riunden Granulae auf der Oberflache.

(zentraler Rand) erscheinen die Makrogranulae
deutlich rund (fig. 3b). Die Makrogranulae sind nicht
membrands verbunden.

Okologie: In Quellbdchen und Bachen der oberen
Forellenregion. Hypokrenon u. Epirhithon.
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Abb. 3: Rhithrogena picteti.

b) Granulae in Seitenansicht schematisiert

a) Eioberflache Ausschnitt aus dem zentralen seitichen Bereich 1000x Beachte
die deutlich runden nicht membrands verbundenen Makrogranulae,

4.2.2 Rhithrogena puytoraci SOWA & DEGRANGE
1987

Oberflache des Eichorion mit einer Vielzahl
unterschiedlich grof3er, jedoch im Vergleich zu R.
picteti deutlich kleineren Meso- und
Mikrogranulae bedeckt. Die Mesogranulae bilden
haufig einen Ring aus zwei bis drei Reihen um
die KCT's, welche Uber die ganze Eioberflache
verstreut sind (Abb. 4a). In Seitenansicht
erscheinen die Granulae saulenférmig, hoher als
breit. Sie sind (das sieht zumindest bei
lichtoptischer Betrachung so aus) Uber eine Art
Membran miteinander verbunden, was beim
Fokussieren Uber den Seitenrand deutlich wird
(Abb. 4b)

Okologie: In Bachen der oberen und mittleren
Forellenregion, Epi- bis Metarhithron.

4.2.3 Rhithrogena semicolorata (CURTIS 1834)

Oberflache des Eichorion dicht mit einer Vielzahl
unterschiedlich  groBer und  unterschiedlich
geformter Makro-, Meso- und Mikrogranulae
Ubersaht (Abb. 5). In Aufsicht daher ahnlicher R.
puytoraci (Abb. 4) als R. picteti (Abb. 3). Beim
Fokussieren Uber den Seitenrand erscheinen die
Makrogranulae deutlich gekrimmt, hakenférmig
(Abb. 5b), stets Uberwiegend in Richtung des
Poles, der die kleineren KCT's tragt, gerichtet.
Die Granulae sind nicht 0Uber eine Membran
miteinander verbunden.

Okologie: In Bachen und kleinen Fliissen der
mittleren und unteren Forellenregion, Meta- bis
Hyporhithron.
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Abb. 4: Rhithrogena puytoraci

a) Eioberflache Ausschnitt aus dem zentralen
seitlichen Bereich 1000x Beachte die saulenférmigen, membrands verbundenen
ringférmigen Strukturen um die KCT’s, 2b Granuale in Seitenansicht, schematisiert
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Abb. 5) Rhithrogena semicolorata a) Eioberflache Ausschnitt aus dem zentralen
seitlichen Bereich 1000x. Beachte die hakenférmigen zu einem Pol gerichteten
Makrogranulae, b) Granulae in Seitenansicht schematisiert.
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