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Abstract—During postembryonic development, the ventral glands of Ephemera danica
increase in size until the last nymphal instar, and start to diminish prior to the sub-
imaginal moult. The ultrastructural examination demonstrates that degeneration of the
glands is initiated by the release of cytoplasm from the gland cells. In the subimagines,
these cells contain only small amounts of remaining cytoplasm and a few mitochondria,
but increasing numbers of lysosome-like bodies. The nuclear chromatin is condensed.
Spherical, pycnotic nuclei are the main characteristics of imaginal glands.

In the earliest stages investigated, the formation of large vesicles of the endoplasmic
reticulum and their release into the glandular cavity were observed, indicating secretion.
In the gland cells of early last nymphal instars, the large number of mitochondria and
tubules of the agranular endoplasmic reticulum suggests a high rate of hormone
production. The only sexual variation observed in the ventral glands of the stages
studied was their larger size in the females.

Index descriptors (in addition to those in title): Ecdysial glands, ultrastructure.

EINLEITUNG

BEI EINIGEN Ephemeriden-Arten wurden die Ventraldriisen lichtmikroskopisch untersucht.
Die Befunde weichen aber bei den verschiedenen Autoren (Pflugfelder, 1947; Arvy und
Gabe, 1950, 1952, 1953 a, b; Kaiser, 1977, unpubl. Diss.) teilweise voneinander ab. Deshalb
erschien es wiinschenswert, diese Organe mit dem Elektronenmikroskop genauer zu
beobachten und die raschen Veriinderungen wihrend der kurzen Subimaginal-und
Imaginalstadien zu untersuchen.

MATERIAL UND METHODEN

Fir die lichtmikroskopischen Untersuchungen standen Schnittserien von insgesamt 27 Tieren zur
Verfugung. Die elektronenmikroskopischen Ergebnisse wurden an den Ventraldriisen von 11 Tieren
gewonnen.

Jeweils im Herbst wurden die jiingeren Nymphenstadien gefangen und sofort pripariert. Um die letzten
drei Entwicklungsstadien zu erhalten, wurde eine grossere Anzahl von Nymphen im Mirz oder April
gefangen und zur weiteren Aufzucht in das Zoologische Institut gebracht. Da die Tiere in den Zuchtgefdssen
einzeln aufgezogen wurden (vgl. Kaiser, 1977, unpubl. Diss.), war ihr Alter bei der Priparation relativ
genau bekannt. Unter Zuchtbedingungen betrug die Lebensdauer der letzten Nymphen ca 4 Wochen, die
der Subimagines 15-30 hr und die der Imagines 24-36 hr.

Dic mehrtigige Fixierung der Tiere erfolgte in einem Glutaraldehyd/Formaldehyd/Pikrinsidure-Gemisch
(Ito und Karnovsky, 1968). Die 7 pm dicken Paraplastschnitte wurden mit Paraldehydfuchsin, Himalaun
und Pikroindigocarmin gefirbt (vgl. Kaiser, 1977, unpubl. Diss.). Zur Volumenbestimmung diente die
Methode der Flichenintegration mit Hilfe eines Quadratnetzes (Weibel und Elias, 1967).

Fir die Elektronenmikroskopie wurden die Ventraldriisen in einigen Féillen aus dem Kopf herauspréipa-
riert. Meist gelang es jedoch, grosse Teile des Kopfes zu entfernen, ohne dass dadurch die Ventraldriisen
und ausserdem auch die Corpora allata und Corpora cardiaca beschddigt wurden. Auf diese Weise war es
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méglich, Ultradiinnschnitte herzustellen, die alle drei Organe enthielten. Der Vergleich mit fritheren
Aufnahmen der Corpora allata und cardiaca (Kaiser, 1977, unpubl. Diss.) erlaubte es, den Fixierungszustand
dieser beiden Organe und damit auch der Ventraldriisen zu beurteilen.

Die Priparation und Fixierung erfolgte in dem erwdhnten Gemisch von Ito und Karnovsky (pH 7.2;
ca 1060 mOsm; 2 hr). Die Objekte wurden iiber Nacht in isotonischem Cacodylatpuffer ausgewaschen und
anschliessend in OsO4 nachfixiert (pH 7.2; 2% in 0.2m Cacodylatpuffer; 2 hr). Nach einstiindigem “‘block
staining” in Uranylacetat (2% in 70%-igem Aceton) kamen die Priparate iiber eine Acetonreihe in
Propylenoxid und danach iiber Nacht in ein Epon/Propylenoxid-Gemisch. Die Eponschnitte (Luft, 1961)
wurden vor der Untersuchung im Elektronenmikroskop mit Bleicitrat kontrastiert (Reynolds, 1963).

ERGEBNISSE
(a) Lichtmikroskopie
Um den Entwicklungsverlauf der Ventraldriisen wihrend der Metamorphose zu
verfolgen, wurden Volumenmessungen durchgefiihrt. Die in Abb. 1 eingetragenen Werte
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ABB. 1. Das Volumen der Ventraldriisen wihrend der letzten Entwicklungsstadien. Die beiden
Einzelwerte {(Punkte) wurden bei Tieren gemessen, die kurz vor der Subimaginalhdutung standen.
vIN =vorletztes Nymphenstadium; 1N =letztes Nymphenstadium; Sub =Subimago; Im =Imago.

ABB. 2. Ventraldriisenzelle einer eineinhalb-jihrigen Nymphe. An der Peripherie haben sich
zahlreiche Vakuolen ausgebildet. N =Zellkern; V =Vakuole, x 5000

ABB. 3. Von den Zellen werden Vakuolen ins Driisenlumen abgegeben. Eineinhalb-jdhrige Nymphe.
L =Lumen der Ventraldriise. x 5000

ABB. 4. Stirker vergrosserter Ausschnitt aus einer Ventraldriise. Eineinhalb-jahrige Nymphe.
BM =Basalmembran; Ly =lytische Strukturen; M =Mitochondrien; MVB =multivesikuldre
Korper. % 14,500

ABB. 5. Ausschnitt aus einer Ventraldriisenzelle einer letzten Nymphe. Es sind Mitochondrien

zu erkennen, die Cytoplasmabezirke umschliessen oder sich um vermutlich lytische Strukturen

legen. Ly =lytische Struktur; M =Mitochondrien; Md =wahrscheinlich degenerierende Mito-
chondrien. 20,000

ABB. 6. Ventraldriise einer jiingeren letzten Nymphe. Die Membran der Kerne ist oft stark
eingefaltet. Im Cytoplasma fillt das kriftig ausgebildete tubulire, glatte ER auf. ER =tubulires,
glattes ER; G =Golgi-Apparat; M =Mitochondrien; N =Zellkern. x 17,500
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geben das Gesamtvolumen wieder, enthalten also auch die kleinen Hohlrdume, die héufig
im Innern der Driisen auftreten. Die beim letzten Nymphenstadium speziell angegebenen
Punkte stammen von besonders alten letzten Nymphen, die kurz vor der Subimaginal-
hiutung standen. Diese weit unter dem Durchschnitt liegenden Werte ndhern sich stark
denen der Subimagines. Das bedeutet, dass sich die Ventraldriisen vom mittleren letzten
Nymphenstadium an—also kurz vor der Metamorphose—zu verkleinern beginnen. Der
Volumenriickgang ldsst sich auf eine starke Reduktion der Cytoplasmamenge zuriick-
fiihren.

Die Grossenverinderungen wihrend der einzelnen Entwicklungsstadien laufen bei
beiden Geschlechtern vollkommen gleich ab. Die weiblichen Tiere besitzen dabei immer
etwa doppelt so grosse Ventraldriisen wie die Minnchen.

(b) Elektronenmikroskopie

Jiingeres Nymphenstadium (ca 18 Monate alt). Abb. 2 zeigt eine typische Ventraldriisen-
Zelle, wie sie bei Tieren dieses Alters hiufig anzutreffen ist. Die Oberfliche der Kerne ist
leicht gewellt und nur selten straker eingebuchtet. Neben einem Nucleolus enthalten die
Kerne viel fein verteiltes Chromatin, das sich stellenweise zu etwas dichteren Strukturen
zusammenlagert. Im Cytoplasma befinden sich neben vielen unregelmissig angeordneten
Mikrotubuli und Ribosomen vor allem zahlreiche Mitochondrien. Sie sind langgestreckt,
gelegentlich auch verzweigt und ihre Matrix ist auffallend elektronendicht. Recht hiufig
sind 2 weitere Organellen anzutreffen: Es handelt sich um multivesikulidre Korper und um
lysosomenartige Strukturen, die in ihrem Inneren oft Bruchstiicke anderer Organellen
erkennen lassen (Abb. 4).

Das auffilligste Merkmal der Zellen dieses Stadiums sind aber zahlreiche vesikulédre
Erweiterungen des endoplasmatischen Reticulums (ER), die sich besonders an der Peri-
pherie hiufen (Abb. 2). Stellenweise schliessen sich die Vesikel zu grossen Gruppen
zusammen, die ins Driisenlumen austreten (Abb. 3).

Wo die Ventraldriisen-Zellen gegen das Aussenmedium abgegrenzt sind, werden sie von
einer sehr diinnen Basalmembran bedeckt (Abb. 4).

Letztes Nymphenstadium. Die Zellen dieses Stadiums fallen vor allem durch die zahl-
reichen Mitochondrien auf (Abb. 7). Diese Organellen stehen oft mit Tubuli des glatten ER
in Verbindung, die besonders bei jungeren letzten Nymphen in grosser Zahl das Cytoplasma
durchzichen (Abb. 6). Das Innere der Tubuli ist etwas elektronendichter als das umliegende
Zellplasma. Grossere Erweiterungen des ER, wie sie fiir die Driisenzellen der eineinhalb-
jahrigen Tiere typisch sind, lassen sich nur selten beobachten. Daflir sind wesentlich mehr
Golgi-Korper zu erkennen, und auch die Zahl der Lysosomen ist anscheinend grosser. Wie
bei den jiingeren Nymphen enthidlt das Cytoplasma auch in diesem Stadium zahlreiche
freie Ribosomen. Die an das Haemocoel grenzenden Zellmembranen zeigen starke Einfal-

ABB. 7. Ventraldriise einer letzten Nymphe mit zahlreichen Mitochondrien. Ins Driisenlumen
werden Cytoplasmateile abgegeben. Cy —abgeschniirtes Cytoplasma; L. =Lumen der Driise;
Ly =lytische Strukturen; N =Zellkern. x 4500
ABB. 8. Ventraldriise einer ca 12 hr alten Subimago. Das Chromatin der Kerne hat sich zu
grosseren Klumpen verdichtet, Die Zellen enthalten nur noch wenig Cytoplasma. I =Inter-
zellularspalt; M =Mitochondrien; N =Zellkern; Nu =Nucleolus. x 10,000
ABB. 9. Ventraldriise einer 4 hr alten Imago. Das Chromatin der Kerne schliesst sich zu immer
grosseren Komplexen zusammen. X 4000
Asg. 10. Ventraldriise einer {iber 12 hr alten Imago. Ly =lytische Strukturen; Np =pyknotischer
Kern. 4000
Ass, 11, Mikrotubuli-Biindel in der in Abb. 10 gezeigten imaginalen Ventraldriise. x 20,000
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tungen, und auch die Kerne haben durch starke Einstiilpungen der Membran ihre Ober-
fliche vergrossert (Abb. 6, 7).

Bei etwas dlteren letzten Nymphen fillt auf, dass viele Mitochondrien diinner und
ldnger werden. Die Enden dieser Organellen kommen sich immer néher, bis sie schliesslich
miteinander verschmelzen. Aus diesen Gebilden entwickeln sich Lamellenkorper. Nicht
selten erfolgt der Zusammenschluss der Mitochondrien-Enden um eine lysosomenartige
Struktur herum (Abb. 5). Vermutlich beobachten wit hier die Degeneration von Mito-
chondrien.

Von zahlreichen Ventraldriisen-Zellen schniiren sich Teile des Cytoplasmas ab. Diese
ribosomenreichen Bldschen enthalten nie Mitochondrien. Sie werden ins Driisenlumen
abgestossen (Abb. 7).

Subimago. Nach der Metamorphose zeigen die Ventraldriisen ein stark verdndertes
Aussehen (Abb. 8). Das lisst sich auf die drastische Verringerung sowohl der Cytoplasma-
menge als auch der Zahl der Mitochondrien zuriickfiihren. Die noch verbliebenen Mito-
chondrien sind meist weniger langgestreckt als bei den friiheren Stadien und enthalten eine
hellere Matrix (Abb. 8). Die Zahl der Lysosomen und multivesikuliren Korper hat sich
deutlich erhght. Zwischen den Zellen sind teilweise recht breite Intérzellularspalten
ausgebildet (Abb. 8). Die Zellmembranen falten sich an vielen Stellen ein, wodurch immer
mehr “Hohlrdume’ und “leere”” Vesikel im Cytoplasma entstehen.

Die Kerne zeigen dhnliche Umrisse wie bei den letzten Nymphenstadien. In ihnen
befinden sich aber zahlreiche sehr elektronendichte Chromatinklumpen, die fast immer
hellere, bldschenartige Zonen enthalten. In den Nucleoli sind meist mehrere dunkle,
gelegentlich auch hellere Stellen zu erkennen. Als erstes Anzeichen beginnender Kernpyk-
nosen kann das manchmal zu beobachtende Verschmelzen mehrerer Chromatinklumpen
gelten (Abb. 8). .

Imago. Das restliche Cytoplasma der Ventraldriisen frisch geschliipfter Imagines hat sich
stark aufgelockert. Die Chromatinklumpen in den Zellkernen verschmelzen immer mehr zu
grosseren Komplexen (Abb. 9).

Bei dlteren Imagines (Abb. 10) haben die pyknotischen Kerne eine kugelférmige Gestalt
angenommen und sind weitgehend mit einer stark elektronendichten Substanz angefiillt.
Das Zellplasma ist mit zahlreichen “leeren’” Vesikeln durchsetzt und enthélt lytische
Strukturen von gelegentlich beachtlicher Grosse. Nicht selten sind Biindel von dicht
nebeneinanderliegenden Mikrotubuli zu sehen (Abb. 11), die in den anderen Stadien nicht
vorkommen,

An einigen Stelien der Ventraldrisen dieser élteren Imagines beginnen sich bereits die
Zellen voneinander zu 16sen. Bei Tieren, die noch einige Stunden &lter sind, lassen sich die
Héautungsdriisen nicht mehr als zusammenhéngende Organe erkennen.

DISKUSSION

Wie bei den von Arvy und Gabe (1950, 1952, 1953 a,b) untersuchten Ephen.ciiden sind
auch bei E. danica die ersten Anzeichen einer Degeneration an den Ventraldriisen letzter
Nymphen zu erkennen. Neben einer Verdichtung des Chromatins bei dlteren letzten
Nymphen fillt vor allem der Austritt von zahlreichen Cytoplasmabezirken ins Driisen-
lumen auf. Es ist noch unklar, was mit denabgeschniirten Cytoplasmateilen geschieht,doch
erscheint es moglich, dass sie von den nicht selten im Lumen anzutreffenden Haemocyten
phagocytiert werden.

Ob auch der Abbau von Mitochondrien, der in diesem Stadium hiufig beobachtet
wurde, mit der Degeneration der Driisen zusammenhdngt, oder ob es sich dabei um
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Vorgidnge handelt, die bei jedem Hiutungszyklus ablaufen, lisst sich noch nicht ent-
scheiden. Dass die ringfdrmig zusammengeschlossenen Mitochondrien wirklich de-
generieren und nicht besonders aktive Organellen sind (Ideiman, 1964 ; vgl. auch Beaulaton,
1968), ist anzunehmen, weil sie sich anschliessend zu Lamellenkdrpern entwickeln. Die
erhohte Zahl von Golgi-Korpern weist moglicherweise ebenfalls auf den bevorstehenden
Driisenabbau hin. In den Hiutungsdriisen von Locusta konnte ndmlich verfolgt werden,
wie sich aus Golgi-Vesikeln lytische Strukturen entwickeln (Cassier und Fain-Maurel, 1968;
Fain-Maurel und Cassier, 1968).

Der rasche Zerfall der Ventraldriisen von E. danica wihrend des Subimaginal- und
Imaginalstadiums verlduft sehr dhnlich wie bei den Hautungsdriisen anderer Insekten
(Normann, 1965; Scharrer, 1966; Osinchak, 1966; Cassier und Fain-Maurel, 1968, 1969,
1970; Blazsek et al., 1975). Das hiufige Erscheinen von Mikrotubuli-Biindeln unterstiitzt
die von anderen Autoren bereits gedusserte, aber nicht niher erkldrte Vermutung, wonach
diese Organellen eine wichtige Rolle bei Degenerationsprozessen spielen kdnnten (vgl.
Cassier und Fain-Maurel, 1969).

Die Annahme, dass die Ventraldriisen von E. danica kurz vor der Metamorphose ihre
stirkste Aktivitdt erreichen, wird durch den Verlauf der in Abb. 1 gezeigten Kurven
unterstiitzt. Bereits Arvy und Gabe (1950, 1952, 1953 a, b) vermuteten dies aufgrund von
volumetrischen und histologischen Befunden an anderen Ephemeriden. Bei den von ihnen
in diesem Stadium beschriebenen Sekretkdrnern diirfte es sich allerdings eher um
verschiedene lysosomenartige Strukturen gehandelt haben. Im Elektronenmikroskop
zeigen sich jedenfalls keine sekretorischen Granula.

Der auffillige Grossenunterschied zwischen den Ventraldriisen weiblicher und ménnlicher
Tiere liefert keine Hinweise auf eine unterschiedliche Sekretion. Da die Weibchen allgemein
grosser als die Ménnchen sind und dieser Geschlechtsunterschied auch bei den Corpora
allata und cardiaca festzustellen ist (Kaiser, 1977, unpubl. Diss.), kann angenommen
werden, dass das grossere Volumen der Driisen weiblicher Tiere nicht auf einen besonderen
Aktivitdtszustand zurlickzufiihren ist.

Uber die eigentlichen Sekretionsvorginge in den Ventraldriisen-Zellen von E. danica
konnen lediglich erste Vermutungen angestellt werden. Wie weit sie zutreffen, ldsst sich
erst durch eine Untersuchung klarstellen, die die Entwicklung der Ecdysialdriisen bei
jingeren Nymphen wihrend einer gesamten Hautungsperiode verfolgt.

Die Bilder von Driisen eineinhalb-jaihriger Nymphen zeigen moglicherweise ein Stadium,
bei dem grossere Sekretmengen, die sich in Vakuolen angesammelt haben, ins Driisenlumen
austreten (Abb. 2, 3). Die “leer” erscheinenden Vakuolen enthalten kein Glykogen, wie es
bei anderen Insekten beobachtet wurde (z.B. Arvy und Gabe, 1950; Romer, 1971). Mit
einer cytochemischen Untersuchung nach Thiery (1967) konnte nachgewiesen werden,
dass bei simtlichen verfiigbaren Stadien Glykogenablagerungen fehlen. (Eine giinstige
Kontrolle dieses bei E. danica erhaltenen Resultats wurde durch die Corpora allata
ermoglicht, die sich auf den gleichen Schnitten befanden. Zahlireiche Stellen in diesen
Organen reagierten positiv.)

Auf den Aufnahmen von jiingeren letzten Nymphen zeigen die Ventraldriisen-Zellen ein
vollig anderes Aussehen. Uber die Bedeutung der starken Einfaltungen der Kernmem-
branen (Abb. 6) wie auch der an das Haemocoel grenzenden Cytoplasmamembranen
(auf den Abb. nicht sichtbar) Idsst sich noch nichts aussagen. Vermutlich beobachten wir
in diesem Stadium eine Phase starker Hormonsynthese. Mit der grossen Zahl von Mito-
chondrien und dem kriftig ausgebildeten tubuliren, agranuliren ER (Abb. 6) wird man
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ndmlich stark an steroidogene Zellen von Wirbeltieren (z.B. Christensen und Fawcett, 1966;
Berchtold, 1969), aber auch an die Hiutungsdriisen einiger Insekten erinnert (siche Romer,
1971). Ob bei Insekten ein Zusammenhang zwischen der unterschiedlichen Ultrastruktur
der Hiutungsdriisen (die teils eher auf Proteinsynthese, z.B. Joly et al., 1969, teils auf
Steroidsynthese, z.B. King et al., 1966, hinweist) und der Produktion von Hormonen oder
Prohormonen besteht (vgl. Bollenbacher et al., 1977), ist zur Zeit noch nicht untersucht.
Es wire interessant, festzustellen, wo speziell solche Tiere ihr Hiutungshormon produzieren,
deren Ecdysialdriisen nicht das Bild typischer steroidproduzierender Organe zeigen.
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