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Einfilhrung

Die Taxonomie der europiischen Ephemeroptera ist noch weit von einem
Abschlug entfernt. Vergleicht man die Listen der Ephemeroptera in den zwei auf-
einander folgenden Auflagen der Limnofauna Europaea (1967 resp. 1977), so
findet man in der friheren Auflage 199, in der letzten Auflage 217 Arten. Seit
1967 sind etwa 70 neue Taxa dazugekommen und etwa 50 wepggefallen. Die zwei
umfangreichsten Familien, die Heptageniidae und die Baetidae, a_.:._.s_a_.. ._n—:
letzter Auflage der Limnofauna Europaea 75 resp. 57 Arten. Uber die Baetidae
liegt eine moderne Untersuchung vor. Zwar sind nicht alle Probleme der Taxo-
nomie der Baetidae geklirt, weitaus unbefriedegender ist aber die Situation der
Taxonomie der Heptageniidae. Die drei umfangreichsten Gattungen der :%ﬁ.
geniidae stellen Rhithrogena (28 Arten), Ecdyonurus (32 Arten) ::.a Heptagenia
(9 Arten) dar. Eines der am meisten verwendeten Merkmale bei n_amwb Gattun-
gen ist die Penisform. Vergleicht man die Darsteliung iiber Kopulationsorgane
der Heptageniidae bei verschiedenen Autoren wie THOMAS (1968, 1970),
SOWA (1969, 1970, 1971), GRANDI (1953, 1960), SINITSCHENKOWA
(1973), THOMAS und SOWA (1970), BOGOESCU (1958), BOGOESCU und
TABACARU (1962), LANDA (1969), UTHELYI (1959) und PUTHZ (1972),
so findet man oft zwischen Darstellungen identischer Taxa bei verschiedenen
Autoren groBere Unterschiede als zwischen Darstellungen verschiedener Taxa.
Der Grund fiir die genannte Situation liegt bei den Schwierigkeiten, denen man
gegeniber steht, wenn man mit dem Lichtmikroskop Gegenstinde cooc»o:.an
oder photographiert, deren Abmessungen in allen drei Dimensionen n:.t» gleich
groB sind. Diese Situation trifft fir die Kopulationsorgane der Heptageniidae zu.
Wir begegnen zwei Arten von Problemen:
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— Die Schiirfentiefe der optischen Einrichtungen fiir. die benétigten Vergrofie
rungsmaBstibe (50—100fach) ist nicht ausreichend.

— Die Objekte miissen mit Fliissigkeit bedeckt sein, sonst trocknen sie aus
was unerwiischte Ausfille durch Schrumpfung zur Folge hat. Es ist ferne:
umstindlich, die Objekte zu befestigen und Drehungen mit ihnen durchzu
fithren.

Diese Schwierigkeiten treten nicht auf, wenn die Objekte frei von Schrump-
fungen getrocknet, mit einer elektrisch leitenden Schicht bedampft und im Ra-
sterelektronenmikroskop betrachtet werden. Rasterelektronenmikroskope sind
aufierdem mit Probenhalterungen ausgeriistet, welche fast alle beliebigen Drehun-
gen der Proben zulassen, wodurch verschiedene Ansichten beobachtet werden
konnen. Auflerdem ist die photographische Aufzeichnung des Beobachteten
gut gelost. Die zeitraubende Arbeit der Anfertigung von Zeichnungen wird hier
drastisch reduziert: Es ist mdglich, von vier bis acht Objekten je vier Hauptan-
sichten pro Stunde aufzunehmen.

Wir haben vor, die europiischen Heptageniidae mit der beschriebenen Metho-
de zu untersuchen und begriiien es, wenn uns Material zur Verfiigung gestellt
wird.

Methodisches

Objekte, welche in den Proberaum des Rasterelektronenmikroskops gelangen, miissen
vorher von flichtigen Substanzen befreit und auBerdem mit einer geniigend diinnen, lei-
tenden Schicht versehen werden.

Unsere Objekte, ob frisch oder konserviert, enthalten Wasser, Alkohol oder sonstige
Flissigkeiten (flichtige Substanzen), welche im Vakuum des Proberaumes verdampfen
und Artefakte durch Schrumpfung verursachen. Hierzu kommt noch, daB das Vakuum-
system des Rasterelektronenmikroskops durch die abgegebenen Dampfe unnotig verschmutzt
wird. Die Kopulationsorgane der Heptageniidae enthalten neben chitinisierten Elementen
(Skleroten) weiche, proteinhaltige Gewebe. Die weichen Gewebe miissen fixiert werden,
bevor eine Trocknung vorgenommen wird.

1. Fixierung

Die Fixierung wurde nach den iiblichen Methoden mit Glutaraldehyd und anschlieBend
mit Osmiumtetroxyddampf vorgenommen. Dieser Teil der Priparation ist nicht kritisch,
und es wird auf die allgemein zugingliche einschligige Literatur hingewiesen.

2. Trocknung

Die Methode, welche bei den Kopulationsorganen die geringsten Artefakte verursachte,
war die kritische Trocknung mit GON. Die Balzers Hochvakuum AG in Liechtenstein bringt
Gerite in den Handel, mit welchen Trocknungen von kleinen Objekten durchgefihrt wes-
den koénnen. Die kritische Trocknung funktioniert nach folgendem Prinzip: Die fliichtigen
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Anteile der Proben werden dusch eine hydrophil-hydrophobe Reihe von Fliissigkeiten aus-

getauscht, deren kritische Temperatur und deren kritischer Druck nicht sehr hoch sind,

so daf die Probe in der Umgebung des kritischen Punktes nicht durch exueme Tempera-

turen beschidigt wird. Die Handhabung darf wegen des hohen Druckes nicht zu umstiindlich

sein. Am Anfang des Trocknungsprozesses liegt die Probe in einem geschlossenen Gefaft und

ist mit einer Fliissigkeit bedeckt. Zur Bedeckung wihlt man iiblicherweise nON. QON hat fol-

gende kritische Daten:

— Die kritische Temperatur liegt bei etwa 28° C, ist also fiir diese Priiparate gut verwend-
bar.

— Der kritische Druck betrigt nur etwa 80 atii, was bei der Ausfohrung der Gerite keine
besondere Schwierigkeiten verursacht.

Zu Anfang des Trocknungprozesses hat man normale Umgebunsgtemperatur. Ein gewis-
ser Uberdruck im GefdB ¢80 ati) ist notwendig, um OON bei der vorliegenden Temperatur
im flissigen Aggregatzustand zu halten. Erhoht man nun vorsichtig die Temperatur des OON
und der Probe, so wird etwa bei 28° C der kritische Punkt des QON erreicht. Beim kritischen
Punkt verschwindet die Phasengrenze zwischen den zwei Aggregatzustinden des nON. und
der Druck im Gefil steigt auf etwa 80 ati an. Da wir jetzt keine flilssig- gasformige Phasen-
grenze mehr im OON vorfinden, kann mit der eigentlichen Entgasung des Systems begonnen
werden. Die Schrumpfungsartefakte eines in der Entgasung befindlichen Objektes treten
namlich wegen Grenzflichenspannungen an der fliissig-gasformigen Phasengrenze auf. Nach
Erreichen des Umgebungsdrucks am Ende des Entgasungsprozesses dffnet man das Gefif
und findet die trockene Probe vor. Wir konnten 8 verschiedene Proben gleichzeitig trocknen.
Als hydrophil-hydrophobe Reihe dienten: Wasser, Alkohol, Azeton und OON.

3. Die Befestigung der trockenen Probe

Die trockenen Proben sind brichiger als Quarz. Sie miissen an den Probetellern des
Rasterelektronenmikroskops befestigt werden. Wir haben ein Gemisch aus den iiblichen Kleb-
stoffen, welche fiir die Priparation im Rasterelektronenmikroskop vosgeschlagen wurden,
so hergestellt, daB die Konsistenz des Klebstoffes nicht zu fliissig und nicht zu fest war.
Eine Vorschrift zu geben, ist nicht moglich; es sollen Versuche vorgenommen werden. Wir
legten einen etwa 1 mm grofen Tupfen vom hirtenden Klebstoff auf den gereinigten Pro-
beteller und applizierten die Probe mit Federn oder Haaren, deren Fibern geniigend fein
waren, in richtiger Position auf den Klebstoffleck. Nach erfolgter Hirtung des Klebstoffs ist
die Probe bereit fur die Bedampfung.

4. Die Bedampfung

Die Kopulationsorgane der Ephemeroptera weisen haufig Stellen mit kleinen Krimmungs-
radien, ie. enge Nuten, Ein- und Ausbuchtungen, auf. Diese Stellen miissen restlos mit
einer zusammenhingenden Schicht aus elektrisch leitendem Material (Graphit, Platin,
Iridium) bedampft werden. Ist diese Forderung nicht erfiillt, beschidigen die an der Probe
ankommenden Elektronen die Probe so stark, dafl eine Abbildung frei von Artefakten un-
moglich wird. Wir dampften Kohle und Plat.n unter 45° auf, wobei die Probe gedreht wur-
de. Es ist auch wichtig, da die Probe wihrend der Bedampfung durch Hitzeeinwirkung und
lonenitzung nicht beschidigt wird. Sind die Proben lickenlos bedampft, so konnen sie
3-4 mal im Rasterelekironenmikroskop untersucht werden.
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5. Das Rasterelektronenmikroskop

Alle handelsiiblichen Gerite sind geeignet, welche eine VergroSerung von 50-1000-
fach zulassen. Wir benutzten das Gerit Stereoscan der Fa.C.I. Die Aufnahmen wurden auf
Iiford Pan-F-Film aufgenommen, die Vergréferungen wurden auf Ilfospeed gemacht.

Resultate

Fiir die Hlustration der Methode wurden die Penisloben von Rhithrogena semi-
colorata (Fig. 1—4) und Ecdyonurus forcipula (Fig. 5—8) beniitzt. Rhithrogena
semicolorata ist in den alpinen und voralpinen, kalten und schneliflieBenden Ge-
wissern des europiischen Raumes weit verbreitet. Ecdyonurus forcipula kommt
in der genannten Region, als hiaufigste Ecdyonurus-Art, sogar bis auf 1600 m i.M.
von. E. forcipula wurde in vielen Studien im alpinen Raum mit E. venosus
verwechselt, welcher bei uns nicht festgestellt werden konnte. E. forcipula
kommt oft mit E. helveticus (Fig. 9) vor. Die E. forcipula-Exemplare, welche
iilber 1000 m .M. festgestellt werden, sind oft sehr dunkel gefirbt, wodurch
sie E. helveticus-dhnlich aussehen. Eine Verwechslung ist jedoch nicht méglich,
wenn die Penisloben betrachtet werden.

Artefakte treten wihrend der beschriebenen Priparation besonders dann auf,
wenn das Wasser nicht vollstindig gegen Azeton ausgetauscht wird. Am meisten
sind die Penisloben der Subimagines anfillig, und zwar wegen der relativ dicken
Membran, welche diese Formen bedeckt. Wir zeigen die Penisloben der Subima-
gines von Rhithrogena aurantiaca (Fig. 10) und Rhithrogena germanica (proviso-
risch) (Fig. 11). Rhithrogena germanica (provisorisch) wurde besonders hiufig
abweichend dargestellt (PUTHZ, 1972; LANDA, 1969; EATON, 1885; JACOB-
SON und BIANCHI, 1905; SOWA, 1971a). Die Form, welche hier gefunden
wurde, konnte mit keiner der zitierten Darstellungen identifiziert werden. Die
von uns untersuchten Tiere leben in den voralpinen Fliissen der Schweiz: Aare,
Emme, Saane. Die Fundstellen weisen nach den Untersuchungen von PERRET
(1977) Makroindex 1~3 auf. Die Eier zeigen kein retardiertes Wachstum, und
die Larven schliipfen in einem engen Zeitraum, bei iiblicher Witterung etwa
20.3-10.4. Die Larven schlipfen an ganz bestimmten Stellen der genannten
Flilsse, und obwohl sie zahlreich vorkommen, miissen die bevorzugten Stellen
gefunden werden, wenn man sie feststellen will. Diese Stellen weisen ein relativ
feines Substrat (Kies 1-10 cm Durchmesser) auf, sind maig durchstréomt, mit
einer 0,1—1 m tiefen Wasserschicht bedeckt und liegen bei 400—600 m .M.
Die bevorzugten Stellen von Rhithrogena germanica (provisorisch) sehen somit
den Stellen dhnlich, welche Forellen dieser Region als Laichstellen vorziehen.
Als die Verschmutzung der Aare zwischen Thun und Bern ihren Hohepunkt
erreichte (Mitte der 60er Jahre), verschwand die Art fast vollkommen. Nach
Inbetriebnahme der ortlichen Kliranlagen hat sich die Art vermehrt, und die ab-
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Fig. 1: Penisloben, dorsal, von Rhithrogena
semicolorata, 75tach vergroBert.

Fig. 2: Penislobus, ventral, von Rhithrogena
semicolorata, 225fach vergrofert.

Fig. 4: Penislobus, lateral, von Rhithrogena
semicolorata, 150fach vergrofert.

Fig. 3: Penislobus, apical, von Rhithrogena
semicolorata, 360fach vergroert.
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e I: Pennloben, dorsal, vor Ecdyonurus Iig. 6: Penislobus, venual, von Ecdyonurus

Jurcipula, 557ach vesgrobert. Jorcipula, 130fach vergréfsert,

Fig. 7: Penisloben, apical, von Ecdyonurus

Fig. 8: Penisloben, dorsal, Ausschnitt von d
Jorcipula, 70fach vergroBiert. ’

inneren Scleriten, von Ecdyonurus forcipu
340fach vergrofiert.

Fig. 9: Penislobus, dorsal, von Ecdyonurus
helveticus, 100tach vergrofert.

Iig. }1: Penisloben, ventral, von Rhithrogena
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gestorbenen Imagines stellen fir die wo:“:ou. die iiberwintem, wieder eine wich-
tige Nahrungsquelle dar. Die schliipfenden Subimagines werden erstaunlicher-
weise von den Forellen gemieden.

Wir bedanken uns bei den Hemen Professor Dr. F. Allemann und F. Zweili, Institut fir
Rasterelektronenmikroskopie der Universitit Bern, sowie bei den Hemren Professor Dr. P.
Sprumont und Dr. E. Stolic, Insitut fir Anatomie der Universitat Fribourg, fir die Unter-
stitzung der vorliegenden Arbeit.

Zusammenfassung

Firr die Klirung der Taxonomie der europiischen Heptageniidae (Insecta, Ephemeroptera)
wird ein neues Hilfsmittel vorgestelit: Die Rasterelektronenmikroskopie. Durch kritische
Trocknung wurden Priparate angefertigt, welche sich fir die Untersuchung mit dem Rastere-
lektronenmikroskop eignen. Zur Ilustration der Methode werden die Penisloben von Rhithro-
gena semicolorata, R. aurantiaca, R. germanica (provisorisch), Ecdyonurus forcipula und
E. helveticus dargestellt.

Summary

We present a new aid for the investigation of the taxonomic situation of the European
Heptageniidae (Insecta, Ephemeroptera): The scanning electron microscopy. The penis lo-
bes of the following insects were dried in critical CO, and observed with the scanning elec-
uon microscope: Rhithrogena semicolorata, R. aurantiaca, R. germanica (prov.), Ecdyonu-
rus forcipula, and E. helveticus.

Reésumé

Nous présentons une nouvelle méthode auxiliaire pour la recherche taxonomique des
Hepiageniidae (Insecta, Ephemeroptera) d’Europe: La microscopie a balayage. Par la métho-
de du séchage critique les lobes de penis des espéces suivantes ont été préparés et ensuite
observés et photographiés i 1'aide du microscope i balayage: Rhithrogena semicolorata, R.
aurantiaca, R. germanica (prov.), Ecdyonurus forcipula et E. helveticus. :

Literaturverzeichnis
BOGOESCU, C.: Fauna Republicii Populare Romine. Insecta, Ephemeroptera. Bucarest
1958.

— — ,und TABACARU, l.: Beitrige zur Kenntnis der Untersuchungsmerkmale zwischen

) den Gattungen Ecdyonurus und Heptagenia. Beitr. Entomol. 12, 273-291 (1962).

EATON, A.E.: A revisional monograph of recent Ephemeridae or mayflies. Trans. Linn.
Soc. London, Zool. 3, 229-281 (1885).

GRANDI, M.: Contributi allo studio degli Ephemeroidei ltaliani, XV1I Ecdyonuridae. Boll.
Ist. Entomol. Univ. Bologna 19, 307-386 (1953).

~ — : Fauna lwalia, Ephemeroidei. Bologna 1960.

JACOBSON, G.C., und BIANCHI, V.L.: Orthopteren und Pseudoorthopteren des Russi-
schen Reiches und angrenzender Linder. St. Petersburg 1905.

150

LANDA, V.: Fauna CSSR 18, lepice —~ Ephemeroptera. Prag 1969,

PERRET, P.: Zustand der schweizerischen Fliefgewisser in den Jahren 1974/1975. Bem
1977.

PUTHZ, V.: Eine neue Rhithrogena aus Siidosteuropa. Entomol. Mitt. Zool. Mus. Hamburg
4, 303-307 (1972).

SINITSCHENKOWA, N.D.: To the question about the knowledge of the genus Rhithrogena
Westnik Moskowskowo Uniwersiteta 3, 16-22 (1973). .

SOWA, R.: Rhithrogena degrangei sp.n. des Al angai i

.. pes frangaises. Bull. Acad. pol Sci. 17 563~

567 (1969). pol Se17. 363

-— m..: la-taxonomie de Rhithrogena semicolorata (CURTIS) et de quelques espéces
voisines d’Europe continentale. Rev. Suisse Zool. 77, 895-920 (1970).

-—= zgw. sur quelques Rhirthrogena de la collection Esben-Petersen et Ia redescription
de Rhithrogena germanica EATON. Bull. Acad. pol. Sci. 19, 485-492 (1971 a).

~~ 1 Note sur les deux espéces de la famille Heptageniidue des Carpathes polonaises.
Acta Hydrobiol. (Krakow) 13, 29—-41 (1971 b).

THOMAS, A.: Sur la taxonomie de quelques espéces d’Ecdyonurus du sud-ouest de la
France. Ann. Limnol. 4, 51-71 (1968 a).

= — ¢ Quelques Ecdyonurus et Rhithrogena européens de la collection Navis. Ann. Limnol
4, 209-218, (1968 b).

—— : Sur la taxonomie de deux Rhithrogena des Pyrénées. Ann. Limnol. 6 305-315
(1970). . ,

—— , et SOWA, R.: Ecdyonurus macani n.sp., espéce européenne voisine d'Ecdyonurus
torrentis KIMMINS. Ann. Limnol. 6, 75-85 (1970).

UJHELY], S.: Kérészek Ephemeroptera. Fauna Hungariae 49, 1-99 (1959).

151



