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Schweizerisches Tropeninstitut, Basel.

Papierchromatographischer Nachweis
verschiedener Zucker
und spektro-photometrische Bestimmung des
Glykogens in Extrakten von Glossinen,
Reduviiden und Ornithodorus moubata.

VYVon M. Wyss-HUBER, H. STRIEBEL, 1. WEIss und R. GEIGY *.

a) Nachweis von Zuckern.

WyarT (vgl. GEIGY et al., 1959) fiihrte quantitative Bestimmun-
gen von Trehalose und Glucose in Extrakten von ganzen Iliegen,
Diarmen und Speicheldriisen der Tsetsearten Glossina morsitans
und Glossina brevipalpis durch. Die im Vergleich zu andern In-
sekten (WyarT & KALF, 1957; HOWDEN & KILBY, 1956; EvANS
& DETHIER, 1957), wo Trehalose im Blut in Konzentrationen von
100—3000 mg/100 ml vorkommt, relativ niedrigen Werte von
maximal 19 mg Trehalose und 17 mg Glucose in 100 mg Gewebe
lieBen es wiinschenswert erscheinen, papierchromatographisch
dieselben Extrakte sowie vergleichsweise solche der Reduviiden
Rhodnius prolicus und Triactoma infestans und der Zecke Orni-
thodorus moubala auf das Vorkommen weiterer Zucker hin zu
untersuchen.

Fixierung des Untersuchungsmaterials.

Das Tsetsematerial (ganze Fliegen, isolierte Dirme und Spei-
cheldriisen) wurde lebendfrisch in Ifakara (Tanganyika) in 70%
Alkohol bei 70°C fixiert (GEIGY et al., 1959) und bis zur Unler-
suchung in Basel im Kiihlschrank bei 07 aufbewahrt.

Ornithodorus moubata-Nymphen und Adulttiere, sowie Rhod-
nius prolivus und Triatoma infestans stammen aus Zuchten des
Tropeninstituts Basel und wurden ebenfalls lebendfrisch in hei-
Bem 70% Alkohol fixiert.

Aufarbeitung der Extrakte.

Nach den Angaben von WyaTTt (GEIGY et al., 1959) wurden die
Gewebe oder zerschnittenen Insekten im Morser zerrieben, dann

* Diese Arbeit ist in dankenswerter Weise vom Schweizerischen National-
fonds dotiert worden.

Den Herren Professoren T.REICHSTEIN und C. GROB danken wir herzlich
dafiir, daf3 sie uns fiir diese Untersuchungen in der Organisch-chemischen An-
stalt der Universitiit Basel einen Arbeitsplatz zur Verfligung gestellt haben,
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bei 70° ¢ mit der Fixierungsfliissigkeit und anschlieBend 2mal
erneut mit 70% Alkohol extrahiert. Die alkoholischen LoOsungen
wurden vereinigt und im Vakuum bei 557 (. (Geigy et al., 1959)
eingedampft. Die Gewichte der Riickstiinde sind in Tab.3 an-
gegeben.

Vorversuche mit Galleria-, Mehlmotten- und Triatoma-Extrak-
ten ergaben im Pchr' eine iiber die ganze Laufstrecke verteilte,
den Nachweis mit Partridge-Reagens stark storende I'luoreszenz,
wenn die Riickstiinde der eingedampften Alkoholextrakte in Was-
ser gelost und direkt auf das Papier aufgetragen wurden. Zur voll-
stindigen Entfernung dieser fluoreszierenden Stoffe waren lx-
traktion mit Chf-Alk-(3:2) und Reinigung des rohen Zucker-
gemisches an Kohle-Celite-(1:1) notwendig.

Zur Reinigung der Extrakte mit Chf-Alk-(3:2) und mit Kohle-
Celite-(1:1) wurden folgende Vorversuche ausgefiihrt:

a) Ein Gemisch von je 10 y 1., M, S, G, IF und Ga wurde an einer
Siule von 1 g Kohle-Celite-(1:1) chromatographiert, um die Men-
gen der spiter eluierten Zucker mit denjenigen des Ausgangs-
gemisches zu vergleichen. Verwendet wurde Aktiv-Kohle Merck
pro analysi.

TABELLLE 1.
Chromatographie von je 10y L, M, S, G, F, Ga an 1 g Kohle-Celite-(1:1).

eluiert mit im Pehr gefundene Zucker

HmlW e

H>ml 7.5% Alk G, Ga, I

aoml 159 Alk 1., M, S, Spuren von Ga und G
5ml 30% Alk Spuren von L

Wie Tab. 1 zeigt, wurden die Monosaccharide in der 7,5%-Al-
kohol-Fraktion, die Disaccharide praktisch vollstindig in der
15% -I‘raktion gefunden. Bei 30% Alk zeigt das Pchr nur noch
einen mit Partridge-Reagens kaum sichtbaren Fleck von L (weni-
ger als 1 y).

In einem zweiten Vorversuch wurde nunmehr Mehlmotten-Rau-
pen-Lixtrakt unter Beigabe eines analogen Zuckergemisches zuerst
mit Chf-Alk-(3:2) extrahiert und dann an Kohle-Celite chromato-
graphiert, um festzustellen, ob die fluoreszierenden Stoffe zurtick-
gehalten werden. Man ging folgendermaBien vor:

! Verwendele Abkiirzungen: Alk = Aethylalkohol, Bu = n-Butanol, Chf =

Chloroform, Dmf == Dimethylformamid, Me = Methanol, W = Wasser, A —
Arabinose, I = Fructose, G = Glucose, Ga = Galactose, . = Lactose, M =

Maltose, S = Saccharose, T = Trehalose. Pchr = Papierchromatogramm.
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b) Zu 11,0 mg Alkohol-Extrakt von Mehlmotten-Raupen (ent-
sprechend 200 mg Raupen-Frischgewicht) wurden je 5 y G, Ga, I,
L, M, S, T zugesetzt. Das Gemisch wurde in 0,4 ml 5% Na,SO,-
Losung gelost und Smal mit 1,6 ml Chf-Alk-(3:2) extrahiert. Die
Chf-Alk-Losungen wurden mit 0,4 ml Na,SO,-L.osung gewaschen.
Die vereinigten Chf-Alk-Losungen wurden eingedampft; Ge-
wicht = 5,2 mg. In den wifirigen Liésungen wurde das Na,SO,
durch Zugabe der gleichen Menge Alk ausgefillt. Die liberstehende
Losung wurde abgegossen, der Na,SO,-Niederschlag noch 2mal in
W gelost und erneut mit Alk ausgefillt. Die alkoholischen Losun-
gen wurden vereinigt und im Vakuum eingedampft. Gewicht —
12,1 mg. Dieser Riickstand enthielt immer noch einen Teil der
fluoreszierenden, storenden Stoffe. Er wurde in wenig W gelost
und auf eine Sdule von der 40fachen Menge Kohle-Celite-(1:1) auf-
getragen.

TABELLE 2.

Chromatographie von 12,1 mg rohem Zuckergemisch an 0,5 g Kohle-Celite-(1:1).

eluiert mit (Grewicht
10 ml W 8,4 mg
10ml 7,50% Alk 0.4 mg
10ml 15% Alk 0,8 mg

Die I'raktionen wurden vereinigt und quantitativ auf ein Pchr
tibertragen. I'ntwicklung im System Dmf-Bu-W-(1:4:1), 24 h. Wie
in einer fritheren Publikation (Wyss-HUBER et al., 1960) ausfiihr-
lich beschrieben, wurde die Zone der Monosaccharide mit Par-
tridge bespriiht und G, Ga und F nachgewiesen. Die Disaccharide
wurden aus dem Papier extrahiert, mit Trehalase behandelt und
anschlieBend im Pchr aus T entstandene G sowie L, S, M nach
Besprithen mit Partridge-H,PO,-Reagens (Partridge-Reagens mit
6% siruposer H,PO,) gefunden.

Die Vorversuche a) und b) zeigten, dal mit Reinigung der
Alkohol-Extrakte an IKohle-Celite-(1:1) nach vorausgegangener
Extraktion mit Chf-Alk-(3:2) eine gute Abtrennung der fluores-
zierenden Verunreinigungen erhalten wird. In Mengen von 5y
zugesetzte Zucker waren anschlieBend im Pchr sehr gut fest-
stellbar.

Die Riickstinde der alkoholischen Insektenextrakte wurden in
den in Tab. 3 angegebenen Mengen 5% Na,SO,-Losung aufge-
nommen und 6—8mal mit der vierfachen Menge Chf-Alk-(3:2)
extrahiert. Die Chf-Alk-(3:2)-Losungen wurden mit einer zweiten,
gleichen Menge Na,SO,-Losung gewaschen. Um bei den kleinen



TABELLE 3.

gelost Chi- rohes Chromatogr. [1.Pchr. |fermen-[2.Pchr,
Tierart Anzahl Organ I'risch- Alk. Extr. |in xml| Alk- [Zucker-| an Kohle- Mono- | tiertes [ Disac-
gewicht 5% (3:2) [gemisch| Celite- (1:1) sac- |Zucker-|charide
Na,50,- Extr, Fraktionen |charide|gemisch| + G
mg mg Losung| 4 mg in mg mg aus T
G 256 | total 5740 407,6 B} 280,8| 105,56 W 57,5
MOors. I 159, 15,3 | G,A 39 G
309, 8,2 7,5 |G
G. 53 | total 1260 58.3 1 23,7 67,1 W 60,4
mors. [T 15 %, 3.3 1G,A)| 1,8 |G
309, 3,0 1,1 |G
G. 128 | Darm* 270~ 23.8 1 21,4 32,7 W 29,7
mors. 159, 1,2 | G,A 2,0 | G,S
30 9% 0,5 1,9 |-
G. 764 | Darm 1434+ 95,4 2 45,1 64,2 W 51,8
mors. 15 9%, 2,5 | G,A 2,2 | G,(85)
309, 2.4 2,0 |G
G. 7380 | Spdr.* 66+ 46,8 1 9.8 50,9 W 46,3
mors. 159, 0,3 | G,A 1,4 | G,S
309, 0,2 1,6 | G
G. 3474 | Spdr. 336+ 305,7 1,5 66,4 121,0| W 106,2
mors. 1594 2,7 | G,A 2,1 | G,S
0%, 1.6 1,5 | -
G. 59 | Darm* 336+ 36,6 1,5 27,91 81,7 W 73,1
brev. 159 1.1 | G,A 2,1 | G,S
3094 0,2 1,2 | G
G. 40 | Darm 186+ 14,2 1 15,4 27,9 W 24,7
brev. 159 0,2 | G,A 1,8 | G,S
30 9% 0,2 1,2 | (G)
G. 59 | Spdr.* 18+ 7,0 1,5 7,10 23,9 W 17,9
brev. 99 | Spdr. 30 6,2 1584 0,1 ] G,A 2,1 |G,S
309 0.1 1,2 | G
0. moub. 650 | total 5040 229,2 5 95,2 75,8 W 48,1
Nymphen 159, 4.8 | G 3,2 |G
30% 2,0
O. moub.| 710 | total 15190 7512 5] 263,50 125,4| W 72,4
adult 159% 6,2 [G,FF? ] 2,1 |-
309, 3.1 |G 2,8 |G
309, 4,2 | - 24 |-
60 9, 2,8 |-
RRh. prol. 32 | total 2290 353.3 1,6 | 235,9( 40,0 W 18,4
adult ohne fix. 159, 3,2 | G,F? 2,1 |G
Darm 309 18,4
Rh. prol. | 19 | total 290 334 | 2 26,2| 11,4 W 1,0
Nymphen 159 0,1 | G,F? 0,6 | G
-~ Larven 309, 0,2
Rh. prol. 43 | Darm 576,8 86,6 2 47,5 19,7 W 6,3
adult 15 9% 28 |G 2,0 |G,8?
309 1,0
Triatoma 19 | Darm 549,2 69,3 2 46,5 17,8| W 3,0
infestans 159 0,2 | G,F? 1,9 | G
30 9% 0,7
* — fixiert mit Zusatz von einigen Tropfen NH; zum 70 ¢, Alkohol
+ = berechnet: fix. Gew. = 1,20 = Frischgewicht
Pchr: Whatman No. 1; System: Dmf{-Bu-W-(1:4:1), 36 h
Acta Tropica 18,1, 1961 4
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Substanzmengen Verluste moglichst weitgehend zu vermeiden,
erwies es sich als giinstig, die Na,SO,-Losungen in Zentrifugen-
glisern mit der Chf-Alk-(3:2)-Losung wihrend 3 Min. gut zu
mischen und anschlieBend durch Zentrifugieren eine saubere
Trennung der beiden Schichten zu erlangen. Die Cht-Alk-Losun-
gen wurden jeweils mit einer feinen Pipette sorgfiltig abgesaugt,
vereinigt und im Vakuum eingedampft; Gewichte der Riickstinde
in Tab.3 [Chf-Alk-(3:2)-Extrakt]. Zur Na,SO,-Lisung (Zucker-
lésung und Waschlosung) wurde das gleiche Volumen Alk zuge-
geben und der Na,SO, -Niederschlag abzentrifugiert. Nach Abgie-
Ben der {iberstehenden Losung wurde er noch 2mal in Wasser ge-
16st und jeweils erneut mit Alkohol ausgefiillt. Die vereinigten
alkoholischen Loésungen wurden im Vakuum eingedampft; Ge-
wicht der Riickstinde in Tab. 3 (rohes Zuckergemisch). Na,SO,
konnte meist nicht vollstindig entfernt werden, was die relativ
hohen Gewichte erklart.

Zur weitern Reinigung wurden die rohen Zuckergemische wie
im Vorversuch an der 40fachen Menge Kohle-Celite-(1:1) chroma-
tographiert und mit W, Alk 15% und Alk 30% in je der Hfachen
Menge des Kohlegemisches eluiert.

Tab. 3 gibt die Gewichte der einzelnen I‘raktionen. Die Wasser-
Fraktion wurde nicht weiter untersucht, da sie in Vorversuch a)
keine Zucker enthielt. In der 15% Alk-Fraktion war nach den Er-
gebnissen dieses Versuches die Hauptmenge der Zucker zu er-
warten. Diese Fraktion wurde nach Eindampfen und Losen in
0,005 ml Me meist quantitativ auf ein Pchr {ibertragen und 24 bis
36 h im System Dmf-Bu-W-(1:4:1) entwickelt *. Wie in einer frii-
heren Arbeit ausfiihrlich beschrieben (Wyss-HUBER el al., 1960),
wurde die an Hand von in den Randstreifen des Pchr mitgelaufe-
nen Kontrollzuckern bestimmte Monosaccharidzone mit Partridge-
Reagens entwickelt. Die Disaccharide wurden aus dem Papier ex-
trahiert und mit Trehalase fermentiert. Fermentierungslosung:
0,03 ml Trehalase aus Galleria-Raupen (KALF & RIEDER, 1958),
0,12 ml 0,1 M Acetatpuffer (pH 5.5); Dauer der IFermentierung:
12 h bei 37° C. Im Gegensatz zur friither veroffentlichten Melhode
wurde das Zuckergemisch nach Ausfiallung des FFermentes durch
Zugabe des Sfachen Volumens Alk nicht direkt auf ein zweites
Pchr iibertragen. Mit dem Galleria-Ferment wurden dem gereinig-
ten Extrakt wiederum in geringer Menge fluoreszierende Verun-
reinigungen zugesetzt. Um diese zu entfernen, wurde das fermen-

2 In einzelnen Filllen (G. mors. total 11, G. mors. Darm und Speicheldriisen)
wurden 2 Pchr laufen gelassen; bei G. mors. total 11 im eben genannten System,
bei den beiden andern Extrakten im System Bu-Essigsiure-W-(4:1:5, org.
Phase).
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tierte Zuckergemisch (Gewicht in Tab. 3) nach Ausfillung des
FFermentes in der iiblichen Weise erneut an der 40fachen Menge
Kohle-Celite-(1:1) chromatographiert. Zur Herstellung sehr klei-
ner Kohle-Celite-Siaulen (24—128 mg) wurden Trichter mit mog-
lichst engem Hals von 2—3 mm @ verwendet. Uber einem Watte-
propfen wurde das Kohle-Celite-Gemisch in den Trichterhals ein-
gefiillt. Kluiert wurde wiederum mit je der 5Sfachen Menge des
Kohle-Celite-Gemisches von W, Alk 15% und Alk 30%. Die 15%-
Fraktion wurde eingedampft, in 0,005 ml Me gelost und quantita-
tiv auf ein Pchr iibertragen. Iintwicklung des Pchr im System
Dmf-Bu-W-(1:4:1), 24—36 h. Mit Partridge-Reagens, dem 6%
sirupiose H,PO, zugesetzt worden war (vgl. Wyss-HUBER et al.,
1960), wurden auf diesem Pchr aus T bei der Fermentierung ent-
standene G sowie die tibrigen Disaccharide nachgewiesen.

Die 30% -Fraktion des ersten Kohle-Celite-(1:1)-Chromatogram-
mes wurde direkt fermentiert, da in ihr nach den Resultaten von
Vorversuch a) keine Monosaccharide mehr zu erwarten waren.
Wie oben wurde das fermentierte Gemisch (Gewicht in Tab. 3) an
Kohle-Celite-(1:1) gereinigt und die dabei gewonnene 15% Alk-
Fraktion in derselben Weise im Pchr mit Partridge-H PO -Reagens
untersucht.

Resultate.

Alle Glossinen-Extrakte enthalten G und ein zweites Mono-
saccharid, das im System Dmf-Bu-W-(1:4:1) sowie in Bu-Iissig-
siure-W-(4:1:5, organische Phase) die gleiche Laufstrecke zeigt
wie Arabinose. Mit Partridge-Reagens ohne H.,PO, -Zusatz gibt
dieser Zucker die fiir Aldopentosen charakteristisch rotbraune
“arbung und Fluoreszenz (PARTRIDGE, 1949) in derselben Weise
wie authentische A. Die 3 andern Aldopentosen (Ribose, Xylose
und Lyxose) laufen in beiden Systemen deutlich weiter als A.
A dirfte in mindestens denselben, wenn nicht in hoheren Kon-
zentrationen als G in den Extrakten vorhanden sein, da der ent-
sprechende I'leck im Pchr immer gleich deutlich oder sogar inten-
siver war als derjenige von G. In Versuchen mit reinen Zuckern
war die Partridge-Reaktion fiir A gleich empfindlich wie fir G
(0,5 y G und A sind noch deutlich nachzuweisen).

Alle Glossinen-Extrakte enthielten T, die im zweiten Pchr nach
der Fermentierung mit Trehalase als G eindeutig festzustellen war.
In allen Glossinen-Organ-Extrakten tritt ferner ein Zucker auf,
der in beiden Systemen (Dmf-Bu-W-(1:4:1) und Bu-IEssigsiure-W-
(4:1:5, organische Phase) im Pchr gleich weit Liuft wie Saccharose
und mit Partridge-H, PO, ebenfalls deutlich positiv reagiert.
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In den Extrakten von ganzen Glossinen waren G, A und T zu
finden. Im Vergleich zu den relativ grolen Mengen Ausgangs-
material fielen jedoch die Zuckerreaktionen im Pchr schwiicher
aus als bei Organextrakten. S war in Extrakten von ganzen Flie-
gen iiberhaupt nicht festzustellen. Dies kénnte durch eine un-
gentigende IFixierung dieser Priaparate bedingt sein, obschon auch
diese Tiere lebendfrisch in heien 70% Alkohol hinein zerschnit-
ten wurden.

Versuche mit Totalextrakten von Ornithodorus moubata-Adult-
tieren und -Nymphen, von Rhodnius prolixus-Adulttieren und
-Nymphen sowie mit Darmextrakien von Rhodnius prolizus und
Triatoma infestans ergaben als interessantes Resultat, daB nicht
nur in den beiden Heteroptera, sondern auch in den Zecken T vor-
kommt. In allen Extrakten wurde G gefunden, in einzelnen
(O. moubata adult, Rh. prolixus Totalextrakt, Rh. prolixus und
T. infestans Darm) ein Zucker, der mit Partridge-Reagens nur sehr
schwach reagierte und eine gleiche Laufstrecke wie I zeigte.

Diskussion.

Der Vergleich der Glossinen-Priparate mit allen iibrigen Ix-
trakten zeigt, dafl einzig in der Tsetsefliege ein Zucker zu finden
ist, der nach Laufstrecke im Pchr in 2 verschiedenen Systemen
sowie nach der Reaktion mit Partridge-Reagens mit A identisch
sein diirfte. In der Literatur konnte einzig in der Arbeit von SISA-
KIAN & WEINOWA (1958) ein Hinweis auf das Vorkommen von A
in Insekten gefunden werden. Die beiden russischen Autoren iso-
lierten aus Coelomfliissigkeit von Puppen des Seidenspinners Bomn-
byx mori einen Komplex, den sie in zwei Fraktionen aufteilten.
Die eine davon enthilt verschiedene Aminosiuren sowie G, Man-
nose und A neben einem nicht identifizierten Kohlehydrat mit Ry
— 0,09, GALUN und FRAENKEL (1957) fanden bei Aedes aegypli,
Sarcophaga bullata und Musca domestica in Uberlebensversuchen,
daB A fir diese Insekten keinen Nihrwert besitzt und dal sie,
neben andern Zuckern, auf Musca domestica eine Repellent-Wir-
kung ausiibt und auch toxische Liffekte zeigt.

Moglicherweise erklirt das Vorhandensein von A in den Glos-
sinen-Extrakten in schiatzungsweise recht hohen Mengen, daf} die
von WYATT (vgl. GEIGY et al., 1959) gefundenen Werte fiir T und
(z, im Verhiiltnis zu an anderen Insekten gewonnenen Resultaten,
sehr niedrig liegen.

s wird notwendig sein, die papierchromatographisch festge-
stellten Zucker A, G, T und S quantitativ zu bestimmen, sowie eine
mogliche Beeinflussung der in Kultur gehaltenen Trypanosomen
durch A, wie sie durch T ausgeiibl wird, zu untersuchen.
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b) Bestimmung des Glykogens.

Da WyarT (vgl. GEIGY et al.,, 1959) bei seinen quantitativen
Bestimmungen von T und G in den Geweben der Tsetsefliege nur
geringe Mengen dieser Zucker vorfand, stellte sich unter anderm
auch die Frage, ob moglicherweise Glykogen das wichtigste und
am meisten vorkommende Kohlehydrat in den Glossinen dar-
stellt. Dies wurde nun im Zusammenhang mit dem papierchro-
matographischen Nachweis der verschiedenen Zucker mittels
spektro-photometrischer Bestimmungen abgeklart.

Aufarbeitung des Materials.

Das fiir den Zuckernachweis verwendete Material diente nach
der dreimaligen IKxtraktion mit heiBem 70% Alkohol auch fiir den
Glykogennachweis. Vorerst wurden die Gewebe ein viertes Mal
mit 70% Alkohol extrahiert. Dieser Extrakt wurde darautf im
Vakuum auf 1,5 ml bzw. bei geringen Gewebemengen auf 0,75 ml
eingeengt und anschlieBend mit Hilfe der Anthron-Reaktion nach
KAaHAN (1953) auf noch evtl. vorhandene Zucker untersucht (vgl.
auch Morris, 1948). In samtlichen Fillen zeigte sich, dall die
Zucker in den vorangegangenen 3 Extraktionen quantitativ aus
den Geweben entfernt worden waren, da der 4. Extrakt mit dem
Anthron-Nachweis keinerlei Farbreaktion ergab. Somit war bei
der nachfolgenden Glykogenbestimmung zu erwarten, dall die
Farbreaktionen mit dem Anthron-Reagens nur vom Glykogen her-
rithrten und die Resultate nicht durch unvollstindig entfernte
Zucker verfilscht werden konnten.

Nach diesem Vorversuch wurden die Gewebe oder die zerriebe-
nen ganzen Insekten nach der Methode von KAHAN mit b%iger
Trichloressigsiiure extrahiert, wobei pro 200 mg Gewebe 1 ml ver-
wendet wurde (bei ganz kleinen Mengen jedoch nur 0.5 ml). Zur
Entfernung von EiweiBspuren oder phosphorylierten Zwischen-
produkten wurden pro 1 ml Iixtrakt 0,2 ml 0,3 N Ba(OH), zuge-
setzt und anschlieBend zentrifugiert. Noch vorhandenes Ba™*™
wurde aus der iiberstehenden Losung mit 0,3 ml 5% ZnSO, aus-
gefallt und der entstandene Niederschlag wiederum durch Zentri-
fugieren entfernt. Durch dieses Vorgehen wurde ein Extrakt er-
halten, dessen Volumen 1,5 ml oder ein ganzzahliges Mehrfaches
davon betrug. Dadurch wurden die Anthron-Reaktion und die
nachherige Berechnung des Glykogengehaltes sehr vereinfacht,
da nach der Vorschrift von KAHAN genau 1,5 ml Fliissigkeit fiir die
Anthron-Reaktion bendétigt werden,

Bei den weitern Untersuchungen wurden von den Extrakten je
1,5 ml (bei geringen Gewebemengen 0,75 ml) mit 0,5 ml (0,25 ml)
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Anthron-Reagens (2% Anthron in IEssigsiurcaethylester) versetzl
und anschlieBend aus einer graduierten Biirette 6 ml conc. Schwe-
felsiure zugetropft, wobei der IExtrakt mit dem Anthron-Reagens
dauernd geschiittelt wurde. Is muBlte darauf geachtet werden, daf}
dieser Schritt immer gleichartig ausgefiihrt wurde, da dies nach
KAHAN fiir die Uniformitit der Reaktion aullerordentlich wichtig
ist. Nach der vollstindigen Durchmischung von Extrakt und
Schwefelsiure wurde withrend 3 Min. auf dem kochenden Wasser-
bad erwarmt. Nach 15 Min. konnte die resultierende IFarbe im
Spekiro-Photometer gegeniiber einer Cuvette, enthaltend 1,5 ml
5% Trichloressigsdure, 0,5 ml Anthron-Reagens und 6 ml conc.
H,SO, bei einer Wellenlange von 625 my abgelesen werden. Mil
Hilfe der Eichkurve, die durch bekannte Glykogenlosungen er-
halten und halblogarithmisch aufgezeichnet worden war, liefen
sich die Glykogenmengen in den Extrakten bestimmen.

Stand mehr als 1,5 ml Extrakt zur Verfiigung, so wurde der
Rest, der immer ein ganzzahliges Vielfaches von 1,5 ml befrug,
auf 1,5 ml eingeengt und damit anschlieBend eine zweite Anthron-
Reaktion durchgefiihrt und die Konzentration von Glykogen be-
stimmt. So ergab sich bei Gewebemengen iiber 200 mg eine Kon-
trollmoglichkeit, welche die ersten Resultate bestitigte.

Resultate.

Alle untersuchten Gewebe enthielten mehr oder weniger Glyko-
gen, Beim Glossinen-Material wurden nur kleine Mengen von Gly-
kogen gefunden, und zwar im allgemeinen rund 2 mg/100 g Ge-
webe. Eine einzige Ausnahme bildeten isolierte Dirme von G. bre-
vipalpis. Dieses Material enthielt 6,45 mg Glykogen pro 100 g
Gewebe (Tab. 4). Es scheint deshalb, dal das Glykogen wohl in
der ganzen Tsetsefliege verteilt in sehr geringen Mengen vor-
kommt, daBf aber keine eigentlichen Speicherorgane bestehen.

I'ir die Reduviiden liegen die Verhiltnisse anders. Sowohl
Rhodnius als auch Triatoma zeigen im Darm stark erhohte Gly-
kogenkonzentrationen von 17,34 mg bzw. 20,76 mg pro 100 g Ge-
webe. Der Extrakt von ganzen Rhodnius, denen jedoch der Darm
entfernt worden war, ergab einen Glykogengehalt von nur 0,93 mg
pro 100 g Gewebe. Demnach diirfte das Glykogen bei Rhodnius
hauptsichlich im Darm gespeichert sein. Bei Triafoma ist dies
weniger ausgepriigt, da Tiere ohne Darm immerhin noch 8.86
mg/100 g Gewebe enthalten.

Bei der Zecke Ornithodorus moubata wurden nur ganze Tiere
untersucht. Fiir adulte Tiere und fiir Nymphen war der Glykogen-
gehalt derselbe. Er entspricht mit 7,31 mg/100 g Gewebe bzw.
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(:lykogenkon:zentration in den verschiedenen Geweben.

TABELLE 4.

1]

Tierart

Urgan

Anzahl

Frischgewicht

Glykogen in
mg/100 g

mg Gewebe
G. mors. total 1 256 5740 1,50
G. mors. total 11 53 1260 2,86
G. mors. Darm?* 128 270~ 1,85
G. mors. Darm 764 1434+ 2,09
G. mors. Spdr.* 780 66~ 2.27
G. mors. Spdr. 3474 336+ 2,53
G. brev. Darm* 59 336° 2,50
G. brev. [Darm 40 186+ 6,45
G. brev. Spdr. 59 15 2,22
O. moub. total 650 5040 7,34
Nymphen
0. moub. total 710 15190 7,31
Adult
Rhod. prol. total 32 2290 0,93
Adult ohne Darm fix.
Rhod. prol. total 19 290 6,90
Nymphen-+ Larven
Rhod. prol. Darm 43 576,8 17,34
Adult
Triatoma infestans total 21 4302 8,86

ohne Darm

Triatoma infestans Darm 19 549 20,76

* = fixiert mit Zusatz von einigen Tropfen NH, zum 70 9; Alkohol
* = berechnet: fix. Gew.

= 1,20 = Frischgewicht



56 ActaTrop. XVIII, 1, 1961 — Med. Entomologie

7,34 mg/100 g Gewebe demjenigen von Rhodnius-Nymphen (Ta-
belle 4).

Diskussion.

Der Vergleich der Glossinen-Priaparate mit allen iibrigen Ex-
trakten zeigt fiir die Tsetsefliegen einen geringen Glykogengehalt.
Da zudem WyarT (GEIGY et al.,, 1959) verhiltnisméBig nur sehr
wenig Glukose und Trehalose in Glossinen gefunden hat, anderer-
seits aber Arabinose in relativ groBen Mengen vorzukommen
scheint, stellt sich die Frage, ob der Kohlehydratstoffwechsel der
Glossinen von demjenigen anderer Insekten wesentlich abweicht,
da ja Arabinose eine Aldopentose darstellt. Jedenfalls hat sich
die Vermutung WYATTs nicht bestitigt, wonach Glykogen das
wichtigste Kohlehydrat im Stoffwechsel der Tsetsefliege darstellen
konnte.

Im Folgenden wird es notwendig sein, die Wirkung von Gly-
kogen, Arabinose und Trehalose auf Kultur-Trypanosomen ein-
zeln und kombiniert zu priifen.
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Acta XLIII, 1010-1013.
Résumé.
En utilisant la chromatographie sur papier, on a trouvé, dans les extraits
de mouches tsétsé entiéres, ainsi que dans des extraits d’intestins et de glandes
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salivaires isolés des especes (lossina morsitans et Glossina brevipalpis, deux
saccharides : la tréhalose et le glucose. Par ailleurs, on a décelé la présence de
deux autres sucres, probablement identiques a I'arabinose et au saccharose.
Dans les extraits d’Ornithodorus moubata, de Rhodnius prolixus et de Triatoma
infestans, on a également démonitré la présence de tréhalose, de glucose et
probablement de fructose, par contre, on n'a jamais trouvé ni d’arabinose, ni
de saccharose.

Apres extraction des différents sucres, on a utilisé le méme matériel pour
déterminer par voie spectro-photométrique la concentration de glycogéne dans
les tissus. Ces mesures quantitatives ont donné, pour tout le matériel des mou-
ches tsétsé, des quantités minimes de glycogéne, soit en moyenne 2 mg pour
100 g de tissu. Par contre, chez Ornithodorus moubata, Rhodnius prolivus et
T'riatoma infestans, on trouve des quantités de glvcogene plus élevées. Chez
les deux espéces de Réduvides, le glycogene s’accumule probablement dans 'in-
testin. On constate en effet que les insectes privés d’intestin contiennent beau-
coup moins de glycogéne que les individus complets, alors que, dans les in-
testins isolés de Rhodnius prolixus et Triatoma infestans, on trouve beaucoup
plus de glvcogene que dans les insectes entiers.

Suminary.

Extracts of whole tsetse-flies as well as of isolated guts and salivary glands
were tested by paperchromatography for sugars. In the species of Glossina
morsitans and Glossina brevipalpis four saccharides, namely trehalose, saccha-
rose, glucose and arabinose were found. In the extracts of Ornithodorus mou-
bata, Rhodnius prolivus and Triatoma infestans studied with the same methods
the presence of trehalose, glucose and probably of fructose could be demon-
strated but no traces of arabinose or saccharose were found in any of these
species.

After elimination of the different sugars, the same material was used to
determine the concentration of glycogen spectro-photometrically. This quan-
titative method showed that the glycogen content of the entire tsetse-fly material
was very low, on the average 2 mg per 100 g of tissue, while the amount of
glycogen found in Ornithodorus moubata, Rhodnius prolixus and Triatoma in-
festans was always much higher. In the case of the two species of reduviid
bugs studied, the intestine seems to accumulate glycogen: the amount found in
isolated guts was very much higher than that found in entire animals. Whole
insects on the other hand show a higher glycogen content than specimens with-
out gut.
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