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AUSAMMENFASSUNG

Insekten sind eine der erfolgreichsten Tiergruppen der Erde, die nahezu jede skbéoglische
besiedeln. Trotz ihrer relativ einfach aufgebauten Nervensysteme und der begrenzten Anzahl

Nervenzellen, verfligen sie dennoch lber erstaunliche Navigationsfahigkeiten.

Um in bekannten und unbekannten Umgebungen zu navigieren, ist es erfonddié eigene
Bewegungsrichtung im Raum zu kennen. Dies erfordert das Abgleichen von externeratfiofoem
wie dem Sonnenstand mit selbsterzeugten Signalen wie dem optischen Fluss imd¥lliguafd Das
Gehirnareal, das fur die Navigation zustandig ist, wird als Zentralkomplex bezeichnet. DieseittAbschn
des Gehirns wurde bei verschiedenen Spezies besonders eingehend erforscht.

In dieser Doktorarbeit werden die Neurone des Zentralkomplexes der nachtaktiven Madeiraschabe
Rhyparobia maderaekatalogisiert Projekt 1l und IlJ sowie das Gehirn und damit deren
Projektionsgebiete definiert und analysieRrpjekt ).

Insekten verfligen Uber ein Strickleiternervensystem, deren vordere Ganglien zu einem Gehirn
verschmolzen sind. Dieses ist in drei Abschnitte unterteilt: Trito- Deuto- wtdderebrum. Jeder
Abschnitt besteht aus verschiedenen voneinander abgrenzbaren Gehirnarealen, sogenannten
Neuropilen.Kapitel 1beschaftigt sich mit dem Aufbau des gesamten Gehirns der Séhainaderae
und reiht sich damit in eine kleine Gruppe vollstandig rekonstruierter Insekténte ein. Mithilfe von
Fasertrakten, Kommissuren und unterschiedlichen Antikdrperfarbungen wurden die Greaeen d
einzelnen Neuropile definiert und mit anderen bereits bestehenden Atlanten von Insektengehi
verglichen.

Eine Neuropilgruppe, welche bei verschiedenen Spezies besonders intensiv untersucht sturde, i
der Zentralkomplex. Er liegt mittig im Gehirn und besteht aus vier verschiedenen MNenorager
Protocerebralbriicke, der oberen und unteren Einheit des Zentralkdrpers und den paarigen Nedul
Zentralkomplex gilt als Navigationszentrum des Insektengehirns und verarbeitet Infoneratider
die Windrichtung, den optischen Fluss, Himmelskompasssignale wie den Stand der Sonne,
olfaktorische Reize und taktile Reize. Nachgeschaltete absteigende Neurone gleicherdiglann
Bewegung des Tieres an die Zielrichtung an. Der interne Aufbau des Zentralkomplededereits
in verschiedenen Insektenarten untersucht. Es zeigt sich eine konservierte Unterteilung i
verschiedene Neuronentypen, deren regelmaliges Verzweigungsmuster die interne Struktur des
Zentralkomplexes bildet. Um den genauen Informationsfluss innerhalb des Zentragh@sptu
verstehen und die Verarbeitung der verschiedenen Informationen zwischen unterschiedlichen
Insektenarten vergleichen zu kdnnen, ist eine detaillierte Charakterisierung der ein2édneonen

des Zentralkomplexes notwendig.
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In Kapitel 2 lag der Fokus auf der internen Organisation des Zentralkomplexes der SRhabe
maderae Projekt Il beschaftigte sich mit den pontinen und kolumnaren Neuronen, die dureh ihr
regelmafigen Verzweigungsmuster die Zentralkomplexneuropile in horizontale Schichten und
vertikale Kolumnen unterteilen. Ein Katalog der tangentialen Zentralkomplexneurone imRrdgekt
Il realisiert, sodass eine ndhere Unterteilung der einzelnen Zentralkomplexneuropilemagr.
AuRerdem konnten die verschiedenen Eingangs- und Ausgangsareale des Zentralkomplettes mi
des Neuronenkatalogs analysiert werden. Der in Projekt | erstellte Gehirnatlas sowie gkt P

untersuchten Neurone sind Teil einer frei zugénglichen Datenbamkv(insectbraindb.or)y von

Insektengehirnen.

Der Katalog von kolumnéaren, pontinen sowie tangentialen Zentralkomplexneuronen soll zukinftig
als Grundlage fir physiologische Untersuchungen dienen, um die Verarbeitung sensorischer
Informationen im Schabengehirn besser zu verstehen und mit den Daten anderer Insektenzpezi

vergleichen.


http://www.insectbraindb.org/
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ABSTRACT

Insects are one of the most successful animal groups on earth, colonizing aveogtecological
niche. Despite their relatively simple nervous systems and limited nuofbearve cells, they still have

remarkable navigational abilities.

In order to navigate in familiar and unknown environments, it is necessary to Kno [ ewn
current heading in space. This requires the comparison of external cues such as the pbdsit®sun
with self-generated cues such as the optic flow during locomotion. The brain ars@ersd to be the
navigation center is the central complex, a group of neuropils that has been intenstudied in

various species.

In this doctoral thesis, the neurons of the central complex of the nocturnal Madeira cockroach
Rhyparobia maderaare catalogedproject Il and 1), and the brain and thus their projection areas
are defined and analyzegrpject |).

Insects have a ventral nerve cord whose anterior ganglia are fused to foraima This is divided
into three sections: trito-, deuto- and protocerebrum. Each section consists of diffbrait areas,
so-called neuropils, which can be separated from each oleapter 1deals with the structure of the
entire brain of the cockroacR. maderaeand thus joins a small group of completely reconstructed
insect brains. With the help of fiber tracts, commissures and different antibody stainthg
boundaries of the individual neuropils were defined and compared with other existiages of insect

brains.

One group of neuropils that has been studied particularly intensively in variooespe the central
complex. It is located in the middle of the brain and consists of four different p#dsrahe
protocerebral bridge, the upper and lower division of the central body, and theghaioduli. The
central complex is considered the navigation center of the insect brain and processesaiidorm
about wind direction, optic flow, celestial compass signals such as the position of thelfactgry
and tactile stimuli. Downstream descending neurons adjust the animal's movemeit$ tgoal
direction. The internal structure of the central complex has already been studied pusdrisect
species. Studies have shown a conserved subdivision into different types of neurons, whdae regu
branching pattern forms the internal structure of the central complex. In order to underskenexact
information flow within the central complex and to be able to compare the processimtifferent
information between different insect species, a detailed characterization of the in@ivichurons of
the central complex is necessary.

Chapter 2focused on the internal organization of the central complex of the cockrBaataderae
Project llanalyzes pontine and columnar neurons, which divide the central complex neunwioil

horizontal layers and vertical columns by their regular branching patterns. A gatéltangential
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neurons of the central complex was realizecinject I, so that a more detailed subdivision of the
individual central complex neuropils was possible. In addition, the different sapdi output areas of
the central complex could be analyzed with the help of the neuron catalog. The neuromnsdsitud

project Il are part of a freely accessible data basenyv.insectbraindb.or)jof insect brains.

In the future, the catalog of columnar, pontine and tangential neurons of the central comlex
serve as a basis for physiological studies to better understand the processingofysiEiormation in

the cockroach brain and to compare it with data from other insect species.


http://www.insectbraindb.org/
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1 | BNLHTUNG

1.1| Navigation

Fur nahezu alle Tiere ist das Navigieren in einer teils unibersichtlichen, neuen und sich
verandernden Umwelt essentiell, um Fressfeinden zu entkommen, zurtick zunmuNegaagen, einen
Partner, Futter oder einen Unterschlupf zu finden. Wahrend sich die meisten Tiere vigergleoen,
gibt es auch Tierarten, die auf andere Strategien zurlickgreifen, wie zum Beisielatigerung am
Erdmagnetfeld bei Vogeln (Munro et al., 1997), oder die Orientierung mittels schiadl bei
Fledermé&usen (Simmons, 1973).

Viele Saugetiere zeigen hauptséchlich eine visuell orientierte Navigation.iefstudit
unterschiedlichen Saugetieren wie Ratten, Affen, Flederméausen und Menschen fanden verschiedene
Typen von Neuronen, die bei der Navigation eine wichtige Rolle spielen. Ortssatlemmer dann
aktiv, wenn sich das Tier in einem bestimmten Bereich eines bekannten Raums alfhalt (( ~
Dostrovsky, 1971; Thompson & Best, 1989), wohingegen Gitterzellen dinigéAln verschiedenen
Orten im Raum zeigen, deren Muster ein Gitter im Raum bildet (Fyhn 2064). Kopfrichtungszellen
codieren die Kopfrichtung des Tieres relativ zu visueller Hintergrundinform@taurbe, 1998). Auch
fur andere Tiergruppen, wie Insekten, ist die Codierung der Kopfrichtung essentidlieusigene

Orientierung im Raum festzustellen und so eine Navigation méglich zu machen.

1.2| Insekten

Insekten stellen eine bemerkenswerte Tierklasse dar, denn sie machen mit ca. 1 Million
beschriebener Arten (Stork, 2018) rund zwei Drittel aller beschriebenen Tierarten wehlwgit
Insekten gelten als die erfolgreichste Tiergruppe der Erde, denn sie besiedelri tis Meere alle
erdenklichen Lebensrdume und sind oft stark spezialisiert. Sie belegen die verschiedensten
Okologischen Nischen unter anderem als Rauber, wie Libellen, oder als Sammler, wie Bienen.
Lebensweisen unterscheiden sich auch durch unterschiedliche soziale Strukturenosigiriander.

So gibt es eusoziale Insektengruppen, wie z.B. Bienen, Ameisen oder Termiten,cibeinaustrikt
solitdre Lebensweise wie Gottesanbeterinnen oder solitéar lebende Wildbienen. Als Bestéuber
Destruenten sind sie ein integraler Bestandteil des Lebenszyklus vieler Pflamzearschiedenster

Okosysteme (Zhang et al., 2007).

Viele Insekten missen sich nicht nur in einer zweidimensionalen Ebene emegntsondern als
flugfahigen Tiere auch im dreidimensionalen Raum.
1.2.1 | Navigationsstrategien von Insekten

Insekten zeigen eine grol3e Bandbreite verschiedener Navigationsstrategien zur Orientieteng in

unterschiedlichsten Umgebungen. Mistkafer nutzen eine geradlinige Orientierung, erbeirgkugel
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in gerader Linie von der Fundstelle wegzurollen (el Jundi et al., 204@) nutzen sie einen zufallig
ausgewahlten Schnappschuss des Himmels als Referenz. Eine weitere Strategie, um slativbei r
kurzen Strecken zu orientieren, ist die Wegintegration. Diese wird von verschiedenen Insektenarten
genutzt, wie beispielsweise Bienen (Srinivasan, 2015), Ameisen (Wehner, 2003) oder auch Schaben.
Durier & Rivault (1999) konnten in Versuchen an der Deutschen Séhatbella germanicazeigen,

dass diese Tiere wahrend ihrer Erkundungstour vom Nest weg einen Heimvektor generieren, sodass
sie mittels Vektorintegration auch in kompletter Dunkelheit zurlick zu einetersehlupf finden.
Ameisen nutzen nicht nur die Wegintegration, sondern sind auch in der Lege
Landmarkenorientierung mittels Bildabgleich in Umgebungen mit vielen visuellearRai nutzen.

Dabei wird das visuelle Panorama durch Korperrotation gedreht, bis es zugespeicherten
Panorama passt (Zeil, 2012). Eine Variation der Vektororientierung stelliadgstreckenmigration

dar, welche zum Beispiel von zwei Vertretern aus der Ordnung der LepidopterAusigalischen
Bogong-MotteAgrotis infusgWarrant et al., 2016) und dem Monarchfalianaus plexippudreppert

et al., 2016) angewendet wird. Auch die Wistenheuschr&tastocerca gregarigdomberg, 2015)

nutzt diese Strategie, um Nahrung und geeignete Eiablageplatze zu finden. Bei dieser
Navigationsstrategie handelt es sich um eine angeborene Vektororientierung, bei detiesithere

mithilfe eines internen Kompasses orientieren.

Viele dieser Navigationsstrategien, ausgenommen der Landmarkenorientierung, beruheer auf d
Orientierung an der Sonne oder anderen Himmelskompasssignalen. Anders als wir Menschen kénnen
Insekten keine Karte nutzen, um sich zu orientieren. Stattdessen sind sie gezwungen diese
Informationen anderweitig zu bekommen. Die Sonne ist eine verlasslicheusammen mit anderen
Himmelskompasssignalen, prasente Informationsquelle fiir eine gerichtete Orientierungtaret
der Sonne kann anhand von verschiedenen Informationen abgeleitet werden. Diese beimteddém
der Sonne selbst das Polarisationsmuster des Himmels sowie den chromatischen Grad@nten
kurzwelligem (UV-Licht) und langwelligem Licht (Grunlicht). Divers#ieBtan unterschiedlichen
Insektenarten zeigten, dass Neurone in bestimmten Hirnarealen signifikant auf diesedtiémen
reagieren und ihre Aktivitat dem Gradienten bzw. dem Polarisationsmuster anpassen (Heinze &

Homberg, 2009; Heinze & Reppert, 2011; el Jundi et al., 2014; Hardcastle et al., 2021).
1.2.2| Shaben

Eine besonders gut untersuchte Insektenordnung in Bezug auf ihre Namigfatiigkeiten stellt die
Ordnung der Schaben dar. Schaben sind hemimetabole Insekten. Es sind sehr agile uledsehmel
die sich auf unterschiedlichste Weise orientieren kénnen. Schaben ddPefigilaneta americana
verflgen Uber eine beeindruckende Nachtsichtfahigkeit (Honkanen et al., 2014) undrkaisuelle

Momentaufnahmen ihrer Umgebung zur Orientierung nutzen (Pomaville & Lent, 2018)eBei d
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Ruckkehr zum Nest nutzen sie abhangig von der Entfernung sowohl visueleclalsifaktorische

Navigationsmechanismen (Rivault & Durier, 2004).

Neben der visuellen Orientierung, spielen auch ihre Antennen eine wichtige Rolle bei der
Navigation. Studien mit verschiedenen Schabenarten untersuchten, wie die Tiere
Antenneninformationen nutzen, um zu klettern (Watson et al., 2002), Hinderaigséberwinden
(Harley et al., 2009) oder sich Gber Gertiche zu orientieren (Seelinger & Gagel, 188%; ¥iondet,
2005). Aber nicht nur olfaktorische Reize kdénnen als Navigationshilfe genutzt wéraesel &
Homberg (2001) fanden Neurone im Gehirn der Madeiraschabe, die signifikant auf den présenti
Polarisationswinkel reagieren und so zeigen, dass diese Lichtqualitat von den Tiertzt genden

kann.

1.2.3| Die Madeiraschabe Rhyparobia maderae

Die Madeiraschab®. maderagfriiher Leucophaea maderad-abricius 1781; Abbildung 1a) ist
urspriinglich auf Madeira beheimatet, kommt aber mittlerweile auch in vielen anderen TeitaNelt
vor. Die Tiere sind nachtaktiv und dank ihrer hohen Reproduktionsrate bel@tganismen in der
Forschung. Als Modellorganismus sind sie besonders geeignet fir Untersuchumgarkadianen
Rhythmik von Insekten (Homberg et al., 2003; Steng! et al., 2015zirkéeliane Uhr konnte durch
Lasionsexperimente erstmals in der Schdbemaderae lokalisiert werden (Nishiitsutsuji-Uwo &
Pittendrigh, 1968). Weiterfihrende Studien grenzten den Sitz der Schrittmacherregfodieau
akzessorische Medulla ein, die im optischen Lobus am Rand der Medulla sitzt (Re&teinigl £2003).

Eine innere Uhr kann auch bei der Navigation eine wichtige Rolle spielen, wie zprelBa2i
Bienen. Diese kdnnen sich an der Sonne arientieren. Da sich der Sonnenstand allerdiieglauf des
Tages andert, muss dieser mit der inneren Uhr abgeglichen werden, um einen korrekterelkiemmv

zu kalkulieren (Lindauer, 1960).

1.3 | Daslnsektengehirn

Arthropoden besitzen ein Strickleiternervensystem, das urspringlich aus einem PadeGpral
Kdrpersegment bestand. Diese sind in Querrichtung tber Kommissuren und in Langgridber
Konnektive verbunden. Bei Insekten sind die Kommissuren durch die Verschmeé&tupgarigen
Ganglien reduziert. Je nach Insektenart kommt es zur Verschmelzungen von mehreren
Ganglienpaaren. Diese Verschmelzung fuhrt zur Bildung eines Gnathalganglions sasie ein
Cerebralganglions im Kopfbereich, welches auch als Gehirn bezeichnet wird (Smith & Treherne, 1963;
Loesel et al., 2013). Bei hemimetabolen Insekten sind diese zwei Gangi@n3thlundkonnektive
getrennt, wohingegen es bei holometabolen Insekten zu einer Verschmelzung von Ceuveloral-

Gnathalganglion kommt und diese gemeinsam als Gehirn bezeichnet werden (Ito et al., 2014)

Das Cerebralganglion besteht aus drei Gehirnabschnitten, dem Trito-, Deuto- undePebirum.

Das Tritocerebrum bildet den kleinsten und caudalsten Abschnitt im Gehirn und ksirarolle der
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Darmaktivitat Gber Verbindungen zum Frontal- und Hypocerebralganglion beté&l ist Gber auf-
und absteigende Nervenfasern eng mit den abdominalen, gnathalen und thorakalen Ganglien

verknipft (Kurylas et al., 2008; von Hadeln et al., 2018).
Das Deutocerebrum beinhaltet die Antennalloben (Abbildung 1b) sowie die mestrasorischen

und motorischen Zentren der Antennen, sodass dieser Gehirnabschnitt an der Verarbeitung von
chemosensorischen und taktilen Reizen beteiligt ist. Diese spielen eine wichtilge beblder

Partnersuche sowie der Orientierung.

Das Protocerebrum macht den groRten Teil des Insektengehirns aus und beinviale
prominente und intensiv untersuchte Gehirnareale, welche sich voneinander separierenuassais
Neuropile bezeichnet werden. Dazu zahlen die Pilzkdrper (Abbildung ) Eidgang von
olfaktorischen aber auch visuellen und mechanosensorischen Bahnen erhalten. Die &ilalgigen
als Ort des Gedachtnisses und der Prozessierung von Lernprozessen angesehen. Eine oidigge wi
Neuropilgruppe innerhalb des Protocerebrums bildet der Zentralkomplex (Abildib, c), welcher
zentral im Hirn gelegen ist und sich Uber die Mittellinie des Gehirns erstreigkiN&uropile des
Zentralkomplexes sind die einzigen nicht paarig vorkommenden Gehirnareale. Der Zenptalkgith
als Navigationszentrum und spielt als solches eine wesentliche Rolle bei der liKowlkeo
zielgerichteten Orientierung im Flug und Lauf. Diese Funktion bedingt aucHniigration
verschiedenster verhaltensrelevanter sensorischer Eingange, die die réumliche Orientierung
beeinflussen.

Die erste vollstandige Einteilung und dreidimensionale Rekonstruktion lskeropile eines
Insektengehirns konnten Ito et al. (2014) in der Tauflidge melanogastererzielen. Diese
Rekonstruktion legte den Grundstein fir weitere dreidimensionale Analysen voefietlgn anderer
Insektengehirne wie der Honigbierdgis mellifergHensgen et al., 2021, Kaiser et al., 2022) und der
MistkaferartenScarabeus lamarckind satyrus(Immonen et al., 2017; el Jundi et al., 2018). Neben
diesen Teilrekonstruktionen konnten auf3erdem mehrere komplette Gehirnatlanten,varB.der
Wistenheuschreck&. gregarigvon Hadeln et al., 2018), der BieAe mellifera(Habenstein et al.,
2023) oder der Bogongmottd. infusa (Adden et al., 2020) erstellt werden. Die Grenzen der
verschiedenen Neuropile werden vornehmlich durch Fasertrakte, Kommissuren, die Lage zueinander,
die Verteilung von verschiedenen Neurotransmittern sowie deren Erscheinungsbild bei einer
Immunfarbung gegen Synapsin voneinander abgegrenzt. Auch die Innervierungsgebiet
bestimmten Neuronen werden zur Bestimmung der Neuropilgrenzen genutzt. Als Grundlagss fiir d
Definieren von Neuropilgrenzen dienten dabei stets die von Ito et al. §2@ldgestellten
anatomischen Kriterien. So konnten zwei weitere vollstandige Gehirnatlanten erstellt wedden
Atlas des Gehirns der Madeiraschd®emaderadAlthaus et al., 2022; Abbildung 1c), sowie der Atlas

der Indischen RiesengottesanbeteHierodula membranaceglthaus et al., 2024)
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1.4 | Der Zentralkomplex: Navigationszentrum und Verhaltenskontrolle

Eine besonders im Fokus vieler Studien stehende Neuropilgruppe ist der bere#singéew
Zentralkomplex (Abbildung 1c). Dieser besteht aus vier Neuropilen, der Protoaiéréicke (PB), dem
Zentralkorper mit oberer (CBU) und unterer Einheit (CBL) sowie den paarigen Noduli (NO). Die
Protocerebralbriicke ist ein langgestrecktes, leicht gebogenes Neuropil, ahnlicGeftalt eines
Fahrradlenkers und liegt dorsal zu den anderen Zentralkomplexneuropilen im Insektenddrirn.
bohnenférmige Zentralkorper liegt ventral zur Protocerebralbriicke, dorsal zu deniNDduth sein
abweichendes Aussehen in der Fliege heil3en die beiden Untereinheiten dort Facherformigar Korp
(FB) und Ellipsoidkdrper (EB).

Als Navigationszentrum erhalt der Zentralkomplex Eingang von verschiedenen sensorischen
Informationen, wie z. B. Uber verschiedene Lichtqualitaten und andere Himmelskompatessigele
Insekten, darunter die WiistenheuschrecRegregariadMappes & Homberg, 2004; Homberg, 2024),
die GrilleGryllus campestri@Brunner & Labhart, 1987), Bienen (Foster, 2024) und Ameisen (Zeil et al.,
2014) sind in der Lage polarisiertes Licht wahrzunehmen. Dabei spielt einalisjgrie Region des
Komplexauges eine besondere Rolle. Diese wird als dorsale Randregion (DRA) bezeitineistu
eine spezielle Ausrichtung der Mikrovilli der dort lokalisierten Ommatidiéniase sind, anders als
im restlichen Insektenauge stark parallel zueinander angeordnet, sodass polarisiefiesdessen
Schwingungsebene parallel zu den Mikrovilli ausgerichtet ist, viel besser asonbid als
polarisiertes Licht, welches senkrecht zu den Mikrovilli ausgerichtet ist. Duecfacherformige
Ausrichtung der Ommatidien in der dorsalen Randregion ist es maoglich, die verschiedenen
Schwingungswinkel des polarisierten Lichts zu detektieren (Wehner & taB886; Labhart, 2016;
Homberg et al., 2023).

Die in der dorsalen Randregion des Auges aufgenommenen Informationen gelangemeitib
spezialisiertes Areal der Medulla und verschiedene andere Neuropile zum Zentralkowplksr, mit
anderen Signalen verarbeitet werden kénnen, um das Verhaltensmuster des Tieres an die gegebenen

Bedingungen anzupassen.

Innerhalb des Zentralkomplexes werden idiothetische Informationen aus der Eigenbewegung und
der Kopfrichtung, sowie der Verhaltenskontext (z.B. Flug, Lauf) mit auRReren Ititoremg wie
Windrichtung, Himmelskompasssignale, Informationen zum optischen Fluss saatki®mdiche und
mechanosensorische Reize miteinander verrechnet (Honkanen et al., 2019; Pfeiffer H20222,

2023), um eine zielgerichtete Navigation zu gewahrleisten (Heinze, 2023).

Eine mit dem Zentralkomplex eng verknipfte Region stellt der laterale KonyXgxidr. Er gilt als
Haupteingangs- und -ausgangsregion des Zentralkomplexes und besteht aus verschiedenen
Untereinheiten. Der laterale Komplex der Schabe wurde detailliert untersucht (Althaals 2022)

und besteht aus dem oberen und unteren lateralen akzessorischen Lobus, dams,BlemGallsowie
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demProng einem fir die Schabe spezifischen Neuropil, das durch seine hohe Synapsiaditiite
(Althaus et al., 2022).

1.4.1| Der Zentralkomplexder Shabe

Der Aufbau des Zentralkomplexes der Schabe wurde detailliert in Jahn et al. (B623ucht und
weist einige Besonderheiten auf. Die Protocerebralbriicke besteht aus neun Kolupnoen
Hemisphére (Abbildung 2c¢) und gleicht somit der Protocerebralbriickéleleschrecke (Hensgen et
al., 2022), Hummel (Sayre et al., 2021) und Taufliege (Wolff et ab).2Die obere Einheit des
Zentralkorpers ist in drei Schichten unterteilt (Abbildung 2c), die sich nochimg&wveils zwei
Untereinheiten gliedern lassen (Jahn et al., 2023). Eine Besonderheit der SchadreAsflzhu der
unteren Einheit des Zentralkdrpers. Anders als in anderen Insekten besteht sie nicht ause8chicht
sondern ist in neun Zahne und acht Zapfen unterteilt (Homberg et al., 2018;edahin 2023;
Abbildung 2c). Zwar zeigt sich hier eine Ahnlichkeit zur Gottesanbé®oisner et al., 2017; Althaus

et al., 2024) allerdings wurde dieses Neuropil erstmals in der Schabe detailliert untersucht.

(@)

PB —

CBU -
CBL

NO

Abbildung t Das Gehirn der MadeiraschaRayparobia maderada) Seitliche Ansicht der Schaemaderaenit markanten
Antennen. © Chris Dlouhy (b) Frontale Ansicht eines optiscBehnitts durch eine Synapsin-Immunfarbung des
Schabengehirns. Zentralkorper (CB), lateraler Komplex (LXromg (PRO), Pilzkdrper mit Calyces (CA), Pedunculus (PED)
und medialem Lobus (ML) sowie die Antennalloben (AL) siadkiert (aus Jahn et al., 2023; MaRstab: 200 um). (c)
Dreidimensionale Rekonstruktion des gesamten Gehirns der 8Scwips://www.insectbraindb.org/app). Prominente
Neuropile sind farblich hervorgehoben, wie die Pilzkdrper (M), AL, der LX sowie der CX. Dieser besteht aus der
Protocerebralbriicke (PB), dem CB mit oberer (CBU) und unterer (CBL) Einheitssopaarigen Noduli (NO).

Viele Zentralkomplexneurone sind an der Kodierung der Kopfrichtung des Tieres bebadgt.

wurde besonders an der Taufliege (Seelig & Jayaraman, 2015), aber auch bei anderen Insekten
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eingehend untersucht So reagierten bestimmte Zentralkomplexneuronen in Heuschrecken (Heinze &
Homberg, 2009; Pegel et al., 2018), Mistkafern (el Jundi et al., 2015)Mderarchfalter (Heinze &
Reppert, 2011) und der FurchenbiedMegalopta genaligStone et al., 2017) auf Himmelskompassreize

(simulierte Sonne, polarisiertes Licht) nur bei einer bestimmtem Kopforientierung relativkeiz.

1.4.2| Die Neuronentypen des Zentrakomplexes

Neurone des Zentralkomplexes wurden bereits in verschiedenen Insektenspezies detailliert
untersucht. Dazu zahlen der Monarchfalfer plexippugHeinze et al., 2013), die Wistenheuschrecke
S. gregarigHeinze & Homberg, 2008; von Hadeln et al., 2018), die Honmgbiemellifera(Hensgen
et al., 2021), zwei Arten von Mistkafern (el Jundi et al., 2ali8)Taufliegeddrosophila melanogaster
(Hulse et al., 2021) und die HumnBeimbus terrestri§Sayre et al., 2021). Die Zentralkomplexneurone

lassen sich in drei Gruppen aufteilen: kolumnére, pontine und tangentiale Neurone (Abbildung 2

PB %‘%:

(c) poTu—TB1 ' (d)
$Gilbe agREM,, REREO

Zielgerichteter ~ PB / + \4

T 0O
mo ‘ '
il i
LX Absteigende Absteigende

Neurone Neurone

CL1

Abbildung 2 Neurontypen des Zentralkomplexes (CX) und interne StruktsirZeémtralkomplexes der SchaBéyparobia
maderae (a) Zweidimensionale Zeichnung der verschiedenen Typen ketumnéren und pontinen Neuronen im
Schabengehirn. Es ist beispielhaft jeweils ein NeurnaseTyps gezeigt: CP, kolumnares Neuron der Protocerebralbriicke
(PB); CL, kolumnares Neuron der unteren Einheit des Zentralkdi@Bts); CU, kolumnéares Neuron der oberen Einheit des
CB (CBU); CPU, kolumnéres Neuron der PB und CBU; POU, pontines Ngukweidimensionale Zeichnung der
verschiedenen Typen von tangentialen Neuronen im Schabengétsrist beispielhaft jeweils ein Neuron eines Typs gezei
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TB, tangentiales Neuron der PB; TU, tangentiales Neuron der CBU; €htitdeg Neuron der CBL. TB Neurone verzweigen
oft im posterioren optischen Tuberkel (POTU), TL Neurone oft im Bulbus (Bloderiog Struktur des CX der Schabe. Die PB
ist unterteilt in neun Kolumnen pro Hemisphare. Die CBU umfa&sst Kolumnen. Die CBL besteht aus acht Zapfen (1-4) und
neun Zahnen (a-e). Die Noduli (NO) bestehen aus einer nlgirtheit (NOU) mit drei Schichten (I-11l) und einer unteren
Einheit (NOL). (d) Der Informationsfluss im CX. TL Neurone ertafitemationen vom lateralen Komplex (LX) und leiten
diese Informationen an CL1 Neurone weiter. TB- sowie TU- und POU Neurarteltersauf CBU- und CP Neurone, welche
die verschiedenen Informationen an absteigende Neurone Ubergeben. Mal3stam.50 p

Pontine Neurone verbinden zwei verschiedene Kolumnen in der oberen Einheit des Zentralkdrpers
miteinander, ohne noch weitere Verzweigungen auszubilden (POU Neuron idukgbRa). In der
SchabeR. maderaeund der Tauflieg®. melanogastekonnten neben horizontalen auch vertikale
pontine Neurone gefunden werden. Diese verbinden zwei verschiedene Schichten ibneirner

Kolumne miteinander.

Kolumnére Neurone verbinden Kolumnen verschiedener Neuropile des Zentralkomplexes
miteinander und haben oft auch noch Verbindungen zum lateralen Komplex, der wichtigjatggangs-
und Ausgangsregion des Zentralkomplexes (Abbildung 2a). Sie stellen die véohtigst
Ausgangselemente des Zentralkomplexes dar.

Tangentiale Neurone haben Verzweigungen in allen Kolumnen eines Neuropils untierrbi
dieses mit anderen Regionen des Insektengehirns. Sie stellen hauptsachlich Eingarige in d
verschiedenen Schichten und Ebenen dar und kdnnen in verschiedene Gruppen eingeteilt yeerden
nachdem welches Zentralkomplexneuropil sie innervieren: TB Neurone verzweigen in mehreren
Kolumnen der Protocerebralbriicke und verbinden diese mit unterschiedlichen Neur@pi3erhalb
des Zentralkomplexes. TL Neurone verzweigen in der unteren Einheit des Zentralkdrpers un
verbinden diese besonders haufig mit dem Bulbus oder anderen Teilen des laiarplekes. TU
Neurone sind die vielfaltigste und groRte Gruppe. Diese Neurone bilden Verggeduron sehr

unterschiedlichen Neuropilen des Protocerebrums mit der oberen Einheit des Zentralkérpers.

1.4.3| Innere Sruktur der Zentrakomplexneuropile

Die einzelnen Neuropile des Zentralkomplexes besitzen eine komplexe interne Satmsmi
bestehend aus horizontalen Schichten und vertikalen Kolumnen. Deren Anzahl unescieh bei
den verschiedenen untersuchten Insektenarten voneinander. Im Mistkafer und im Monarchfalter
besteht die Protocerebralbriicke aus acht Kolumnen pro Hemisphére, woleingég Hummel, die
Wistenheuschrecke sowie die Schabe und Taufliege neun Kolumnen aufweisererbiiobeit des
Zentralkorpers zeigt artspezifisch eine sehr unterschiedliche Unterteilung mit nuiSohigihten im
Ofenfischchen und neun Schichten In melanogaster(Heinze, 2024). Die untere Einheit des
Zentralkorpers lasst sich bei den meisten untersuchten Insektenarten inchid€lanogasteroder
neun (Bienen) Kolumnen sowie mehrere Schichten unterteilen. Die Nodueglisich bei vielen

untersuchten Insektenarten in obere und untere Einheit, wobei die obereelimus mehreren
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Schichten besteht. Schabe, Mistkafer, (Monarchfalter) und Heuschrecke besitzen drei Schicaten in d
oberen Einheit der Noduli wohingegen die untere Einheit in der Taufliege aus viehnt8atbesteht
(Heinze, 2024). Die Hummel zeigt eine besondere Strukturierung der Noigulhestehen sie aus

einer Kappenregion, einer mittleren und einer unteren Einheit.

1.4.4| Verarbeitung sensorischer Informationen

Tangentiale Neurone der unteren Einheit des Zentralkérpers, TL Neurone, bilden die Eingangsstufe,
indem sie sensorische Informationen vom Bulbus und anderen Teilen desdatétaimplexes zur
unteren Einheit des Zentralkorpers leiten (Abbildung 2c, d). Die meisten TL Neurone kotdieede v
Informationen (Pfeiffer, 2023), eine Teilgruppe verarbeitet auch antennale mechanosensdrisizie
(Okubo et al., 2020) und temperaturabhdngiges motorisches Verhalten (Bah| 2021). In vielen
Spezies sind TL Neurone sensitiv fir bestimmte Schwingungsebene linear polarisierten leichBs, wi
bei der Heuschrecke (Vitzthum et al., 2002; Takahashi et al., 2022), dem Monarchfgltgeriit al.,
2021) oder der Taufliege (Hardcastle et al., 2021), eine simulierte Sonne dargestllethen griinen
Lichtpunkt oder sich bewegende vertikale Balken (Zittrell et al., 2023), die destchgn Fluss bei
Eigenbewegung simulieren (Shiozaki & Kazama, 2017; Stone et al., 2017 )ypéerlech TL Neuronen
sind GABAerg (Homberg et al., 2018) und inhibieren so die nachgeschalteéeddatirdne (Bockhorst
& Homberg, 2015). Diese kolumnéaren Neurone bilden die Zwischenstufe zur kompassartig
Codierung der Kopfrichtung (Abbildung 2c, d; Seelig & Jayaraman, 2013).a88endfingang in der
unteren Einheit des Zentralkoérpers und senden diese Informationen weiter an die Protoceréabtkalb
und denGall im lateralen Komplex. CL1a Neurone formen durch ihre Aktivitdt ein Aktivitatsareal
(bump) in der unteren Einheit des Zentralkérpers, welches die Kopfrichtung in Bezug memxte
Faktoren zeigt (Seelig & Jayaraman, 2013). Dieses System erhalt auch #mgentgrnen Signalen
der Eigenbewegung, sodass es auch in Dunkelheit aktiv ist. Das Aktivitatgakslaet durch eine
aktivierte Population von CL1a Neuronen wandert mit der Drehung des Tieres duuctiatie Einheit
des Zentralkérpers und erzeugt so eine kompassartige Reprasentation des externen Raumes. Durch
das Verzweigungsmuster der CL1a Neurone wird auch ein Aktivitdtsareal in jeder Heeidph
Protocerebralbriicke erzeugt. AnschlieBend wird das Signal zu CL2 Neuronen weitergegeben. Diese
formen zusammen mit den CLl1la Neuronen das Kernelement des Kopfrichtungsnetzwerks. Das
erhaltene Signal in der unteren Einheit des Zentralkérpers wird zur Protocerebralbriickeennd d
Noduli weitergebeben. Das Verzweigungsmuster der CL2 Neurone ist im Vergl€tchaieuronen
um eine Kolumne der Protocerebralbriicke versetzt (Heinze & Homberg, 2088;d4uall., 2021; Sayre
et al., 2021; Turner-Evans et al., 2017). CL2 Neurone erhalten inNdenli Eingang von
drehrichtungsempfindlichen Neuronen. Durch ihre um eine Kolumne versetzte Viuschenit CL1
Neuronen, wird das Aktivtatsmaximum in der Protocerebralbriicke drehrichtungsglthéerschoben

(Turner-Evans et al., 2017; Zittrell et al., 2023; Wilson, 2023).
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Lange Zeit ist man von einer Aufteilung in 16 Kolumnen, acht ldemisphare der
Protocerebralbriicke ausgegangen, basierend auf Studien an der Taufliege (Hanesch et alle989),
Wistenheuschrecke (Heinze & Homberg, 2008) und dem Mistkéafer (el Jund2€X18), Genetische
Untersuchungen zeigten jedoch eine Unterteilung in 18 Kolumnen in deii€bpguiGlomeruli, Wolff
et al., 2015). Es folgten Untersuchungen an der Hummel (Sayre et al., 202d8ruxddeira Schabe
(Jahn et al., 2023), die ebenfalls neun statt acht Kolumnen pro Heamesspufwiesen. Neuere Studien
an der Wuistenheuschrecke zeigten auch hier neun Kolumnen pro Hemisphéare (Hensge20223l

Die innersten Kolumnen sind jedoch haufig deutlich schmaler als der Rest (Sayre et al., 2021

Die nachste Verarbeitungsstufe erfolgt Giber TB1 Neurone (Abbildung 2c, d). Diese taagential
Neurone der Protocerebralbriicke besitzen ein Ausgangs- und ein Eingangsareal fgphédeender
Protocerebralbriicke, welche sich Uber mehrere Kolumnen erstrecken. Die zwei Ausgargsiackal
in mehreren Insektenspezies, wie dem Monarchfalter (Heinze et al., 2013)adéiege (Wolff et al.,
2015), dem Mistkafer (el Jundi et al., 2018) oder der HeuschreckeHadeln et al., 2020), acht
Kolumnen voneinander entfernt. In der Schabe zeigt sich ein Abstand von neumkol@ahn et al.,
2024, eingereicht). Die Population der TB1 Neurone erhalt Eingangewddldla Neuronen und bilden
eine geordnete Repréasentation der Polarisationswinkel innerhalb der Protocebelcké, oft auch
als Kompass bezeichnet (Turner-Evans et al.,, 2020). Das Signal wirdndandeae kolumnére
Neurone der Protocerebralbriicke  weitergegeben, die die Ausgangsstufe  dieses
Verarbeitungskreislaufs bilden. CPU4 Neurone, die Eingédnge in der Protocerebralbriakaamd
Nodulus erhalten und diese Informationen an die obere Einheit des Zentralkdrpéterlaiten,
verarbeiten nicht nur die Kopfrichtung, sondern auch die Translationsgeschwindigfeaffer, 2023).
Informationen darlber erhalten sie von TN Neuronen, tangentialen Neuronen der NO. In
melanogasterkonnte gezeigt werden, dass jedes CPU4 Neuron, passend zu dem CLl1la Neuron in
derselben Kolumne der Protocerebralbriicke, einen praferierten Polarisationswinkbehdem seine
Aktivitat maximal ist (Lyu et al., 2022; Lu et al., 2022). Dieseniationen werden an die obere Einheit
des Zentralkdrpers weitergeben, wo sie von pontinen NeuronedB (hin D. melanogastgr
weiterverarbeitet werden, indem diese Neurone fir die tatsachliche Bewegungsrichtungreod
(Pfeiffer, 2023), unabhangig davon, wie der Kopf des Insekts orientiert ist.

Die Steuerung zielgerichteter Motorik im Lauf oder im Flug hangt eiaen von absteigenden
Neuronen ab, die Informationen von bestimmten CPU Neuronen erhalten und diese andRegion
Bein- bzw. Flugelsteuerung weiterleiten (Rayshubskiy et al., 2020). Zum an@eneuten neuere
Studien, dass Zustands- und Kontextabhangigkeit in der oberen Einheit des Zepéralkdber
tangentiale Neurone in das System miteinflie3en (Beetz et al., 2022). Huls€2€24l) zeigten, dass
CPU Neurone Eingang von einer Vielzahl von verschiedenen Neuronen erhalten undeisssitgen

dieser Neurontypen um Zellen handelt, die zielgerichteten Input geben kénnten (Wilson e28)., 20
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1.5 Ziel der Arbeit

In Studien an der Schalidaberus discoidalikonnte mittels extrazellularer Ableitungen gezeigt
werden, dass Neurone des Zentralkomplexes eine Rolle bei der Verarbeitung der Kopfrigtgung d
Tieres (Varga & Ritzmann, 2016), der Rotationsrichtung oder der Verarbeitung vditaariof3
bewegenden Reizen spielen (Kathman et al., 2014). Auch Signale von mechanosensorischearReizen d
Antennen konnten zum Zentralkomplex verfolgt werden (Ritzmann et al., 20@8e Bxperimente
wurden mittels extrazellularer Ableitungen durchgefiihrt, welche zwar das Areal der Ableitung
identifizieren konnten, nicht jedoch die einzelnen Zelltypen, die fiur dieswlBigiterleitungen die
Grundlage bilden. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die neuronalelagmyn
insbesondere die Morphologie der einzelnen Neuronentypen des Zentralkomplexes der Sihebe,
nachtaktiven Insekts, eingehend zu untersuchen und mit anderen bereits untersuchten Insektenarten

zu vergleichen.
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4| Kapitel 1. Anatomie des Gehirns der Madeiraschabe Rhyparobia
maderae - Smopsis (Projekt 1)

Insekten gelten als die erfolgreichste Tiergruppe der Erde und spielen auch fur den Menschen eine
wichtige Rolle zum Beispiel bei der Bestdaubung, als Destruenten oder als bi@ogisch
Schadlingsbekampfer. Trotz ihrer geringen Grol3e sind sie zu hochkomplexen Verhastendilgig

und gelten so als beliebte Forschungsobjekte.

Fir ein besseres Verstandnis der Verhaltensleistungen von Insekten ist eine morphologische
Analyse ihrer Insektengehirne essentiell, welche nicht nur die Moglichkeit fir ewtdbiblogische
Vergleiche gibt, sondern auch Einblicke in Verhaltensweisen anderer Tiergruppen bigtelerMi
dreidimensionalen Rekonstruktion des kompletten Gehirns der Taufllegaelanogasteschafften
lto et al. (2014) die Basis fir eine auf gemeinsamen Kriterien beruhenden Kollektion vo
Gehirnatlanten verschiedener holometaboler Insektenspezies wie des MonarchfBltgrkexippus
(Heinze & Reppert, 2012), der Bogongmo&e infusa(Adden et al., 2020), der Mistkaferarteh
lamarckiund satyrus(Immonen et al., 2017) sowie zwei Ameisenar@ardiocondyla obscuriamd
Cataglyphis nodugBressan et al., 2015; Habenstein et al., 2020). Der einzige komplette Gealsirnatl
eines hemimetabolen Tieres war bis 2022 der Atlas der WistenheuscHBeckegarigvon Hadeln
et al.,, 2018), sodass die hier vorliegende Arbeit den Katalog der vdiigtdekonstruierten
Gehirnatlanten mit einer hemimetabolen Insektenart erweitert und die Grundlage fir ggnaue
Analyse der Verzweigungsgebiete einzelner Neurone schafft.

Diese Arbeit erweitert die bereits durchgefiihrte dreidimensionale Rekonstruktion vzkoRiér,
optischen Loben und Zentralkomplex der Madeiraschabe (Wei et al., 2010; RbaheR017) mit der
Rekonstruktion des gesamten Cerebrums. Zentralkomplex und Pilzkérper konnten auferdem

detaillierter analysiert werden. Die gesamte Rekonstruktion wird ungwv.insectbraindb.orgeiner

Datenbank morphologischer und physiologischer Daten verschiedener Insektengekigitgestellt.
Mithilfe von Kommissuren und Immunfarbungen gegen Synapsin, GABA und andere

Neurotransmitter war eine genaue Abgrenzung von 49 Neuropilen moglichnt@arein zuvor noch

nicht beschriebenes Neuropil, d®rong Dieser ist Teil des lateralen Komplexes und fallt durch die

starke Synapsindichte auf. Eine Untereinheit@ezpine der sogenannt®ubuskonnte aul3erhalb von

der Taufliege hier das erste Mal beschrieben werden. Die Arbeit zeigt auRerdem, taiffe oher

Rekonstruktion mdgliche Schlisse auf die Lebensweise des Insekts gezogen werdsm Kien

Pilzkérper der Schabe sind im Vergleich zu anderen Insektenarten wie der Wistenheus{lwacke

Hadeln et al., 2018), dem Monarchfalter (Heinze et al., 2013) oder deretruflHulse et al., 2021)

wesentlich groRRer, wahrend die optischen Loben ein eher kleineres Volumen aufweisgmstZin
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Indiz auf die visuell gepragte Orientierung der Heuschrecke sowie der Gottesanbetéiggiensatz
zur Orientierung der nachtaktiven Schabe, die in starkerem MaRRe auf Inforreatibrer Antennen

angewiesen ist.

Durch die Erstellung eines umfassenden dreidimensionalen Gehirnatlasses der Madeirasthabe
die Grundlage flr eine Untersuchung spezifischer Neurone und ihrer Verzweigungsgelibtdfgas
Gleichzeitig erweitert der Gehirnatlas der Schabe den Katalog von vollstédndig rekonstruierte
Insektengehirnen und bietet eine Grundlage fir vergleichende Studien zur funktionellen Organisatio

von Insektengehirnen.
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model organism for the study of circadian rhythms. Its master circadian clock, con-

by the circadian clock and brain organization of this insect in general, we created a
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1 | INTRODUCTION

The cerebral ganglia of insects consist of the trito-, deuto-, and pro-
tocerebrum. Except for some well-characterized neuropils such as
mushroom bodies (MBs) or optic lobes (OLs), many brain areas are
still poorly defined. To provide a basis for a uniform nomenclature and
to facilitate interspecies comparisons, a detailed map of brain areas
has been established for the fruit fly Drosophila melanogaster (Ito et al.,
2014). Synapsin immunolabeling and additional morphological data
often not available for other insect species support segmentation of
the fly's brain into distinct neuropils, fiber tracts, and commissures.
This atlas has greatly facilitated interpretation of gene expression
studies (Brovero et al., 2021), as well as brain wide networks under-
lying sensory processing (Pacheco et al, 2021; Patella & Wilson,
2018; Tsubouchi et al., 2017), sensory motor control (Cheong et al.,
2020), sexual brain differences (Nojima et al., 2021), and sleep control
(Tomita et al., 2017). Using the same principles of segmentation and
nomenclature as in D. melanogaster, detailed 3D atlases are meanwhile
available for the desert locust Schistocerca gregaria (von Hadeln et al.,
2018), the dung beetles Scarabaeus lamarcki and Scarabaeus satyrus
(Immonen et al., 2017), the ants Cardiocondyla obscurior (Bressan et al.,
2014) and Cataglyphis nodus (Habenstein et al., 2020), the monarch but-
terfly Danaus plexippus (Heinze & Reppert, 2012), and the Bogong moth
Agrotis infusa (Adden et al., 2020). These atlases are highly valuable
for interspecies comparisons and were often motivated by analysis of
brain functions that encompass multiple brain areas, such as spatial ori-
entation (Heinze & Reppert, 2012; Immonen et al., 2017; von Hadeln
et al.,, 2018) or multisensory memory formation (Bressan et al., 2014;
Habenstein et al., 2020).

Here, we provide a digital 3D atlas of the brain of a cockroach.
As nocturnal animals, cockroaches largely depend on their antennal
sense organs for spatial orientation (Baba et al., 2010; Okada & Toh,
2000). Chemosensory processing has been intensely investigated in
the American cockroach Periplaneta americana, both at the level of
the antennal lobe (AL) and antennal mechanosensory and motor cen-
ter (AMMC; Boeckh & Ernst, 1987; Boeckh & Tolbert, 1993; Fusca &
Kloppenburg, 2021; Watanabe et al., 2010), but also at the level of
secondary processing centers, the lateral horn (LH) and MB in the pro-
tocerebrum (Strausfeld & Li, 1999; Takahashi et al., 2017, 2019). An
enlarged macroglomerulus in the AL of male P. americana, not present
in females, receives input from receptor cells specialized to process
the primary component of the female sex pheromone. Neurons of the
MBs not only receive olfactory but also visual input, indicating mul-
timodal information processing (Li & Strausfeld, 1997, 1999; Nishino
etal., 2012).

Functional studies on the central complex (CX) in the cockroach
Blaberus discoidalis contributed substantially to understanding the role
of this brain area in spatial orientation. The CX comprises a group of
midline brain neuropils integrating multisensory inputs for the con-
trol of orientation in space (Fisher, 2022; Heinze & Reppert, 2012;
Homberg et al., 2011; Honkanen et al., 2019; Ritzmann et al., 2012).
Extracellular recordings and electrical stimulation in fixed and walk-

ing cockroaches showed that the CX is not only involved in coding of

heading direction but also controls walking direction, walking speed,
and turning (Martin et al., 2015; Varga et al,, 2017).

The Madeira cockroach R. maderae is an established model organ-
ism in circadian rhythm research (Homberg et al., 2003b; Page, 1982;
Stengl & Arendt, 2016; Stengl et al., 2015). Lesion and transplantation
experiments identified the accessory medulla (AME) as the circadian
clock that controls sleep-wake cycles entrained to the light-dark cycle
(Reischig & Stengl, 2003a; Stengl & Homberg, 1994). Prominent neu-
rons of the AME with wide ramifications throughout the brain contain
the neuropeptide pigment-dispersing factor (PDF). These neurons are
responsible for circadian rhythms in rest and activity and are, likewise,
involved in light entrainment and gating of photic inputs to the cir-
cadian clock (Arnold et al., 2020; Loesel & Homberg, 2001; Stengl &
Arendt, 2016). While a morphological analysis of the PDF neurons and
their implementation into a general standard cockroach brain has been
achieved (Wei et al., 2010), a detailed map of cockroach brain neuropils
is still missing. The present work provides a detailed 3D analysis and
rendition of brain organization of the cockroach R. maderae to serve
as the basis for implementation of morphologically and physiologically
identified neurons and to promote studies on brain organization and

control of behavior in a highly adaptive ancient insect species.

2 | MATERIAL AND METHODS
2.1 | Animals

Madeira cockroaches (Rhyparobia maderae, formerly termed Leu-
cophaea maderae) were raised in crowded colonies at the Institute of
Biology, University of Kassel. Animals were kept at a temperature of
25-26°C and 50% relative humidity and were reared under a 12:12 h
light/dark cycle. Only adult males were used for the whole mount
preparations. Cockroaches used in all other experiments were raised at
the Department of Biology, University of Marburg under similar con-
ditions. Individuals of both sexes were used for these supplementary

experiments.

2.2 | Preparation and immunohistochemistry of
whole mounts

Cockroaches were anesthetized by placing them for around 30 min
at 4°C in the refrigerator. Brains were dissected from the head
and fixed for 2 h at room temperature in 4% formaldehyde (FA) in
0.1 mol L1 sodium phosphate buffer (PBS; containing 78.8 mmol L1
NasHPO, x 2H,0 and 19 mmol L~ NaH,PO4 x H,0 at pH 7.4;
Rothi-Histofix; Roth, Karlsruhe, Germany). To prevent dehydra-
tion of the brain, further preparation was carried out in insect
saline (128 mmol L=1 NaCl, 2.7 mmol L= KCI, 2 mmol L~! CaCl,,
1.2 mmol L~1 NaHCO3, dissolved in 2x distilled H,O, pH 7.25). The
brains were transferred into Tris-buffered saline (TBS; containing
0.1 mol L=! Tris-HCI and 0.3 mol L= NaCl, pH 7.4) and rinsed
6 x 20 min in TBS. To facilitate antibody penetration, the brains were
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TABLE 1 Primary antibodies used

Antigen Immunogen Source Hostspecies Concentration Reference
y-Aminobutyric acid GABA conjugated to bovine  Sigma-Aldrich Rabbit 1:750 Giese et al. (2018) RRID:
(GABA) serum albumin AB_477652
Synapsin Fusion proteins of E.Buchner and C. Wegener  Mouse 1:50 Wei et al. (2010) RRID:
glutathione-S- AB_2315425
transferase and D.
melanogaster SYN1
Serotonin Serotonin coupled to ImmunoStar Goat 1:10,000 RRID: AB_572262
bovine serum albumin
Serotonin Conjugates of serotonin Sigma-Aldrich Rabbit 1:40,000 Giese et al. (2018) RRID:
creatinine sulfate and AB_477522
bovine serum albumin
Qrcokinin Asn'3-orcokinin H. Dircksen Rabbit 1:6000 Bungart et al. (1994) RRID:
AB_2315017
Pigment-dispersing- Conjugates of Leptuca H. Dircksen Rabbit 1:20,000 RRID: AB_2315088
hormone pugilator B-PDH and
(PDH) bovine thyroglobulin
LomTK-II Locustatachykinin Il H.-J. Agricola Rabbit 1:20,000 Vitzthum and Homberg
coupled to bovine (1998) RRID:
thyroglobulin AB_2341129

incubated in 1 mg collagenase/dispase (Roche, Mannheim, Germany)
diluted in 1 mL TBS for 40 min at 37°C. After the treatment with
collagenase, the brains were washed in TBS containing 0.3% Triton
X-100 (TrX) 6 x 20 min. For preincubation, the brains were transferred
overnight at 4°C in 2% normal goat serum (NGS; Dianova, Hamburg,
Germany) in TBS (0.3% TrX). To visualize neuropil boundaries, the
brains were labeled for 8 days at 4°C with antibodies against synapsin
and GABA (Table 1). This was achieved by incubation in 2% NGS, 0.02%
sodium azide, anti-GABA (rabbit polyclonal, Sigma-Aldrich, 1:750) and
anti-SYNORF1 (synapsin, mouse monoclonal, Developmental Studies
Hybridoma Bank, 1:50) in TBS (0.3% TrX). After two rinses with TBS
(0.1% TrX), four washing steps followed for at least 20 min. Then, the
brains were incubated in the secondary antibody solution, containing
goat-anti-rabbit conjugated with Alexa 674 (GaR-Alexa674; Dianova,
1:500), goat-anti-mouse conjugated with cyanine-3 (GaM-Cy3;
Dianova, 1:300), 1% NGS and 0.02% sodium azide in TBS (0.3% TrX) for
6 days at 4°C. After 4 x 20 min final washing steps in TBS (0.1% TrX),
the brains were dehydrated using an ascending ethanol series (50, 70,
90, 95, and 100% ethanol solution) each step for 15 min. Following,
the brains were transferred into a 1:1 solution of ethanol/methyl
salicylate for 15 min and further placed in 100% methyl salicylate
for 1 h, Finally, the brains were embedded in Permount mounting
medium (Permount™; Fisher Scientific, Schwerte, Germany) under

coverslips.
2.3 | Immunolabeling on 130-um sections
For detailed analysis of selected brain areas, 130-um sections of the

cockroach brain were double labeled with antibodies against pigment-

dispersing hormone (PDH) and synapsin, or triple-labeled with anti-

bodies against serotonin, orcokinin, and synapsin (Table 1). Brains were
dissected and fixed as described above, except for overnight fixation
in 8% FA for PDH immunolabeling. After fixation, brains were washed
4 % 10 min with PBS and once for 5 min with saline-substituted Tris
buffer (SST; containing 0.1 mol L=* Tris-HCI/0.3 mol L=! NaCl, pH 7.4)
containing 0.1% TrX only for triple labeling for serotonin, orcokinin
and synapsin. Following, the brains were embedded in albumin/gelatin
(12% ovalbumin, 4.8% gelatin in demineralized water) and again fixed
at 4°C in 6% FA in PBS overnight. The next day, brains were sec-
tioned with a vibrating-blade microtome (VT 1200 S; Leica Biosystems,
Wetzlar, Germany) in frontal plane adjusted to 130 um. After cut-
ting, the sections were washed 2 x 10 min with 0.1 mol L~ PBS and
4 x 10 min with PBT (PBS + 0.3% TrX). Preincubation was accom-
plished for 3 h at room temperature or overnight at 4°C in 5% normal
donkey serum (NDS) for the serotonin/orcokinin/synapsin staining and
in 5% NGS for PDH/synapsin immunolabeling in 0.1 mol L-! PBT.
The brains were transferred into the primary antibodies. For triple
labeling, we used anti-synapsin (mouse monoclonal, SYNORF1, 1:50,
kindly provided by Dr. E. Buchner and C. Wegener, Wiirzburg, Ger-
many), anti-serotonin (goat polyclonal, ImmunoStar, 1:10,000) and
anti-orcokinin (1:6000; Bungart et al, 1994) in PBT with 2% NDS.
For the PDH/synapsin double immunolabeling, anti-synapsin and anti-
Leptuca-PDH (rabbit polyclonal, 1:20,000; kindly provided by Dr. H.
Dircksen, Stockholm, Sweden) in PBT with 2% NGS were used. Sec-
tions were incubated for 3 days at 4°C and, after rinsing with PBT
for 6 x 15 min, the brains were incubated in the secondary antibodies
for 5 days at 4°C. For serotonin/orcokinin/synapsin immunolabeling,
Cy2-conjugated donkey-anti-mouse (DaM-Cy2; Dianova; 1:300), Cy3-
conjugated donkey-anti-rabbit (DaR-Cy3; Dianova, 1:300), and Cy5-
conjugated donkey-anti-goat (DaG-Cy5; Dianova, 1:300) in 1% NDS
in PBT were used. For PDH/synapsin double staining Cy2-conjugated
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5| Kapitel 2: Neuronale Srukturen des Zentralkomplexes der
Madeiraschabe Rhyparobia maderae - Smopsis (Projekt 11 & Iil)

Der Zentralkomplex ist eine zentral im Insektengehirn liegende Struktur, welche unireamdls
Navigationszentrum gilt. Er wurde schon in einer Vielzahl von verschiedenen Insektenartdiedetail
untersucht, allerdings fast ausschlielich in tagaktiven Spezies und bisher nihttietern der
Dictyoptera, zu denen auch die nachtaktive MadeiraschHabmaderaezahlt. Schaben sind sehr agile
Tiere, welche sich nicht nur auf visuelle Reize bei der Orientierung verlassderrsanch ihre langen
Antennen nutzen, um Hindernisse zu erkennen (Harley et al., 2009), Fluchtreaktiomeitii@ren
(Ritzmann, 1984) oder sich olfaktorisch zu orientieren (Seelinger & Gagel, W8B%;& Avondet,
2005). Studien an Schaben zeigten aufl3erdem, dass der Zentralkomplex nicavigationsbezogene
multisensorische Signale in zielgerichtete pramotorische Befehle umwandelt, sondern aueh an d
motorischen Kontrolle (Ritzmann et al., 2012; Varga et al., 2017) wiealggeschwindigkeit und -
richtung beteiligt ist (Harley & Ritzmann, 2010).

Zentralkomplexneurone werden in drei Gruppen eingeteilt: kolumnare, pontinetamgentiale
Neurone. Im Zentralkomplex der Schabe konnten 18 kolumr@rejékt I), 5 pontine Projekt 1))
sowie 27 tangentiale ZelltypenProjekt Il) identifiziert werden, von denen 6 kolumnare
Neuronentypen und 1 tangentialer Neuronentyp keine Ubereinstimmung zu Neuroneereand
Insektenarten haben.

Die interne Organisation des Zentralkomplexes der Schabe konnte mithilfe von Eiifzblaegen
und Antikdrperfarbungen genauer untersucht werden. Durch die Analyse der Verzweigungsmuster,
die anhand von Einzelzellfarbungen kolumnéarer Neurone ermittelt wurden, konnte mizisere
Unterteilung der Neuropile vorgenommen werden. Die Protocerebralbriicke der Schalshibass
neun vertikalen Kolumnen pro Hemisphare, wobei die innerste Kolumundnalb so breit ist wie die

anderen.

Ventral zur Protocerebralbriicke liegt der Zentralkdrper. Er besteht aus einer oberen und einer
unteren Einheit. Die obere Einheit des Zentralkérpers lasst sich anhand der Verzweigstegsmn
kolumnaren Neuronen in drei horizontale Schichten einteilen. Nach der Analyse dentaten
Neurone (Projekt 1) war aufRerdem eine genauere Einteilung der Schichten inlsjexveei
Untereinheiten maglich. Vertikal besteht die obere Einheit des Zentralkdrpers aus zwei Systemen von
einmal acht und einmal neun Kolumnen, je nachdem welche Zelltypen betrachtet werden.

Die untere Einheit des Zentralkdrpers zeigt in der Schabe eine besondere Struktur. Sie isenicht wi
bei vielen anderen untersuchten Insekten in horizontale Schichten unterteilt, sorzEgh eine

vertikale Unterteilung in neun Zahne und acht Zapfen. Durch die Analyse von tareggeielronen
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der unteren Einheit des Zentralkorpers (TL) und deren Verzweigungsgebiete war eineergenau
Unterteilung dieser Gebiete mdglich.

Das vierte Neuropil des Zentralkomplexes sind die Noduli, eine paarige vantradentralkdrper
gelegene Struktur. Sie sind, wie bei einigen anderen Insektenarten, in eine obere Eiihdigim
Schichten und in eine unteren Einheit unterteilt.

Neben dem Zentralkomplex wurde das wichtigste Ein- und Ausgangsareal von
Zentralkomplexneuronen, der laterale Komplex, anhand der Verzweigungsgebiete einzslinend\
genauer analysiert. IRrojekt | konnten bereits verschiedene Untereinheiten wie ékeong der Gall
und der Bulbus identifiziert werdeRrojekt Il erganzte diese Arbeit mit einer Unterteilung dealls
in zwei Einheiten und identifizierte kolumn&are Neurone, die in den einzelnen Arealen verzweigen.

Beide Projekte zeigten eine besonders enge Verbindung des Zentralkomplexes zoremtspe,
einem Neuropil, das besonders ausgepragt in der Schabe vorliegt. Au€ratimenimmt einen
groBen Teil des Schabengehirns ein und ist ein wichtiges Verzweigungsareal besonders von
tangentialen Neuronen der oberen Einheit des Zentralkdrpers (TU Neurone). In einer kleinen
Untereinheit derCrepine demRubus konnten nur Verzweigungen eines kolumnéaren Neuronentyps
(CU2c Neurone) gefunden werden. Dieser Neuronentyp verzweigt aul3erhalRutbesnur noch in
der oberen Einheit des Zentralkérpers und entspricht wahrscheinlich FR1 Neuronéh in
melanogaster welche im Rubus mit Neuronen verschaltet sind, die keine Verzweigungen im
Zentralkomplex haben. Sie kénnen daher als Ausgangsstrukturen des Zentralkomplex angesehen

werden. Wie die Verschaltung dBsibusn der Schabe aufgebaut ist, ist bislang allerdings noch unklar.

Unter den katalogisierten kolumnaren Neuronen waren sechs Neuronentypen, die keine
Ahnlichkeit zu Neuronen in anderen bereits untersuchten Insektenarten aufwiesen. Die Gleppe
kolumnaren Neurone der oberen Einheit des Zentralkdrpers ohne Verzweigungenerin d
Protocerebralbriicke, die Gruppe der CU Neurone, stach bei der Schabe als beslvetsraervor.

Drei Typen von CU Neuronen besitzen Verzweigungen sowohl in der oberen als aurtieden
Einheit des Zentralkorpers. Dieses Verzweigungsmuster ist bislang weder bei denhéiusthrecke

S. gregarigHeinze & Homberg, 2008) noch der Bighemellifera(Hensgen et al., 2021) oder den
MistkafernS. lamarckund satyrus(el Jundi et al., 2018) bekannt. Die Funktion dieser Verbindung in
der Schabe ist bislang ungeklart.

Pontine Neurone verbinden zwei verschiedene Kolumnen der oberen Einheit des Zentralkdrpers
miteinander. Ein Typ der katalogisierten pontinen Neurone in der Schabe verzweigt allerdirigd verti
und wurde daher POUv Neuron genannt. Es verbindet zwei verschiedene Schichten innerhalb
derselben Kolumne miteinander und ist die erste Beschreibung diesesisuyps aul3erhalb voD.

melanogaste(Hulse et al., 2021).
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Die Analyse der tangentialen Neurone komplementierte den Katalog der Zentralkomplexneurone
in der Schabe und flhrte zu einer genaueren Unterteilung der unteren Einheit des Kémteas in
eine Kopf- und eine Halsregion bei den Zapfen sowie eine Rand- undeeimredion in den Zéhnen.
Die tangentialen Neurone der oberen Einheit des Zentralkdrpers (TU Neurone) sind einedyss
diverse Gruppe. In der Schabe konnten sieben Typen dieser Gruppe beschrieben werden, welche
signifikante Unterschiede zu den entsprechenden Neuronen in der Heuschrecke aufweisen (von
Hadeln et al., 2020). Eine Besonderheit ist die Identifizierung eines TU-Nedasngjne direkte
Verbindung zwischen dem Zentralkomplex und dem Pilzkérper herstellt @UN&uron). Dieser
Neuronentyp ist bisher nur aus der Tauflidgemelanogaste(Hulse et al., 2021) sowie als Teilfarbung
aus dem MonarchfalteD. plexippugHeinze et al., 2013) bekannt.
Die systematische Katalogisierung der bekannten Zentralkomplexneurone der Schal&nsslit
wichtigen Schritt auf dem Weg zu einem vollstandigen Konnektom der Schabesda¥.dieren ebnet
sie auch den Weg fur physiologische Arbeiten und damit einhergehend einem Vergéich d

Funktionen des Zentralkomplexes in verschiedenen Insektenspezies.
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Figure 2
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7



Kapitel 2: Neuronale Struktur des Zentralkomplex&sojekt 11l: Tangentiale Neurone 138

Figure 8



Kapitel 2: Neuronale Struktur des Zentralkomplex&sojekt 11l: Tangentiale Neurone 139

Figure 9



Kapitel 2: Neuronale Struktur des Zentralkomplex&sojekt Ill: Tangentiale Neurone 140

Figure 10
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Figure 11
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Figure 12
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Figure 13
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