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1. EINFUEHRUNG

Gemiiss einer Definition von Karlson und Liischer (1959) ist ein Pheromon

eine chemische Substanz, die von einem Individuum einer Art abgegeben wird
und anderen Individuen derselben Art Information vermittelt. Im Laufe der
letzten zwanzig Jahre hat sich unaer Wissen auf dem Gebiet der pheromonalen
Kommunikation von Lebeweaen in ihren innerartlichen Beziehungen enorm er-
weitert, Zunehmend sensiblere und prizisere Methoden der Analytik haben zur
Aufkldrung der Struktur vieler Pheromone gefiihrt. Pheromone asind oft bereits
in sehr geringen Mengen wirksam, Sie treten demgemdss in der Natur hdufig
nur in kleinen Konzentrationen auf und ihre Gewinnung und Isolierung aus
Rohextrakten ist schwierig, Da diese meist nur stark verurreinigt gewonnen
werden kénnen, bediirfen sie zur Isolierung und Identifikation der wirksemen
Komponenten der weiteren Auftrennung und Reinigung. Dabei héngt der Erfolg
meist nicht zuletzt davon ab, mit welcher Prignanz die biologische Aktivitdt
einzelner isolierter, gereinigter Fraktionen in spezifischen Biotests er-
mittelt werden kann. Eine enge Zusammenarbeit zwischen Chemiker und Bicloge
ist deshalb nicht aur anzustreben, sondern unerlisslich. Erst die Synthese
der Erkenntnisse {iber das pheromonal gesteuerte Verhalten einer Tierart, die
chemische Struktur und Zusammensetzung ikrer Pheromone, deren Produktion und
Abgabe und deren spezifische Wahrnehmung iiber Geschmacks- und Geruchssinnes-
organe, ergibt ein vollstindiges Bild der pheromonalen Kommunikation der
untersuchten Are.

Schon friih sind Erkenntnisse auf dieaem Gebiet, insbesondere im Bereich der
Arthrapoden, zur Entwicklung selektiver Kontroll- und Bekémpfungsmethaden
von Schadinsekten und Parasiten genutzt worden {Kydonius & Beroga, 19B2).
Diese praktische Bedeutung stand such damals im Vardergrund, als man sich
Ende der sechziger Jahre mit dem pheromonal gesteuerten Verhalten von Zecken
zu beschéftigen begann. Erste Arbeiten wurden von R.S, Berger und seinen
Mitarbeitern J.C. Dukes und Y.S. Chow an der Auburu University in Alabama/USA
durchgefilhrt. 1971 verdffentlichten sie eine Arbeit, in der sie erstmals

den Nachweis fiir die Présenz eines Sexualpheromons bei Weibchen der ameri-

kaniachen Schildzeckenarten Amblyomma smericanum L., Amblyomma maculatum
Koch und Dermacentor variabilis (Say) erbrachten (Berger et al., 1971},

Im Fall von A. americanum konnte dieses Pheraomam als 2,6-Dichlorophenal

identifiziert werden (Berger, 1972)}. Mittlerweile ist an vielen weiteren



Beispielen belegt worden, dass dieses halcgenierte Phencl ein bei meta-
striaten Zeckenarten generell verbreitetes Sexualpheromon darstellt, mit
dessen Rilfe teilweise gesogene, sexuell reife Weibchen die ihrerseits
gesogenen, sexuell reifen Mannchen auf dem Wirt in ihre unmittelbare Nihe
locken und zur Kopulation veranlassen (Chow et al., 1975; Sonenshine et
al., 1976; Kellum & Berger, 1977; Norval et al., 1980; Khalil et al., 1981,
Berger, 1983; Rechav, 1983). Als Ausnahmen bekannt sind einige wenige

Arten der Gattung Rhipicephalus, bei denen anstelle des 2,6-Dichlorphenol
ein Gemisch aus Phenol und p-Crescl als Sexualphercmon identifiziert werden
konnte {Wood et al., 1975), und einige afrikanische Arten der Gattung
Amblyomma, bei denen sich auch das Verhalten der adulten Zecken bei der
Fixierung auf einem Wirt uwnd bei der Partnersuche markant von dem anderer
metastriater Zeckenarten unterscheidet., Im Fall der tropischen Buntzecke

A. variegatum Fabricius konnte 2,6-Dichlorphencl zwar ebenfalls in
Extrakten aus teilweise gesogenen Weibchen nachgewiesen werden (Wood et
al., 1975), eine Rolle als Sexualpheromon konnte aber anhand der bisher
durchgefithrten Verhaltensexperimente weder bestdtigt noch ausgeschlossen
werden {Rechav et al., 1982). Bei dieser Art und bei den nahe verwandten
Arten A, hebraeum Koch, A, gemma (Dénitz) und A. lepidum (Dbnitz) sind es

die auf dem Wirt festgesetrzten, sexuell reifen Minnchen, welche die noch
ungesogenen Weibchen mit einem Pheromon anlecken und zum Festsetzen in
ihrer unmittelbaren Ndhe veranlassen {Norval, 1974; Rechav et al., 1977a+b;
Rechav, 1978; Norval & Rechav, 1979), Da mit demselben Pheromon nicht nur
Weibchen, sondern auch ungesogene Miannchen und, wie im Fall von A. hebraeum
nachgewiesen, ungesogene Nymphen (Rechav et al., 1976) angelaockt werden,
was unter natiirlichen Umstdnden zu dichtgedréngten Klumpen der festgesetzten
Zecken auf dem Wirt fithrt, spricht man in diesem Fall nicht von einem
Sexualpheromon, sondern von einem wirtsgebundenen Aggregationspheromon.
Wirtsgebundenheit in diesem Zusammenhang bedeutet, dass ein Phercmon dieses
Typs erst nach einem Blutmahl auf einem geeigneten Wirt von mehreren Tagen
abgegeben wird und dass die emittierende Zecke dabei auf dem Wirt fixiert
bleibt. Erstmals beschrieben wurde dieser Pheromontyp fiir Minnchen der
amerikanischen Gulf Coast Zecke A. maculatum Koch {Gladney et al., 1974).
Verhaltensbecbachtungen deuten darauf hin, dass bei dieser Art sowohl das
Sexualpheromon der Weibchen (Berger et al., 1971), als auch das wirtsge-
bundene Aggregationspheromon der Minnchen an der Partnerfindung auf dem

Wirt beteiligt sind.



Als ich 1981 mit den Arbeiten zu der vorliegenden Dissertation begann,
ordnete man die bia dahin beschriebenen Zeckenpheromone den drei Kate-
gorien Sexualphercmone (sex phercmones), wirtagebundene Agpregations-
pheromone (aggregation pheromones) und nicht wirtsgebundene Aggregations-
phercmone {assembly pheromones) zu. Beispiele fiir den zuletzt genaunten
Pheromontyp sind sowohl fiir argaside (Leahy et al., 1973; Leahy et al.,
1975a+h; George, 1981; Gothe & Kraiss, 1982) als auch fiir ixodide Zecken-
arten {Treverrow et al., 1977; Hajkova et al., 1980; Perney & Bull, 1981;
Leahy et al., 1981; Petney & Andrews, 1982; HAjkovd & Leshy, 1982 Leahy
et al., 1983) beschrieben. In jlingster Zeit ist eine weitere, vierte
Kategorie beschrieben worden. Es handelt sich dabei um ein genitales
(Kontakt-) Sexualpheromon, welches fiir zwei Arten der Gattung Dermacentor
nachgewiesen werden konnte (Sonenshine et al., 1982),

Mit Ausnahme des Sexualpheromens der metastriaten Zecken war damals wie
heute fiir keines der beschriebenen Pheromone die chemische Struktur und
Zusammensetzung bekannt (Sonenshine, 1984). Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollte deshalb versucht werden, die Struktur und Zusammensetzung
des fiir die tropische Buntzecke A, variepatum beschriebenen Aggregations-
pheromens (Norval & Rechav, 1979) aufzukléren und dessen Bedeutung fiir die

Wirtswahl und das Sexualverhalten der Art genauer zu beschreiben.

Die tropische Buntzecke A. variegatum Fabricius ist eine weit verbreitete
Zeckenart des tropischen und subtropischen Afrikas siidlich der Sahara. Man
findet sie zudem in Siidafrika, Madagaskar, den Kapverdischen Inseln und
Yemen (Hoogstraal, 1956). Aus diesem urspriinglichen Verbreitungsgebiet
wurde die Art auch in die Karibik verschleppt. Auf Puerto Rico, Antigua,
Martinique, Guadeloupe, St. Kitts, Nevis, St. Martin, Vicques, Anguilla
ungd St. Lucia leben heute etablierte Kelonien (Garris, 1984).

Der Zyklus dieser Zecke ist dreiwirtig, d.h. alle drei Entwicklungsstadien
verlassen den Wirt nach dem abgeschlossenen Blutmahl wieder und die
Reifungshdutungen werden unabhéngig vom Wirt vollzogen. Die adulten Zecken
parasitieren mit Vorliebe auf domestizierten Boviden und anderen Huftierem,
sind aber in ihrer Wirtswahl wenig spezifisch. Die Nymphen parasitieren
auf einer grossen Zahl mittlerer bls grosser SHugetiere, einschliesslich
des Menschen, wihrend die Larven ver allem Kleinsduger und VEgel befallen
(Hocgstraal, 1956; Hoogstrasl & Aeschlimann, 1982).



Die Art ist sowohl von wirtschaftlicher als auch von veterinir- und human-—
medizinischer Bedeutung. Durch ihre Grésse und Befallsdichre kann sie
bedeutende Einbussen im Ertrag von Rinderzuchten herbeifiihren. Ste ist,
zusammen mit der nahe verwandten Art A. hebrasum Koch, primérer Ueber-

triger von Cowdria ruminantium, dem Erreger der Herzwasserkrankheit bei

Rindern, Schafen und Ziegen (Uilenberg, 1981). Auch Rickettsia conori,

der Erreger von Mittelmeertyphus beim Menschen, wird von ihr iibertragen.
Sie kann zudem bei der Uebertragung von (-Fieber (Coxiella burneti} und
von Pilzdermatosen beteiligt sein. Der grobe und schwer heilende Biss der
Zecke hinterlésst oft entziindete und schwer heilende Wunden, die unter
schlechten hygienischen Bedingungen und chne Behandlung den Zutritt von
Sekund#érinfektionen und Myasen erleichtern, Insbesondere die Larven
kdnnen auch fiir den Menschen listig werden, bei dem sie Entziindungen

und Hautreizungen hervarrufen kénnen (Hoogstraal, 1956; Arthur, 1962,
Walker & Parson, 1964; Garris, 1984).

Zur Ethologie von A. variegatum in Bezug auf die Wirtssuche und das Ver-
halten der adulten Zecken auf dem Wirt finden sich in der Literatur nur
wenige, vereinzelte Angaben. Besser untersucht ist die nahe verwandte

Art A, hebraeum, Eine sehr ausfijhrliche und prignante Beschreibung zum
Verhalten der adulten Zecken auf einem Wirt unter Laborbedingungen ist

in einer Arbeit von Norval (1974) zu finden. Seine Beobachtungen und
Folgerungen bildeten eine wichtige Basis fiir meine eigenen Beobachtungen
an A. variegatum. Im folgenden ist deshalb in einer Uebersetzung die
diesbeziigliche Passage aus seiner Arbeit, in der er die Resultate seiner
Beobachtungen auf einem Rind, resp. Kaninchen beschreibt, in ihrer vollen

ldnge zitiert:

"Wurden Weibchen in Abwesenheit von Mannchen auf einen Wirt gebracht, so
setzten sich diese nicht fest. Im Gegensatz dazu setzten sich Minnchen in
Abwesenhelt von Weibchen ohne Zégern fest. Wurden beide Geschlechter gleich-
zeitig auf einen Wirt gebracht, so setzten sich welksus die meisten Minnchen,
aber nur wenige Weibchen fest. Keines der festgesetzten Weibchen wurde in
Paarungshaltung, d.h. in der fiir die Kepulation notwendigen Stellung mit
einem Mannchen gefunden, und keines nahm ein vollsténdiges Blutmahl auf.

Wurden Weibchen &uf einen Wirt gebracht, auf dem Médnnchen bereits widhrend
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1-2 Tagen festgesetzt waren, so setzte sich wiederum keines fest. Die Weib-
chen setzten sich auch dann nicht fest, wenn sie Bauch gegen Bauch gegen
die frisch festgesetzten Minnchen gehalten wurden, Wurden sie aber gegen
Ménnchen gehalten, die widhrend 7 Tagen auf dem Wirt festgesetzt waren,
setzten sie sich rasch und ohne Zégern fest. Wurden Weibchen 2-3cm entfernt
von Minnchen, die wéhrend 7 Tagen auf dem Wirt ein Blutmahl aufgenommen
haben, auf einen Wirt gebracht, so konnten sie diese Mdnnchen lokalisieren
und setzten sich innert weniger Minuten fest, Die Dauer des Blutmahls, das
die einzelnen Ménnchen benstigten, um sexuell reif zu werdea, variierte
individuell zwischen & und 6 Tagen.

Einmal auf dem Wirt wanderten die Minnchen meist nicht weit von der Stelle
wegs an der sie angesetzt wurden und setzten sich innert weniger Minuten
fest. Die Weibchen aber waren sehr aktiv und setzten sick nicht fest,
bevor sie suf ein sexuell reifes Mdnnchen trafen. Dass sich Weibchen in
eipnzelnen Versuchen dennoch ungbhdngig von reifen Ménnchen festgesetzt
hatten, kénnte ein Resultat der unnatiirlichen Beschridnkung auf dem Wirt
gewesen sein.

Wenn ein Weibchen bis auf 2-5cm in die Ndhe eines reifen Mannchens kam,

so verharrte es gewdhnlich in seinem Lauf und erhob das erste Beinpaar in
suchenden Bewegungen. Das Minnchen reagierte seinerseits, indem es seinen
Karper in eine senkrechte Position zur Oberflédche des Wirtes brachte.
Diese Reaktion war gefolgt von periodischen, aktiven Bewegungen der Beine,
welche mit den Bewegungen des Weibchens korreliert zu sein schienen. Nach
einer Phase des Verharrens von wenigen Sekunden bis zu 2 Minuten bewegte
sich das Weibchen direkt auf das Ménnchen zu und auf die Berithrung hin
umarmte sich das Pear. Ueber komplizierte Bewegungen der 8eine wurde eine
Stellung Bauch gegen Bauch erreicht, wonach sich das Weibchen festsetzte
und die Kopulation erfolge.

Mit Ausnahme der Gattung Ixodes vollzieht sich bei allen Minnchen der
Fapilie der Ixodidee der Abschluss der Spermatogenese erst auf dem Wirt
(Arthur, 1962). Bei A. hebrseum ist zudem der Abschluss der Spermatogenese
von Verdnderungen in Physiclogie und Verhalten begleitet, d.h. von der
Produktion eines Sexualpheromons und der Reaktion auf die Priésenz eines
Weibchens. Obwohl nichts iiber den Ort der Produktion oder die chemische
Natur dieses Pheromons bekannt ist. kann an dessen Existenz nicht gezwei-

felt werden, da dies klar aus dem Verhalten der Weibchen gegeniiber sexuell



reifen Mannchen hervorgeht und da die Existenz von Sexuelpheromonen bedi
ixodiden Zecken von anderen Arten her bekannt ist (Gladney 1971, Berger et
al. 1971). Die Reaktion der sexuell reifen Minnchen auf die Weibchen
scheint mechanisch hervorgerufen zu werden, sei es durch eine direkte 8e-
ridhrung des Mdnnchens oder durch Beriihrung und Bewegung der Haare des
Wirts in der unmittelbaren Néhe des Ménnchens. Nach dieser mechanischen
Stimulierung kann das Mdnnchen bis zu einer halben Minute in der senk-
recht abgespreizten Haltung verharren und kann auf weitere Reizung hin
die Beine suchend bewegen. Die Midnnchen kénnen so alle miglichen Dinge
umarmen, die in ihre unmittelbare Nshe gebracht werden, z.8. eine Finger-
spitze, kleine Holzstiickchen, ungesogene Miénnchen derselben Art und sogar

ungesogene Weibchen einer fremden Art (Myslomms marginatum rufipes Koch).

Es ist deshalb klar, dass das Minnchen nicht zwischen Zecken und anderen
Objekten oder zwischen verschiedenen Zackenarten und den Geschlechtern
unterscheiden kann. Dies gibt der Rolle des Sexualpheromons fiir die Partner-
findung und das Sexualverhalten eine ganz besondere Bedeutung und zeigt zu-

gleich, dass die Partnerwahl einzig durch die Weibchen vollzogen wird."

Auvagehend von dieser Beschreibung habe ich in einem ersten Teil der Disaer-

tation anhand eigener Versuche in _vivo und in vitro abgeklért, inwieweit das

fiir A. hebrgeum geschilderte Verhalten der sdulten Zecken auch fiir die nahe
verwandte Art A. variegatum zutrifft, Zudem habe ich die bisher im Zusammen-
-hang mit dem wirtsgebundenen Aggregationspheromon verwendeten Méglichkeiten
fiir dessen Nachweis gepriift, um daraus eine eigene Standardmethode abzuleiten,
welche in der Folge in einem zweiten Teil der Arbeit fir die Identifizierung

und Charakterisierunp dieses Pheromons verwendet werden konnte,

Bei der chemischen Analyse eines Pheromons muss in der Regel von einem
Rohextrakt ausgegangen werden, dessen pheromonale Aktivitdt in einem Bio-
test nachgewiesen werden konate. Ein solcher Rohextrakt kann auf verschie-
dene Weise pewonnen werden, Eine Mioglichkeit besteht darin, grosse Mengen
pganzer oder homogenisierter Tiere mit einem, der Polaritdt des Pheromons
entaprechenden Losungsmittel in einer Sdule auszuwaschen. Der Rohextrakt
kann so auch direkt aus isolierten Driisen und Organen, die das Pheromon
synthetisieren, anreichern und/oder ausscheiden, gewonnen werden, sofern
diese bekannt und auf bestimmte Korperregionen beschrankt sind. In den

Fdllen, in denen das Pheromon zusammen mit anderen Ausscheidungen der
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Tiere wie Urin, Kot oder dermale Sekretiocnen abgegeben wird, kinnen diese
gesammelt, ausgewaschen und extrahiert werden. Handelt es sich um ein hach
volatiles Pheromon, so kana es auch aus der Gasphase sbsorbiert oder

extrahiert werden.

Verschiedene dieser Miglichkeiten wurden im Zusammenhang mit Zeckenpﬁero—
monen erfolgreich eingesetzt. Berger et al. (1971) extrahierten das Sexual-

pheromon teilweise gesogener Weibchen von A. macuwlatum, A. americanum und

D. variabilis aus Homogensten dieser Zecken in Methylenchlorid. Diese
Methode wurde von Berger (1972) weiter modifiziert und verfeinert. Er ex-
trahierte das Pheromon von A. americanum in Benzol und reinigte den Roh-
extrakt iilber mehrere Schritte, um neutrale Lipide abzuspalten. Der so
gereinigte Extrakt wurde wiederum in Benzol extrahiert.

Sonenshine et al.(1974) verwendeten fiir die Extraktion des Sexuslpheromons

teilueise gesogener Weibchea von D, vsriabilis und D, sndersoni verschiedene

Methoden. Eine Methode bestand darin, homogenisierte Zecken in Hexan zu
extrahieren. Eine weitere Methode war die Auswaschung ganzer, intakter
Zecken mit verschiedenen L&sungsmitteln (Hexan, Methylenchlorid, Aether)

in einer Chromatographiesiule, Eine dritte Methode bestand darin, das
Pheromon direkt aus der Gasphase iiber Poropak zu absorbieren und aus diesem
mit Hexan oder Pentan auszuwaschen.

Gladney et al. (1974) extrahierten das wirtsgebundene Aggregationspheromon
der sexuell aktiven Midnnchen von A. maculatum aus Homogenaten dieser Zecken
in Aceton, Die Zecken wurden zuvor in Hexan ausgewaschen. Der Acetonextrakt
wurde gefiltert, eingeengt und das Lésungsmittel durch Hexan ersetzt.

Wood et al. (1975) steliten fest, dsss im Falle des Sexunalpheromons teil-

weise gesogener Weibchen von Rhipicephalus appendiculstus und Rhipicephalus

pulchellus das Auswaschen intakter, gefrorener Zecken in Aether einen hin-
reichend aktiven Pheromonextrakt ergab.
Kelium & Berger (1977) untersuchten die altersabhiingige Produktion und Aus-

scheidung des Sexualpheromons der Weibchen von A. americanum und A. macula-

tum, 2,6-Dichlorphenol. Gefrorene und wiederaufgetaute, intakte Zecken
wurden dabei in Beazol ausgewaschen.

Rechav et al. (1976) extrahierten das wirtsgebundene Aggregationspheromon
der sexuell aktiven Minnchen von A. hebraeum aus frisch gesogenen intakten
Zecken in Hexan. Bei weiteren Versuchen verwendeten sie daneben auch andere
Losungsmittel wie Diethyl- und Petroldther (Rechav et al., 1977a). Der
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Extrakt in Diethyldther erwies sich im Biotest als der aktivste. Flr
spdtere Yersuche gaben sie deshalb dem Diethyldther als Losungsmittel

fiir die Extraktion den Vorzug (Rechav, 1978; Rechav & Whitehead, 197B).

Auf dieselbe Weise wurde auch das wirtsgebundene Aggregatiounspheromon

von A, variegatum extrahiert (Norval & Rechav, 1979).

Brill & Solomon (1979} verwendeten fiir die Extraktion des wirtsgebundenen
Aggregationspheromon von A. bebraeum ein "cryogenic-trap"-Verfahren, wie

es von Browne et al. (1974) vorgeschlagen wurde., Mit diesem Verfahren kénnen
grosse Mengen von Luft, in der das volatile Pheromon enthalten ist, abge-
kithlt, verflitssigt und so iiber einen léngeren Zeitraum gesammelt werden.
Fir die eigentliche Extraktion wird die verfliissigte Luft anschliessend
langsam wieder erwdrmt und iiber Waschflaschen durch ein geeignetes Lisungs-

mittel geleitet. Im vorliegenden Fall wurde die Luft in Aether extrahiert.

Im Rahmen einiger der zitierten Arbeiten wurde der Rohextrakt weiter be-
arbeitet, d,h, gereinigt, fraktioniert und analysiert.

Berger et al. (1971) fraktionierten die Rohextrakte des Sexualpheromous
iiber Kieselsdure-Chromatographieséulen mit einem Hexan-Aethyléther-Gemisch
mit stelgendem Gradienten. Die dabei resultierende aktive Fraktion wurde
mit Hilfe der Gaschromatographie weiter aufgetrennt, wobei das aus der
S4dule ausstrohmende Gas aufgespalten und teils itber einen Detektor
(Flammenionisation) und teils iiber sexuell aktive Mannchen der betreffeunden
Zeckenarten, die auf einem Kaniochen fixiert waren, geleitet wurde. Eine
positive Reaktion der Zecken, d.h. deren Erregung und das Ablésen vom Wirt,
diente als Indikator fiir die sktive Fraktion. Mit dieser Methode gelang es
ihnen, eine einzelme aktive Substanz aus dem Extrakt zu isolieren. Ueber
den Vergleich des Infrarot- und Massenspektrums der isolierten Substanz
mit denjenigen bekannter lsomere konnte das Pheromon als 2,6-Dichlorphenol
identifiziert werden.

Chow et al.{1975) idenrifizierten mit einer nur geringfiigig modifizierten
Methode dieselbe Substanz als Sexualpheromon teilweise gesogener Weibchen
von Rhipicephalus sanguineus.

Sonenshine et al. (1976) reinigten die gewonnenen Rohextrakte iber D.5M
Natronlauge und extrahierten sie danach wieder in Hexan. Fir die weitere
Fraktionierung verwendeten sie einen Gas-Flissigkeits-Chromatographen
(Varian Aerograph GLC, model 274D) mit einem Flammenionisations-Detektor.

Massenspektren wurden iiber eine Xombination eines Finnigan GLC 9500 und
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eines Finnigan 3300 Massenspektrometers gewonnen. Die Analyse ergab auch

im Fall von D. variabilis und D. andersoni 2,6-Dichlorphencl als Sexual-

pheromon der teilweise gesogenan Waibchen.

Auch Wood et al, (1973) verwendeten fiir die Reinigung ihrer Aetherextrakte
Natronlauge (IN). Die Titration und Aetherextraktion der wissrigen Phase
ergab einen aktiven Extrakt, welcher iiber eine Natriumcarbonat-Lisung weiter
gereinigt wurde. Die Analyse iiber Gaschromatographie-Massenspektrometrie er-

gab im Fall von Rh. appendiculatus und Rh. pulchellus Phenol und p-Crescl

als aktive Komponenten des Sexualpheromons der Weibchen. Mit derselben
Methode wurden auch Extrakte teilweise gesogener Weibchen von Rhipicephalus

simus, Rhipicephalus compgsitus, A, americanum, A. variegatum und Hyalomma

truncatum gereinigt, fraktioniert und analysiert. Dies ergab fiir die beiden
erstgenannten Arten wiederum p-Cresol und Phenol. Bei den anderen drei Arten
wurde zusitzlich 2,6-Dichlorphencl gefunden. Bei Rh. compositus, A. ameri-
canum, A. variepatum und H. truncatum fanden sie zudem zum Teil deutliche
Mengen von Salicylaldehyd.

Kellum & Berger (1977) fiigten ihren Extrakten als internen Standard fiir die
Analyse je 0.3 ug 2,4,6-Trichlorphenol hei. Die Extrakte wurden ungereinigt
iiber Gaschromatographie mit einem Elektronendetektor analysiert und die
Menge des gefundenen 2,6-Dichlorphenols anhand des internen Standards
bestimmt .

Norval et al. (1980) analysierten den Diethylétherextrakt aus teilweise
gescgenen Weibchen von Amblyomma tholloni ebenfalls ungereinigt tiber eine
Kombination von Gaschromatographie und Elektronendetektor. Die Analyse
ergab auch in diesem Fall 2,6-Dichlorphenol als einzige aktive Komponente
des Saxualphercmons.

In einer Studie zur Moglichkeit einer Hemmung der Produktion von Sexual-

pheromon bei D. variabilis und D, andersoni durch Chinone verwendeten

Sonenshine et al. (1982a) eine, etwas modifizierte Methode der ldenrifi-
kation von 2,6-Dichlorphencl in Hexanextrakten ganzer Zecken. Die Zecken
wurden in Hexan in Glasampullen eingeschlossen. Ueber wiederholte Expo-
sition in einem Ultraschallbad und iber das Abkiihlen mit fliissigen Stick-
stoff und wieder Aufrauen wurden die Korperstrukturen und Organe der
aufgebrochen. Ueber Sep Pak-Filter (Florasit) wurde das Rchmaterial mehrmals
mit Hexan awsgespiilt, um verbliebene unpolare Molekiile auszuwaschen. An-
schliessend wurde das 2,6-Dichlorphenol mit einer Mischung (1:1) aus
Petroldther und Diethyldther gelést und mit Diethylidther vollstédndig aus
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dem Sep Pak extrshiert, Die weitere Analyse und Quantifizierung erfolgte
iiber einen Gaschromatggraphen mit Elektrgnendetektor und iiber einen
Chromatopak Multiprozessor.

Der Vollsténdigkeit halber sei noch eine weitere Arbeit von Sonenshine et
al. (1982b) erwihnt. Sie versuchten, die genitalen Sexualpheromene wvon

D. varigbilis und D. andersoni aus externen und internen Sexualorganen

der Weibchen zu extrahieren. Die Verhaltensversuche mit Hexan- und Aceton-
extrakten ergaben keine schliissigen Resultate und eine Analyse der

Pheromone steht bisher noch aus.

Aus der genannten Literatur ergaben sich fiir meine eigenen Arbeiten zur
Extraktion und zur Analyse des wirtsgebundenen Aggregationspheromons der
sexuell aktiven Médnnchen von A. variegatum und A. hebraeum die folgenden
Anhaltspunkte.

Aus den Versuchen von Rechav et al. (1977a+b), Rechav (1978) und Norval &
Rechav (1979} durfte geschlossen werden, dass die Wirkung des Pheromons

mit grosser Wahrscheinlichkeit auf mindestens zwei verschieden aktiven
Komponenten beruht und dass alle essentiellen Komponenten durch Extraktion
intakter, sexuell aktiver Ménnchen in Diethyl#ther, Petroldther oder Hexan
gewonnen werden konnen. Dass es sich zumindest bei einer dieser Komponenten
um eine volatile Substanz handelt, die von den Zecken olfaktorisch wahrge-
nommen wird und die der Anlockung suf Distanz dient, ging aus Verhaltensbe-
obachtungen auf dem Wirt und im Y-Olfsctometer klar hervor. Bestétigt wurde
diese Tatsache zudem durch die erfolgreiche Extraktion dieser Komponente
aus der Gasphase durch Brill & Solomen (1979). Die gute Extrahierbarkeit in
Aether und Hexan liess den Schluss zu, dass es sich bei allen Kompanenten
um unpolare bis schwach polare Subatanzen handelt. Dass an der Wirkung des
Pheromons auch nicht volatile, gustatorisch wahrnehmbare Komponenten be-
teiligt sind, konnte sufgrund der erwihnten Arbeiten nicht villig ausge-
schlossen werden, erschien aber wegen der lipophilen Lislichkeit wenig
wahrscheinlich. In diese Richtung deutete auch die relativ kurze Wirkungs—
dauer von nur wenigen Tégen bei Applikation der Extrakte auf einem Wirt
(Rechav & Whitehead, 1978).

Da in keiner dieser Arbeiten Versuche beschrieben sind, den Rohextrakt

zu reinigen oder zu an&lysieren, konnten keine weiteren Riickschliisse auf
die Chemie der beteiligten Komponenten gezogen werden.

Gewisse Parallelen in der Extrahierbarkeit und Wirkungsweise der volatilen
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Lockkomponente dieses Pheromons mit derjenigen des Sexualpheromons 2,6-Di-
chlorphenel liessen die Vermutung zu, dass es sich bei dieser Kompenente
ebenfalls um ein einfaches substituiertes Phenol handeln kénnte. Die

Arbeit von Wood et al. (1975) hatte gezeigt, dass einfache Phencle und
Phenolderivate bei merastriaten Zeckenarten gemerell verbreitet sind und

von den Weibchen als Sexualpheromone eingesctzt werden. Fir die Présenz
dieser oder #hnlicher Substanzen bei Mdnnchen gibt die Arbeir jedoch

keine Hinweise.

Fiir die Gewinnung der Rohextrakte habe ich die von Rechav et al. (1977a)
beschriebene Extraktion in Diethyl#ther iibernommen, da sich diese einfache
Methode als sehr wirkungsvell und véllig ausreichend erwiesen hatte. Fir

die #snalyse wurden parallel zwei verschiedene Wege beschritten. Auf der
einen Seite wurde versucht, in Zusammenarbeit mit Chemikern der Ciba-Geigy AG
iiber den Vergleich aktiver Extrakte mit insktiven, ansensten aber identischen
Kontrollextrakten derch Kapillar-Gaschromategraphie und Massenspektrometrie
die Struktur ven Substanzen zu ermitteln, die ausschliesslich in Extrakten von
gesogenen, sexuell aktiven Minnchen von A. variegetum und A. hebraeum gefunden
werden kinnmeu. Auf der anderen Seite wurde versucht, den ektiven Rohextrakt
iiber einen hochauflésenden Fliissigkeitschromatographen zu fraktionieren, um
liber einen geeigneten Bictest eine oder mehrere aktive, gereinigte Fraktionen
isolieren zu kbnnen. Mit Liosungen der gereinigten, identifizierten Substanzen
sollte anschliessend deran phercmouale Aktivitdr im Biotest iberpriift und

mit derjenigen der Rohextrakte verglichen werden.

Der Problemkreis um die Produktien und Ausscheiduung des Pheromons konnte ich
im Rahmen der verliegenden Studie nicht mehr bearbeiten. Dagegen konnte ich
die Fragen zur Wahrmehmung anhand ven Ablationsexperimenten und sinnesphysio-
logischen Untersuchungen weiter angehen und zum Teil auch beantworten. De-
taillierte Arbeiten von Hess & Vlimant (1982, 1983a+b) zur Morpholegie und
Ulrrastruktur der tarsalen Sinnesorgane von A. variegatum hatten fiir eine
golche Untersuchung beste Voraussetzungen geschaffen. Der elektrophysiclo-
gische Teil dieser Untersuchung kennte zudem auf einer Anlage durchgefiihrt
werden, welche bereits zuver fiir sinnesphysiologische Untersuchungen an

A. varjegatum (Hess & Vlimant, 1980) und Ixodes ricinus {Thonney, 1980}
erfolgreich eingesetzt worden war.

Bis heute liegen auf dem Gebiet der Sinnesphysiclogie der Zecken nur wenige,

prézisere Untersuchungen vor. Viele Erkenntnisse dariiber, was Zecken wahr-
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nehmen kdnnen, wurden indirekt aus Verhsltensversuchen gewonnen. Wichtig
und wegweigend waren in diesem Zusammenhang die Arbeiten von Totze (1933)
und Lees (194B) zur Sinnesphysiologie von I. ricinus. Sie analysierten die
Reaktion der Zecken auf verschiedene elementare Stimuli der natiirlichen
Umwelt wie Licht, Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Gravitation, sowie auf
gewisse olfaktorische Reize, die von einem potentiellen Wirt abgesondert
werden, wie CO; oder Buttersidure. Die meisten nachfolgenden Arbeiten
konzentrierten sich entweder auf Verbindungen, die wie die bereits ge-
nannten, bei der Anlockung oder Stimulierung der Zecken durch einen po-
tentiellen Wirt eine Schliisselrolle einnehmen oder dann auf solche, die
auf die Zecken eine repellente Wirkung ausiiben. Beides geschah vor allem
im Hinblick auf eine praktische Anwendung hin. Vergleichenden Aspekten
wurde wenig Beachtung geschenkt. Viele Berichte iiber anlockende resp.
repellente Wirkung einer Substanz fiir Zecken haben nach wie vor eher
anektotischen Charakter und bei den meisten ist die Form und der Ort der
Wahrnebmung unbekannt. Eine der bestuntersuchten Verbindungen in dieser
Hinsicht ist das CO;. Bei vielen hdmophagen Arthropoden konnte die Rolle
des COp als einer der Schliisselreize bei der Wirtsfindung nachgewiesen
werden. Die heftige Reaktion der meisten Zeckenarten auf blosses Anhauchen
hin liess vermuten, dass ein Ansteigen der COjy—Konzentration auch von
Zecken spezifisch wahrgenommen wird. Aus verschiedenen, im Feld und im
Labor durchgefiihrten Untersuchungen ist bekannt, dass sowohl argaside als
auch idedide Zeckenarten, auf die Stimulierung mit COp mit einer stark er—
héhten Wirtssuche-Aktivitit antworten und sich dabei gegen eine CO3—Quelle
hin orientieren kénnen (Garcia, 1962, 1965, 1969; Nevill, 1965; Miles, 1968;
Wilsen, 1972; Wilson et al., 1972, Sauver et al., 1974). In jiingster Zeit
wird diese Erkenntnis auch in der praktischen Anwendung eingesetzt. So
werden Fallen mit Trockeneis ausgeriistet, um die Zecken iiber den sich
bildenden CO;-Gradienten anzulocken und damit die Fangergebnisse zu ver—
bessern (Eads et al., 1982; Gray, 19B5).

Dass Buttersdure, wichtiger und volatiler Bestandteil der Ausdiinstung vom
S#ugetieren und Menschen auf 1. ricinus eine verhaltensbeeinflussende
Wirkung susiibt, hatte bereits Totze (1933) zeigen konnen. Daneben sind
aber praktisch keine weiteren, von einem potentiellen Wirt abgesonderten
Substanzen bekannt, fiir die eine anlockende Wirkung auf Distanz hitte
nachgewiesen werden kénnen. Einzige Ausnahme bildet vielleicht noch

Ammoniak. El-Ziady (195B) konnte in Laborversuchen zeigen, dass Zecken
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der Art Ornithodoros erraticus durch Ammoniakltsungen von 0.53-1,0% angelockt

wurden. Versuche von Haggart & Davis (1979) mit adulten Minnchen und Weibchen
der ixodiden Zecke Rh. sanguineus hatten andrerseits gezeigt, dass zwar ein
hoher Prozentsatz von Zecken, welche iiber einem Luftstrom mit Ammoniak sti-
muliert werden, mit Erregung und Suchverhalten reagiert, Die Versuche geben
aber keinen Hinweis auf eine anlockende Wirkung auf Distanz.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass zu Beginn der vorliegenden
Studie im Jahr 198] aufgrund von Verhaltensbeobachtungen fiir die folgenden
chemischen Verbindungen eine attraktive Wirkung fiir Zecken nachgewiesen

werden konnte:

Kohlendioxyd (CO;), nachgewiesen fiir viele argaside und ixodide
Zeckenarten

Ammoniak (NH3), nachgewiesen fiir Ornithodoros erraticus

- Buttersdure, nachgewiesen fiir Ixodes ricinus

2,6-Dichlorphencl, nachgewiesen fiir gesogene Minnchen vieler
metastriater Zeckenarten

Phenol/p-Cresol, nachgewlesen fiir gesogene Mannchan einzelner Arten
der Gattung Rhipicephalus

In einigen wenigen Fdllen konnte der direkte Nachweis fiir eine spezifische,
konzentraticnsabhéngige Wahrnehmung solcher Verbindungen iiber einzelne,
definierte Sensillen oder Sensillengruppen mit Hilfe elektrophysiologischer
Methoden erbracht werden. Erste elektrophysiologische Untersuchungen an

einzelnen Sinneshearen von Zecken wurden von Elizarev (1963) an Ixodes

persulcatus und Hyalomma asiaticum vorgenommen. Sein primires Interesse
galt damals der Wahrnehmung deterrenter und repellenter Substanzen. Obwohl
ihm mit verschiedenen Methoden und en verschiedenen tarsalen Sinneshaaren
die Ableitung von Aktionspotentialen gelang, ldsst sich aus seiner Arbeit
wenig Konkretes iiber die Wahrnehmung definierter aktiver Substanzen er-
fahren. Fiir eine detailliertere Interpretation der gewonnenen Daten fehlte
ihm seinerzeit noch die Grundlage einer genaueren Kenntnis iiber Fein-
struktur und Funktionsweise der getesteten Sensillen.

Ein weiterer Ansatz wurde von Chow (1970) beschrieben. Im Rahmen seiner
Dissertation zum Sexualpheromon der Gulf Coast Zecke A. maculatum unter-—
nahm er unter anderem den Versuch, an tarsalen olfaktorischen Sinneshaaren
im Bereich des Haller'schen Organs extrazelluldr Aktionspotentjale abzu-
leiten. Als Stimulus verwendete er dabei den Duft teilweise gesogener

Weibchen, welcher das, aufgrund von Verhaltensbeobachtungen postulierte
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volatile Sexualpheromon enthielt. Wie sich spédter herausstellen sollte,
handelte es sich dabei um das 2,6-Dichlorphencol. Verschiedene methodische
Mdngel haben dazu gefithrt, dass aus diesen Versuchen keine giiltigen Schliisse
gezogen werden konnten. Auch weitere Versuche, bei denen 2,6-Dichlorphencl
(Chow, 1974) oder diverse, von potentiellen Wirten abgesonderte chemische
Stoffe (Sinitzina, 1974; Waladde, 1978) als Stimuli verwendet wurden,
brachten keine grundlegend neuen Erkenntnisse,

Erste genauere, vor allem auch aus technischer Sicht und von der Inter-
pretation der Resultate her befriedigende Arbeiten wurden von Haggart &
Davis (1979, 1980) veroffentlicht. Sie konnten nachweisen, dass adulte
Ménnchen und Weibchen der Hundezecke Rh. sanguineus in einzelnen Sensillen
auf den Tarsen des ersten Beinpaares Rezeptorzellen aufweisen, die sehr
spezifisch auf eine Stimulierung mit Ammeniak antworteten. Hoch sensible
Rezeptoren wurden in Sengillen der vorderen Grube des Haller'schen Organs'
gefunden. Weitere, weniger sensible Zellen wurden in der 4-er Gruppe, die
sich proximal vom Haller'schen Organ befindet, lokalisiert., Versuche mit
anderen wirtsspezifischen Stimuli sowie mit 2,6-Dichlorphencl hatten ge-
zeigt, dass es sich um eine spezifische Antwort dieser Rezeptoren auf
Ammoniak handeln musste. In einem weiteren Ansatz mit A. smericanum konnten
Haggart & Davis (1981) wiederum in einem Sensillum der vorderen Grube des
Haller'schen Organs eine weitere Rezeptorzelle ermitteln, die eine hohe
Spezifitét fir 2,6-Dichlorphencl aufwies. Diese Rezeptorzelle wurde sowchl
bei ungescgenen Mannchen und Weibchen als auch bei gesogenen Minnchen die-
ser Art gefunden, Sie zeigte in allen untersuchten Fdllen die Charakteristik
einer langsam adaptierenden, afferenten Sinneszelle, welche auf aufateigende
Konzentrationsreihen geringster Dosen von 2,6-Dichlorphenol (0.4 - 8.0 x
1072 mol/Min) mit einer ansteigenden Frequenz der Aktionspotentiale einer
phasisch-tonischen Antwort reagierte.

Der jlingste und gleichzeitig fiir unsere eigenen Arbeiten wichtigste Ansatz
stammt von Waladde (1982). Ihm gelangen befriedigende elektrophysiologische
Ableitungen von zwei tarsalen olfaktorischen Sinneshaaren adulter Ménnchen

und Weibchen der Arten Rh. appendiculatus und A. variepatum. Im Gegensatz

zu der von Haggart & Davis angewandten Technik der Ableitung von Aktions-
potentialen an der Basis der Sensillen verwendete Waladde eine spezielle
Form der als "tip-recording" bekannt gewordenen Methode, welche bei Arthro-
poden insbesondere fiir die Ableitung von gustatorischen Sinneshaaren mit

terminalen Porus die Methode der Wahl ist. Die von ihm als md3 und apl
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bezeichneten Sensillen sind homolog zu den beiden olfaktorischen Sensilla
basiconica mit einwandigem, porendurchsetztem cuticuldren Mantel {wp-sw/Aa)
in Zone T vod IT guf den Tarsen des ersten Beinpaares, wie sie von Hess &
Vlimant (1982) in ibrer Studie zum tarsalen Sinnessystem van A, variegatum
detailliert beschrieben wurden. Um mit einer Ableitelektrode an der Spitze
eines solchen Sensillums elektrischen Kontakt herstellen zu kénnen, muss
die Spitze mit Hilfe feiner Messer und Mikromanipulatoren gekappt werden.
Diese Methode hat gegeniiber der "tip-recording"-Methode den Varteil, dass
reproduzierbare Ableitvngen an klar definierten Sensillen gewonnen werden
kgnmen, Sie hat aber audrerseits den Nachteil, dass die betroffenen Sensil-
len durch die Oeffnung und Verletzung der Spitzen in ihrer Physisclogie ver-
dndert werden kdnnten, was im Fall der "base-recording"-Technik zwar nicht
ausgeschlossen werden kann, aber doch sehr unwahrscheinlich ist,

Als Stimuli verwendete Waladde 2,6-Dichlorphenol und weitere, aus Zecken
igolierte Stoffe wie Phenol, p-Cresol und Salicylaldehyd. Sein primires
Interesse galt dabei der Frage, ob die festgestellten Unterschiede in der
Reaktion verschiedener Zeckenarten auf 2,6-Dichlorphenol und andere
Phenolderivate auf Unterschiede in der Spezifitidt und Sensibilitadt ihrer

Rezeptoren beruht. Fiir Rh. appendiculatus war bis dahin bekannt, dass die

teilwelse gesogenen Weibchen keine feststellbaren Mengen von 2,6-Dichlor-
phenol produzieren, und dass die gesogenen, sexuell aktiven Ménnchen auf
Phenol und p-Cresol, nicht aber auf 2,6-Dichlorphenol reagieren (Wood et
al., 1973}, Im Gegensatz zur Darstellung von Waladde konnten sus teilweise
gesogenen Weibchen von A, variegatum deutliche Mengen vom 2,6-Dichlor-
phenol extrshiert werden (Wood er al., 1975); Mengen, die durchaus mit den-
jenmigen vergleichbar sind, die bet Arten gefunden wurden, bei deneu eine
Funktion dieser Verbindung als Pheromon schliissig nachgewiesen werden
konnte. Aber auch bei dieser und nahe verwandtem Arten wurde bisher kein
Hinwels auf eine Funktion als Pheromon gefundeu.

Die Arbeit von Waladde brachte diesbeziiglich einige neue, zum Teil auch
iiberraschende Erkenntnisse. So konnte er feststellen, dass sowohl Minnchen
als auch Weibchen beider Arten in den getesteten Sensillen mindestens eine,
auf geringste Mengen von 2,6-Dichlorphenol spezifisch ansprechende Sinnes-
zellen gufweisen, Im Fall von Rh. appendiculatus reagierte dieselbe Zelle
ebenso spezifisch auf Hexan-Extrakte verschiedener Stadien. Mit den anderen
getesteten Substanzen konnte eine Antwort, wenu iiberhaupt, nur bei einer

Stimulierung von unphysiologisch hohen Konzentrationen registriert werden.
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Ueber Form und Ort der Wahrnehmung des wirtsgebundenen Aggregationspherpmon
von A, variegatum war zu Beginn der eigenen Arbeiten kaum etwas bekannt,
Fiir die Art A. hebraeum hatte Rechav (1977) zeigen koonnen, dass zumindest
eine der Komponenten olfaktorisch wahrgenommen werden muss, und dass sich
alle essentiell beteiligten Rezeptoren in Sinneshaaren auf den Tarsen be-
finden mussten. Er vermutete sie im Bereich des Haller'schen Organs, hatte
aber dafiir keine direkten Beweise.

Ausgehend von diesen Arbeiten und sufgrund neuer Erkenntnisse iber die
Zusammensetzung des wirtsgebundenen Aggregationspheromons sollte schliess-
lich in einem dritten Teil der Arbeit festgestellt werden, welche tarsalen
Sensillen &r der Wahrnehmung der isclierten Komponenten beteiligt sind, An
einzelnen solchen Sensillen sollte anhand elektrophysioclogischer Ableitungen
iiberpriift werden, ob sich in diesen Sensillen Rezeptoren befinden, die auf
physiologische Mengen von Pheromonkomponenten mit einer spezifischen

Antwort reagieren.
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[T. MATER1AL UNO METHODEN

1., Zecken

1.1, Herkunft

Oie fiir die vorliegende Arbeit verwendeten adulten Mannchen und Weibchen der

tropischen Buntzecke Amblyomma variegatum Fabricius wurden uns von Herrn

H. Bouvard, Ciba-Geigy AG, Les Barges, Vouvry/CH zur Verfiigung gestellt. Sie
entstammten alle einer Laborkolonie der dortigen Zeckenstation, die zum Zeit-
punkt der Ourchfiihrung der Versuche seit 10-15 Generationen regelmissig im
Labor geziichtet wurde. Die Kolonie leitete sich von gesogenen Weibchen her,
die am ORSTOM (Office de la recherche scientifique et technique d'outre-mer)
bei Adicpodoumé/Elfenbeinkliste auf frei weidenden Kithen in der Umgebung der

Station eingesammelt wurden.

1.2. Zucht und Haltung

Die Nymphen wurden bei 22-23°C in Nylonmanschetten am Schwanz der Rinder ange-
setzt und bis zum Abschluss des Blutmahls nach 6-10 Tagen darin belassen. Die
vollstdndip gesogenen und abgefallenen Nymphen wurden eingesammelt und fiir die
Hiutung in einem dunklen Zuchtraum bei 28°C und 80-90% rLF gehalten. Fiir die
Versuche wurden jeweils adulte Zecken im Alter von 1-3 Monaten nach der Hiutung
verwendet. Sie wurden nach Geschlecht getrennt in beidseitipg verschlossenen
Glasrghren van 23mm @ und 12,5cm Liénge bis zum Zeitpunkt des Versuchs unter

den genannten Bedingungen in konstanter Dunkelheit gehalten,
2. Verhalten

2.1, Versuche zum Festsetzverhalten der adulten Zecken auf einem natiirlichen

Wirt
Eine erste Miglichkeit zum Studium des Verhaltens der adulten Zecken bel ihrem
Festsetzen auf einem Wirt wurde mir anlésslich eines Aufenthaltes in der Zecken-
station der Ciba-Geigy AG in Les Barges, Vouvry/CH gewdhrt, Als Wirt fiir die
Beobachtungen diente ein in einem klimatisierten Raum eingestalltes Rind. Die
Temperatur betrug 23°C * 1°, was der Temperatur fiir die Zucht dieser Zecken auf
dem Rind entspricht. Ungesogene Minnchen und Weibchen, sowie gesogene, sexuell

reife Mdnnchen, die kurz zuver von einem anderen Wirt abgenommen worden waren,
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wurden einzeln an den Flanken des Rindes angesetzt. Das Verhalten von je

10 Zecken jeder Gruppe vom ersten Kontakt mit dem Wirt bis zum definitiven
Festsetzen auf dem Wirt wurde darauvfhin beobachtet und protckolliert. Fielen
die Zecken ab oder wurden abgeschiittelt, wurden sie bis zu 5 mal frisch-ange-

setzt,

2.2 Versuche zum Aggregations- und Paarungsverhalten euf einem natiirlichen
Wirt

Um dag Verhalten ungesogener Zecken gegeniiber bereits festgesetzten, sexuell
reifen Mdnnchen zu beobachten, wurden sowchl gesogene, sexuell reife MAnnchen
(5) als auch ungesogene Minnchen (5) unabhingig voneinander auf derselben
Seite des Rindes engesetzt. Nachdem sich diese festgesetzt hatten, wurden
wiederum einzelne, ungesogene Midnnchen und Weibchen (je 5) in verschiedener
Entfernung von den bereits festgesetzten Zecken angesetzt und deren Verhalten
bis zum definitiven Festsetzen beobachtet und protokelliert, Die dabei ent-
stendenen Paare zwischen sexuell reifen Minnchen und ungesogenen Weibchen

{5) wurden wihrend drei Stunden nach dem Festsetzen der Weibchen weiter beo-
bachtet, um eine eventuelle Kopulation feststellen und verfolgen zu konnen.
Fir weitere spezifische Beabachtungen zum Festsetz- und Paarungsverhalten und
fir dessen Dokumentation {Film) wurden spHter weitere, #hnliche Versuche auf
dem Riicken eines narkotisierten Xaninchens durchgefithrt. Auf einem kurz ge-
schorenen Feld von 10 x 15cm wurden wiederum gesogene und ungesogene Minnchen
sowie ungesogens Welbchen wie oben beschrieben einzeln angesetzt.

Um abzuklédren, inwieweit die fiir sexvell reife Minnchen von A, hebraeum be-
schriebene Klammerreaktion (Norval, 1974), welche im Laufe der vorangegangenen
Versuche auch bei sexuell reifen Mannchen von A, variegetum beobachtet werden
konnte, mit dem physiclaogischen Vorgang der sexuellen Reifung und der Abgabe
des wirtsgebundenen Aggregationspheromons korreliert ist, wurden gleichzeitig
50 ungesogene Minnchen in einer Nylonmanschette auf einem Rinderschwanz ange-
setzt. Des Rind war dazu in einem klimatisierten Raum bei 22°C % 3°C und 70%
rLF * 10% eingestallt. Vier Stunden nach dem Ansetzen der Zecken wurden die
nicht festgesetzten Ménnchen sus der Manschette entfernt. Nach jeweils 24 h
wurde die Manschette gedffnet und die Reaktion der Midnnchen auf die Beriihrung

durch ein ungesogenes Weibchen hin gepriift. Nechdem an zwei aufeinander-
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folgenden Tagen 100% der Minnchen auf diese Reizung mit einer deutlichen und
vollsténdigen Klammerreaktion geantwortet hatten, wurde der Versuch am 8. Tag
nach dem Festsetzen der Mdnnchen abgebrochen. Die Zecken wurden am 10. Tag
vom Rinderschwanz abgenommen und fiir Biotests und fiir die Gewinnung des

wirtsgebundenen Aggregationspheramons weiter verwendet (siehe S. 29).

2.3, Versuche zum Festsetz-, Aggregations- und Psarungsverhalten in vitro

In Rahmen einer Arbeit zur Abkldrung von Mdglichkeiten der Fiitterung der
adulten Zecken in vitro konnten auch Becbachtungen zum Festsetzverhalten van
ungegogenen und gesogenen, sexuell reifen Mdnnchen auf einer kiinstlichen
Membran gemacht werden. Dabei wurden Silikonmembranen (RTV-M) verwendet, die
nach der Beschreibung von Bauer & Wetzel (1975) im Labor hergestellt wurden.
In einem der Versuche wurde das Festsetzverhalten ven je 10 ungesogenen und
10 gescgenen, sexuell reifen Ménnchen miteinander verglichen. Die gesogenen
Ménnchen waren wihrend 7 Tagen auf einem Rinderschwanz fixiert gewesen und
wurden unmittelbar vor dem Versuch vom Rind abgencmmen. Die Versuchsancrdmung
bestand aus einer, iiber einem Thermostaten auf 37°C eingestellten Heizplatte,
einer fein gerillten Aluminiumplatte (21 x 25cm) und einer Silikonmembran

(15 x 15cm) ven 4-5mm Dicke. Die Aluminiumplatte wurde auf die Heizplatte
gelegt und erwdrmt. Gefrorenes und wieder aufgetautes frisches defibriniertes
Schafblut wurde auf der Aluminiumplatte verteilt und mit der Silikenmembran
sa abgedeckt, dass das Blut gleichmiissig und chne Luftblasen in den Rillen
zwischen Platte wnd Membran eingeschlossen wurde, Auf die so prédparierte
Membran wurden im Abstand von 3cm zwei beidseitig cffene Glasrohre mit einem
Innendurchmesser von 4cm und einer Héhe von 7cm gestellt, In eines der Rohre
wurden die ungesogenen, in das andere die gesogenen Minnchen eingesetzt und
beide Rohre mit einem Uhrglas verschlessen. Wdhrend der ersten 10 Minuten
wurde das Verhalten der Zecken in den geschlossenen Rohren beabachtet umd
protokolliert, Danach wurden die beiden Glasrohre und alle nicht festge-
serzten Zecken entfernt. Bel beiden Gruppen wurde die Reaktien der festge-
setzten Mdnnchen auf die Beriihrung durch ein ungesogenes Weibchen gepriift und
anschliessend beide Gruppen unter einer umgekehrten Petrischale (@ 15cm) ge-
meinsam eingeschlessen. 16 Minuten nach dem Ansetzen der Mimnnchen wurdem 10
ungesogene Weibchen eingesetzt und deren Verhalten gegeniiber den festgesetzten
Ménnchen becbachtet und protokelliert, Nach 40 Minuten wurde der Versuch ab-

gebrachen,
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2.4, Biotests fiir den Nachweis des wirtsgebundenen Aggregationspheromons

in_vitro
Erste Untersuchungen wurden mit zwei Standardmetheden durchgefiihrt, die fiir
den Nachweis attraktiver oder aggregationsausltsender Stimuli allgemein ver-
wendet werden. Es sind dies der Petrischalentest und der Test im Y-Olfacto-
meter. Im Zusammenhang mit Zecken wurde der Petrischalentest erstmals von
Leahy et al. (1973) fiir den Nachweis des nicht wirtsgebundenen Aggregations-
phercmons der Lederzecke Argas persicus verwendet. In der Folge wurde er so-
wohl bei argasiden als auch ixediden Zeckenarten eingesetzt (Leahy et al.,
1975; Graf, 1975, Rechav et al., 1977; Treverrow et al., 1977; Rechav, 1977;
Norval & Rechav, 1979; George, 1981; Petney & 8ull, 1981; Norval et al.,
1980; Héjkova et al., 1980; Leshy et al., 1981; HAjkovs & Leahy, 1982;
Leahy et al., 1983). Der Test eignet sich vor allem im Hinblick auf nicht
volatile Pheromone und deren Komponenten, die iiber Kentaktchemorezeptoren
gustatorisch wahrgenommen werden und die iiber einen bestimmten Zeitraum
statische, lokal begrenzte Aggregationen asuslésen. Der Y-Olfactometer
wurde erstmals von Rechav et al. (1977} fiir den Nachweis des wirtsge-
bundenen Aggregationspheromons der Buntzecke A. hebraeum eingesetzt. Zu-
vor hatten bereits Weod et al. (1973) mit verschiedenen ixediden Zecken-
arten Biotests zur Bedeutung ven 2,6-Dichlorphencl und anderen Phenolen
als Pheromone bei diesen Zecken in einem T-formigen Olfactometer durchge-
fiihrt. Der Y-Olfactometer wurde von Norval & Rechav (1979) auch fiir den
Nachweis des wirtsgebundenen Aggregationspheromons bei der tropischen Bunt-
zecke A. variegatum eingesetzt. Dieser Biotest eignet sich vor allem im
Hinblick auf volatile Pheromene oder deren Komponenten, die iiber eine ge-
wisse Distanz hinweg olfakterisch wahrgenommen werden und die eine orientier-
te Bewegung auf die Pheromonquelle hin bewirken. Aufbauend auf die Erfahrungen
mit diesen beiden Testmethoden wurde im Verlauf der Arbeit eine weitere,
eigene Testmethode erarbeitet, welche Anwendung und Vorteile der anderen
beiden Methoden kembinierea sollte. Sie wird im weiteren als Arena-Test be-

zeichnet,

2,4.1. Petrischalentest

Fiir eine erste Serie von Tests wurde die von Rechav (1977b) beschriebene

Versuchsanordnung gewshlt. Plastikpetrischalen (#f 15cm) wurden iiber unter-
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legte Schablonen in 8 gleichmissig radidre Sektoren unterteilt, In jeden der
Sektoren wurde zu Beginn der Tests je ein rundes Filterpapier (Whatman Nr. 1,
1,5cm @) gelegt, Das Filterpapier im Sektor 1 enthielt jeweils gen zu testenden
Stimulus, die anderen wurden leer angeboten. Zur Applikation des wirtsge-
bundenen Aggregationspheromens wurden die Testfilterpapiere wihrend 24 Stun—
den zusammen mit 10 frisch gesammelten, sexuell reifen Minnchen, die wihrend
7 Tagen auf einem Rind fixiert waren, in einem beidseitig verschlossenen
Glasrohr in einen lnkubator (27°C/80% rLF t 5%) belassen, Pro Ansatz wurden
10 Zecken eingesetzt. Jeder Ansatz wurde mindestens 3 mal wiederholt. Fiir
jeden Ansatz wurden frische Zecken verwendet. Die Versuche wurden parallel
mit 180 ungesogenen Ménnchen, 30 gesogenen und sexuell reifen MAnnchen und
30 ungesogenen Weibchen durchgefiihrt. Die Verteilung der Zecken in den Petri-
schalen wurde wdhrend 30 Minuten alle 5 Minuten festgehalten. Die Versuche
wurden in einem klimatisierten Raum bei 27°C, 75% rLF % 3% und kenstantem
Licht durchgefilhrt. Eine statistische Auswertung wurde anhaﬁd des xz—Test
VOrgenommen.

Weitere Versuche wurden mit einer zweiten Variante des Petrischalentest
durchgefiihrt. Die dabei verwendete Glaspetrischale hatte einen Durchmesser
von 30 cm. Pro Ansatz wurden gleichzeitig 40-46 ungesogene Mannchen einge-
setzt. Der Stimulus im Testsektor bestand aus einem Filterpapier das

a) widhrend 24 Stunden zusammen mit 10 frisch abgenommenen, sexuell reifen
Mannchen, die widhrend 8 Tagen auf einem Rind fixiert waren, in einem ver-
schlossenen Glasrohr belassen wurde, b) wihrend 96 Stundem mit 10 frisch
abgenommenen, sexuell reifen Mdnnchen belassen wurde, c) mit 5 Tropfen eines
Extraktes von 20 sexuell reifen Minnchen (10 Tage und mehr auf einem Rind)

in Diethyldther behandelt wurde. Die Versuchsbedingungen waren dieselben

wie fiir die erste Variante. Die Verteilung der Zecken wurde wihrend 30 Mi-
nuten alle 5 Minuten fotographisch festpehalten und anschliessend anhand

der Fotos ausgewertet. Die Anséitze a} und b) wurden je 2 mal wiederholt.

2.4.,2. Y-Olfactometer

Diese weir verbreitete und einfache Testmethode wurde von Rechav et al. (1977)
fiir die Untersuchung des wirtspebundenen Aggregationspheremons der afrikani-
schen Buntzecke A. hebraeum iibernommen und adaptiert. Nach seiner Beschrei-
bung bestand die Testkammer aus einem Y-formigen Glasrohr (Innendurchmesser:

12mz) mit einem langen Arm von 25c¢cm Lénge und zwei kurzen Armen von 18cm
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Lange. Der Spreizwinkel zwischen den beiden Armen betrug 35°. Am unteren
Ende des langen Arms befand sich ein Loch, durch das die Zecken zu Beginn
des Tests in das Rohr eingesetzt wurden. Diese (Oeffnung wurde nach dem Ein-
setzen der Zecken mit einem Gummistopfen luftdicht verschlossen. Ein lang-
samer Luftstrom von 36cm3/Min. wurde iiber eine am langen Arm des Systems
angeschlossene Yakuumpumpe durch den Olfactometer gesogen. Pro Ansatz wur—
den je 30 ungesogene Minnchen oder Weibchen eingesetzt, Die Verteilung der
Zecken auf die beiden kurzen Arme wurde in 10 Minuten-Intervallen festge-
halten und verglichen. Das Glasrohr wurde nach jedem Ansatz in Chromschwe-
felsdure gereinigt, mit destilliertem Wasser gesplilt und in einem Ofen

bei 150°C getrocknet. Alle Versuche wurden in einem thermoregulierten Raum
(27°C £ 1°C) und unter konstantem Licht durchgefithrt.

Einer der beiden kurzen Arme enthielt jeweils den Teststimulus, der andere
die entsprechende Xontrolle. Teststimuli waren entweder lebende Zecken oder
diverse Extrakte. Ueber Quantitédt und Applikationsweise der Teststimuli
finden sich weder bei Rechav et al. (15977 a+b)} noch bei Norval & Rechav
(1979) genauvere Angaben. Es fehlt auch eine Angabe dariiber, woraus die je-
weils entsprechenden Koatrollen bestanden. Ebensc fehlt ein Hinweis auf

die rAumliche QOrientierung des Olfactometers.

Fiir unsere eigenen Versuche wurde die hier beschriebene Versuchsanordnung
iibernommen und nachgebaut. Wo Angaben fehlten, wurden eigene, sinnvolle
Losungen gesucht. So wurde z.B. das Glasrohr in einen Inkubator (27°C % 1°C)
so montiert, dass die beiden kurzen Arme auf der gleichen Héhe lagen, das
ganze System aber in einem Winkel von ca. 30° schrdg zum Boden stand. Pro
Ansatz wurden je 30 ungesogene Minnchen und Weibchen eingesetzt. Jeder An-
satz wurde b mal wiederholt. Die angesaugte Luft wurde iiber ein Robhr mit
Aktivkohle vor dem Eintritt in den Olfactometer gefiltert. Diese Versuchs-
anordnung ist in Fig. 1 dargestellt. Als Teststimuli dienten jeweils 5 frisch
vom Rind abgenommene, sexuell reife Midnnchen, die vor dem Versuch wihrend
mindestens 8 Tagen auf einem Rind fixiert waren. Als entsprechende Kontrolle
dienten jeweils 5 ungesogene Mannchen, Fiir die Applikation der Teststimuli

wurden zwei grundsidtzlich verschiedene Methoden gewdhlt:

a) Die Zecken wurden in Kammern eingeschlossen, die iiber Silikonschl&uche
{20¢m/@ 4mm) mit den kurzen Armen des Systems verbunden waren und durch
die gefilterte Luft gescogen wurde (s, Variante A).
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Variante A <
4

25cm

Vakuumpumpe

b

Fie.1: Schematische Darstellung des Y-Olfactometers
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b) Die Zecken wurden in Metallkapseln { 2cm x @ lcm ) mit einem Drahtgitter
(Maschengrisse lxlmm} auf beiden Seiten eingeschlossen und s¢ in die

kurzen Arme des Systems eingesetzt.

Die Verteilung der Zecken auf die beiden kurzen Arme des Systems wurde

wihrend 30 Minuten in 10 Minuten-Intervellen festgehalten und verglichen.

Die Testkemmer bestand aus einem Plexiglasaquarium mit den Massen

34 x 17 x 20cm (Fig.2). In jeden der vier Ecken der Grundfliche wurde ein
doppelt gefelteter Rundfilter (Macherey-Nagel, no 713, ¢ 8cm) eingelegt
und mit Klebeband so an Grundfléche und Winden befestigt, dass in jeder
Ecke ein Sektor von 4cm Radius bedeckt und markiert wurde. In jeden dieser
Sektoren wurde eine Metallkapsel (Balzers Union, Edelstabl, 2cm x @ lcm)
mit einem feimen Drahtgitter (1xlaum) auf beiden Seiten eingesetzt. Rine
der Kapseln enthielt jeweils den Teststimulus, die snderen drei die je-
weils entsprechenden Kontrollstimuli. Der Teststimulus bestand entweder
aus zwel, frisch vom Rind abgenommenen, sexuell asktiven Minnchen, die
wihrend 10 Tagen auf einem Rind fixiert waren, oder 10 pl eines Extraktes
oder einer Lisung in Diethyldther auf einem Wattebausch im Innern der
Kapsel. Als Kontrollstimuli dienten je zwei ungesogene Mdnnchen oder je

10 yl des reinen Lésungsmittels. Es wurde dabei darauf geachtet, dass das
Lisungsmittel vor dem BEinsetzen der Kepseln in die Arvena vollstEndig ver-
dampft war. In die Mitte der Arena wurden zu Beginn eines Ansatzes 40 un-
gesogene Mannchen oder Weibchen eingesetzt. Die Arena wurde anschliessend
wit einer Plexiglasplatte so abgedeckt, dass lediglich ein feiner Spalt
zwischen der Platte und dem oberen Rand der Arena von 1-Zmm offen gelassen
wurde.

10 Minuten nach Beginn eines Ansatzes wurde die Verteilung der Zecken auf
die vier Sektoren festgehalten und ausgez#hlt. Zecken, welche nach 10 Mi—
nuten nicht in Kontakt mit einem der Filterpapiere waren, wurden als
"nicht entschieden" festgehelten, Jeder Ansstz wurde mindestens 4 mal
wiederholt. Oabei wurde das Filterpapier im Testsektor nach jedem Ansatz
ernevert. Die Positionen der Testkapsel und der Kontrollkapseln wurden fiir
jeden neuen Ansatz im Uhrzeigersinn vertauscht, um einen Positionseffekt

zu vermeiden. Die AuszBhlung der Zecken in den Sektoren erfolgte im Uhr-



- 28 -

7 \
______ _¢_+..‘___._._._._.
\ ’

~ |

17¢m
i
______ |’;‘-T—-‘:} - _ 20cm
e L
!
|
cm

Fie.2: Schematische Darstellung der Arena




- 79 -

zeigersinn vom jeweiligen Testsektor ausgehend. Die Versuche wurden in einem
dunklen, geschlossenen Inkubator bei 37°C und 20-30% rLF durchgefiihrt. Be-
obachtungen zum Verhalten der Zecken in der Arena konnten bei gedffnetem
Inkubator durch die innere, geschlossene Glastiire des Inkubators gemacht
werden.

In allen Fdllen, in denen der Inkubator fiir die Versuche nicht zur Ver-
filgung stand, wurden diese in einer geschlossenen, iiber ein Wasserbad auf
37°C erwiirmten Styroporbox durchgefiihrt. In einigen Vorversuchen mit dem
Arena-Test wurden ledipglich zwei der vier Sektoren mit Test- und Kontroll-
kapsel belegt., Die Verteilung der Zecken auf die beiden Sektoren wurde
dabei in verschiedenen Zeitintervallen nach Beginn des Ansatzes (5, 10,
15, 20, 25, 30 Minuten) kontrolliert und festgehalten,

3. Chemie

Fiir die Gewinnung der Rohextrakte wurde die von Rechav et al, (1977a) ver-
vendete Methode der Auswaschung ganzer Zecken in Diethyldther iibernommen.
Alle Extraktionen wurden mit Diethyléther (p.a. Merck, stabilisiert mit

7 ppm des Antioxidantiums 2,6-di-tert-butyl-4-methylphencl) durchegefiihrt.
In einem ersten Ansatz wurde ein aktiver Phercmonextrakt aus 100 gesogenen,
sexuell aktiven Minnchen gewonnen. Die Minnchen wurden wéhrend mindestens
10 Tagen in einer Nylonmanschette bei 23°C % 1° (vergl, Zucht) auf einem
Rinderschwanz angesetzt und erst unmittelbar vor der Extraktion vom Rind
abgenommen. VYor dem Abnehmen der Zecken wurde iiberpriift, ob alle Mdnnchen
die sexuelle Reifung abgeschlossen hatten, Sie wurde als abgeschlossen ge-
wertet, wenn das Ménnchen auf die Reizung durch ein ungesogenes Weibchen
hin eine vollsténdige Klammerreaktion zeigte.

Die Attraktivitdt der Mdnnchen und damit die Prisenz des Pheromons wurde
ebenfalls vor der Extraktion anhand einer Stichprobe von 2 Minnchen im
Arena-Test mit 40 ungesogenen Weibchen {iberpriift.

Die Zecken wurden in eine Chromatographiesiule (30cm x 2,5cm @) gebracht
und in 100ml Aether (25°-30°C) extrahiert. Der Extrakt wurde mit einer Rate
von 1-1,5m)1/Min. in einem gekiiblten Glaskolben (Eisbad/0°C) aufgefangen,
mit Nag80, getrocknet und grob filtriert (Rundfilter Macherey & Nagel

Nr, 713).
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Die pheromonale Aktivitét dieses unkonzentriertenm Rohextraktes wurde anhand
von 4 auf dem Wattebausch in der Testkapsel applizierten Tropfen im Arena-
Test mit 40 ungesogenen Weibchen (1 Monat nach der Hdutung) iberpriift. Der
Test ergab eine sehr starke Attraktivitdit. Nach 15 Minuten befanden sich

35 Weibchen im Testsektor. Dieser Rohextrakt wurde in einem Biichi Rotavapor
bei 0°C und 200mm Mg Unterdruck auf ein Volumen von 10ml eingeengt, in ein
vorgekithltes Glaskélbchen (20ml) mit Teflonverschluss gefiillt und bei -20°C
und vor Licht geschiitzt aufbewahrt. Dieser konzentrierte Rohextrekt wird

im folgenden als E1 bezeichnet,

In einem zweiten Ansatz wurde mit der gleichen Methode parallel eine Ex-
traktion mit je 100 gesogenen, sexuell sktiven Médnnchen und 100 ungesogenen
Ménnchen desselben Alters dvrchgefiihrt. Wiederum wurden pro Extraktion je
100ml unkonzentrierter Rohextrakt gewonnen. Die H#lfte (50wl) dieser Extrakte
wurde in gekijhlte Glaskolben (0°C) abgefilllt und direkt fiir die Analyse
(s.5. 31) eingesetzt. Die restlichen 50ml wurden mit NayS0, getrocknet,

grob filtriert und im Rotavapor zuf ein Endvelumen von je 5ml eingeengt

und wie bereits beschrieben asufbewahrt. Der konzentrierte Extrakt der sexu-
ell reifen Mannchen wird im folgenden als EZa, derjenige der ungescgenen
Ménnchen als E2b bezeichnet. Ein dritter Extrakt wurde aus Rinderhaaren ge-
wonnen, die vor dem Ansetzen der Minnchen in der Nylonmanschette vom Rinder-
schwanz abgeschoren worden waren. Dabei wurde in der gleichen Weise ver-
fahren wie bei den anderen Extrsktionen. Er wird im folgenden als E2c be-
zeichnet,

In einem dritten Ansatz wurde eine parallele Extraktion mit je 100 gesogenen,
sexuell aktiven Minnchen von A. variegatum (E3a) und 100 gesogenen, sexuell,
aktiven Mdnnchen von A. hebraeum (E3b) durchgefiihrt. Fiir das Abnehmen der
Zecken wurden die Rinder mit 1,5ml Rompun intramuskuldr snssthesiert. Im
weiteren wurde gleich verfﬁhren wie bei den Extraktionen 2a und 2b. Je 50ml
wurden fiir die Analyse separiert, die anderen 50ml getrocknet, eingeengt

und bei ~20°C und vor Licht geschiitzt aufbewahrt.

3.2, Fraktionierung

Versuche zur Fraktionierung des ersten aktiven Rohextraktes (El) wurden auf
einem hochauflésenden Fliissigkeitschromatographen (HPLC, Perkin-Elmer
Series 3) durchgefiihrt. Das Absorptionsspektrum wurde iiber einen Spektro-

photometer {Perkin-Elmer LC 55) bei einer Wellenlidénge von 252nm gemessen
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und iiber einen Recorder (Perkin-Elmer 56) aufgezeichnet. Die Sensibilitit
betrug 0,2.

lml des aktiven Aetherextraktes wurde bei 22°C vollsténdig eingeengt und in
lml 65%igem Methanol in HoO aufgenommen. Dabei entstand ein unléslicher
Riickstand. Die Methenolldsung (1ml)} wurde bei einem Initialdruck ven 15,1 MPa
in die SHule eingespritzt und @iber einen stetigen Gradienten von 65%-100%
Methanol in H90 (bei pH 7,5 gepuffert) in insgesamt 40 Fraktionen von je lml
aufgetrennt. Der Riickstand wurde in 1ml Diethylédther aufgenommen und voll-
stindig gelést. 20 ul dieser Lésung wurden im Biotest auf pheromonale Akti-
vitdt iiberpriift.

Einzelne Fraktionen sowie verschiedene Rekombinationen dieser Fraktionen
wurden in der Arena mit 40 ungesogenen Weibchen auf pheromonale Aktivitét
iberpriift. Fiir die Applikation im Biotest wurde die Methanolldsung jeweils
mit einer equivalenten Menge Hexan iiberschichtet und ausgeschiittelt. Das
Hexan wurde abdekantiert und bei 60°C unter Stickstoffbeliéftung auf ein End-
volumen von 10 ul eingeengt. Dieser Hexanextrakt wurde vor Testbeginn auf
den Wattebausch in der Testkapsel pipettiert., In den drei Kontrollkapseln
wurden auf dieselbe Weise je 10 ul reines Hexan appliziert. Nachdem das
Losungsmittel vollsténdig abgedampit war, wurden die Kapseln in die Test-
sektoren der Arena eingesetzt und der Test mit 4D ungesogenen Weibchen wie
auf Seite 28 beschrieben durchgefiihrt.

Die unkonzentrierten Aetherextrakte E2a {gesogene, sexuell aktive Minnchen),
E2b (ungesogene Médnnchen) und E2¢c (Rinderhaar) sowie der Hexanextrakt der
aktiven, aus der Fraktionierung des Aetherextraktes El {gesogene, sexuell
aktive Minnchen) iiber HPLC gewonnenen Fraktionen (6-8) wurde von Chemikern
der Abteilung Spektroskopie, Zentrale Forschung Ciba—Geigy AG, Basel mittels
Kapillar—-Gaschromatographie (CGC) und Massenspektrometrie (MS) analysiert
und verglichen. Das dabei verwendete CGC-¥S-System entsprach der Anordnung,
wie sie von Blum & Richter (1977) beschrieben wurde. Es bestand aus einem
Carlo~Erba 4160 Gaschromatographen (1-Sdule-Einspritzung) gekoppelt mit
einem Finnegan 4000 Quadrupol Massenspektrometer. Die gaschromatographische
Auftrennung erfolgte mit einer mit SE-54 beschichteten Glaskapillare (20m x
0.3mm). Der GC-Ofen wurde mit einer Steigung von 3%/Min. von 40° auf 300°

erhitzt,
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Als Trdgergas wurde Wasserstoff (Hg) verwendet. Die Bedingungen fir die
Tonenquelle waren 400 A EC (emission curreat) und 70 eV TE (ionizing
energy). Die Temperatur der Ionenquelle betrug 200°C.

Die chemische Struktur einzelner GC-Fraktionen wurde anhand der EI-Masssen-
spektren uvnd der GC-Chromatogramme entsprechender Referenzsubstanzen identi-
fiziert. Die Uebereinstimmung der identifizierten Komponenten des Phercmons
wurden iiber einen internen Standard bestimmt. Als interner Standard wurde
eine bekannte Menge Methylsalicylat {2-Hydroxy-Benzoesfiuremethylester)} ein-
gesetzt. Schwach saure Komponenten wurden vor der Frekticnierung im CGC mit
Diazomethan methyliert. Die Quantitdten der einzelnen Komponenten wurden

anhand der Peakfldchen im FID-Chromatogramm ermittelt.

Von den drei dominierenden Komponenten des aktiven Pheromonextraktes wurden
Losungen in Diethyl#ther (DEE) hergestellt. Die dabei verwendeten Konzentra-
tionen reflektierten die Mengenverhdltnisse im aktiven Pheromonextrakt, wie
sie anhand der Peakfldchen im Gaschromatogramm errechnet wurden. Die Konzen-
trationen wurden zudem so gewdhlt, dess jeweils 10 pl der Ldsung 1 Zecken-
equivalent der betreffenden Substenz enthielt. Fiir die Herstellung der
Losungen wurden im Handel erh&ltliche gereinigte Substanzen (p.a) verwendet,
Es wurden die folgenden StammlSsungen hergestellt:

- 0.2 mg/ml O-Nitrophenol (ONF)
- 0.1 mg/ml Methylsalicylat (MS)
- 0.B mg/ml Pelargonsiure (PS)

Ein "synthetisches" Pheromongemisch wurde hergestellt, indem diese drei
Komponenten in den gleichen Gewichtsanteilen in Diethyléther geldst wurden.
Der Zusatz "synthetisch" bedeutet in diesem Zusammenhang nicht, dass an der
Herstellung des Pheromongemischs ein Syntheseprozess beteiligt war. Es weist
vielmehr auf die Tatsache hin, dass die einzelnen Bestandteile nmicht aus
einer natiirlichen Pheromonquelle extrahiert wurden, sondern gereinigte,
kdufliche Substanzen anderen Ursprungs waren.

Fir weitere Versuche zur Spezifitdt des Pheromons wurde von einigen wenigen
vervandten Substanzen des Methylsalicylats die folgenden Ldsumgen in Diethyl-
dther hergestellr:
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- 0.1 mg/ml Benzoesiure
- 0.1 mg/ml Phenylessigsdure
- 0.1 mg/ml Salicylsdure

Ausgehend von diesen Stammldsungen wurden fiir einzelne Versuche auch
Verdiinnungsreihen hergestellt, Wo weitere, andere Konzentrationen oder
Mischungsverhdltnisse verwendet wurden, ist dies jewells bei den einzel-

nen Versuchen angegeben.

4, Sinnesphysiclogie

4.1, Ablationsversuche

Vorgéingig zu den eigentlichen sinnesphysiclogischen Arbeiten wurde iiber
Ablationsexperimente versucht, die fiir die Wahrnehmung des Aggregations—
pheromons verantwortlichen Sensillen zu ervieren. Fiir alle Ansidtze wurden
ungesogene Weibchen 2-4 Monate nach der Hdutung verwendet. Pro Ansgatz
wurden je 40 Zecken eingesetzt. Ihre Reaktion auf das Pheromon und seine
Komponenten wurde in der Arena getestet. Vor der Ablation wurde jeweils
in einem Kontrollversuch die positive Reaktion der Zecken auf einen Phero-
mon-Rohextrakt oder auf das synthetische Pheromon geprift. Fir eine erste
Versuchsserie wurden Zecken verwendet, die bis zuv diesem Kontrollexperiment
noch nie mit dem Pheromon in Kentakt gekommen waren. Alle iibrigen Ansétze
wurden mit Zecken durchgefilhrt, die zuvor bereits mehrfach mit dem natiir-
lichen und synthetischen Pheromon in Kontakt gekommen waren und die des-
halb bereits auf die Stimulierung mit einem Gemisch von Methylsalicylat
und Pelargonsdure mit einer deutlichen Aggregation im Testsektor der Arena
reagierten. In einem der Ansétze wurde allen 40 Zecken die Tarsalglieder
auf der Héhe der Gelenke mit einer Rasierklinge abgeschnitten, In allen
librigen Ansiitzen wurde versucht, einzelne definierte Sensillen oder Sen-
sillengruppen zu eliminieren, indem die Sensillen mit der Spitze einer
feinen Injektionsnadel unter einer Binocularlupe an ihrer Basis gekappt

wurden, Nach der Ablatior wurde mit dem Beginn der Versuchsserien jeweils
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gewartet, bis sich an den verletzten Stellen ein Wundverschluss gebildet

hatte und die Zecken ihre normale Aktivitét wieder aufgenommen hatten.

4.2. Elektrophysiclogische Arbeiten

4.2.1. Grundausriistung

Die elektrophysiclogischan Arbeiten wurden in einem speziell angefertigten
Faraday-Kfig durchgefiihrt, Der Kiéfig war auf eine schwere Metallplatte
montiert, die ihrerseits auf einem Metallrahmen ruhte. Die ganze Ancrdnung
war iibar Gummiunterlagen und Keile so abgefedert und fixiert, dass auch
stdrkere Erschiitterungen abgefangen und absorbiert werden konaten und so
die Prdparation auch wéhrend den Stimulierungen v§llig ruhig gehalten
werden konnte., Mit Hilfe eines Ventilators, welcher iiber ein Rohr mit dem
Kafig verbunden war, wurde die Luft iiber der Préparation laufend aus dem
Voersuchsraun abgezogen und auf diese Weise durch neue unverbrauchte Luft

ersetzt.

4,2,2, Elektronische Ausriistung

Als Ableitelektrode und indifferente Elektrode wurden selbst hergestellte
Wolframelektroden (s, Prdparation) verwendet. Ueber kurze Kabel wurden beide
Elektroden nit einem Impedanzwandler und Vorverstédrker verbunden. Das Gerdt
war ein Eigenbau der Universitéit Regensburg. Es hatte einen Eingangswider-
stand von 1 GR und wies eine fest eingestellte 20fache Verstdrkung auf,

Das Ausgangssignal wurde iiber abgeschirmte Kabel auf einen Endverstiirker
und Filter (Bandpass: 100-1000 Hz) geleitet. Die so gefilterte und ver-
stirkte Ableitung wurde einerseits auf einen Oszilloskop (Tectronix Dual
Beam Oscillescope 5112) wiedergegeben, Gleichzeitig wurde das Signal auf
einen Lautsprecher geleitet, um widhrend der Préparation das Auffangen und
Sichtbarwerden von Aktionspotentialen hérbar zu machen, so dass die Ab-
leitelektrode nach Gehir optimal plaziert werden konnte. Die Ableitungen
der Aktiovnspotentiale stimulierter Sinneszellen wurden auf einem Kasetten-
bandgerét von Bell & Howell (CR 3000:7 1/2) aufgezeichnet.

4,2,3, Prdparaticn der Elektroden

Die fiir unsere Arbeiten verwendeten Elektroden wurden aus Wolframdraht



- 35 -

(¢ 0,1mm) hergestellt. Dazv wurde ein ca. 50cm langes Stiick Draht iiber
einer Gasflamme gestreckt und anschliessend Teilstiicke von ca, 2,0 - 2,5cm
Lénge unter Wechselspannung in einem Cyankalibad elektrolytisch zugespltzt.
Die Form der Spitze konnte iiber Dauer und Tiefe des Eintauchens ins Elektro-
lytbad und iliber die angesetzte Spannung kontrolliert und den jeweiligen Be-
diirfnissen angepasst werden. Die Form der Spitze der Ableitelektrode musste
in der Regel zwei Grundanforderungen geniigen. Einerseits musste die Spitze
sehr fein und scharf sein (< 1 ym), damit beim Einstich in die Cuticula so-
wohl die cuticuldren als auch die zellvldren Strukturen des Sensillums so-
weit moglich nicht verletzt wurden. Andrerseits musste die Spitze gleich-
zeitig geniigend Festigkeit aufweisen, vm beim Versuch, in die sehr zihe
Cuticula des Zeckentarsus einzudringen, nicht verbogen zu werden. Die fein-
ste Deformierung der Spitze hatte jeweils zur Folge, dass ein verletzungs-
freies Eindringen in den fliissigkeitsgefiillten Raum unter dem Sockel des
Sensillums vervnmiglicht wurde. Als optimal erwies sich eine kurze, nicht
allzu steil zulsufende, scharfe Spitze, Fiir die indifferenten Elektroden
wurden etwas ldngere Drahtstiicke (ca., 3-4cm) verwendet. Bei diesen Elektro-
den wurde eine villig esusreichende Spitze erreicht, indem der ganze elnge-
tauchte Teil des Drshts bis zur Oberfliche vollstdndig avfgeldst wurde,

Die Konusbildung der Oberfléchenspannung um den Draht herum sorgte dabei

ohne weiteres Zutun fiir eine sehr kriaftige, scharfe Spitze.

4.,2.4. Prdparation der Zecken

Die Zecken wurden guf einem speziell angefertigten Halter aus Plexiglas
festgespannt. Auf die Oberseite des vorderen, stabformigen und einseitig
abgeflachten Teils wurde mit Wachs ein kleines rechteckiges Stiick Balsa-
holz angeklebt. Auf dieses Balsaholzstiick wurde die Zecke mit Parafilm so
festgespannt, dass der ganze Kérper bedeckt wurde und lediglich das erste
Beinpaar freilag. Mit einer feinen Pinzette wurden anschliessend die mo-
torischen Nerven des ersten Beinpaares auf der Hohe der Coxa abgeklemmt
und inaktiviert. So konnten einerseits die Beine fiir die weitere Prépara-
tion ruhiggestellt werden. Andrerseits wurden so avch stdrende Muskel-
potentiale unterdriickt. Die Beinme wurden anschliessend mit je 2-3 sehr
feinen Hagraffen, die ebenfalls speziell fiir diesen Zweck aus Wolframdraht
hergestellt wurden, parallel nach vorne gestreckt flach auwf der Balsaholz-

unterlage fixiert. Anschliessend wurde die indifferente Elektrode auf der
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Hohe der Coxa des rechten Beinpaares eingesetzt und mit einem kleinen
Wachstropfen parallel zum Bein auf der Holzunterlage fixiert. Schliesslich
wurde auch das erste Beinpaar der Zecke so mit Parafilm abgedeckt, dass
lediglich die Tarsen mit den zv untersuchenden Sensillen auf der Dorsal-
seite exponiert blieben. Der Halter mit der prédparierten Zecke wurde auf
einen frei schwenkbaren und fixierbaren Halter in der Mitte des Faraday-
Kdfigs festgeschraubt. Die indifferente Elektrade wurde iiber eine Krokedil-
klemme an einem ebenfalls fixierbaren Schwenkarm an den Vorverstérker an-
geschlossen. Unter einer Binocularlupe (Wild, 125x) komate nun mit Hilfe
eines Leitz-Micromanipulators die in einen speziellen Halter eingefiihrte
Ableitelektrode an der Basis des zu untersuchenden clfaktorischen Sensillums

eingestochen werden.

4.2,5. Stimulierung

Fiir die Stimulierung wurde die von Kafka (1970) eingefiihrte Methode des
Spritzenalfactometers verwendet. Eingestellte Mengen von zu testenden lipo-
philen Substanzen wurden in Paraffinil geléist. Ausgehend von einer molaren
Lésung wurden in Zehnerschritten Verdiinnungsreihen bis zu einer 10~%nolaren
Lésung hergestellt. 10 Tropfen einer soYchen definierten Lésung wurden in
ein Tablettenglas (P 2cm x 4cm) pipettiert, welches offen in eine Wegwerf-
spritze (B - D, Plastikpak, 30m}) gestellt wurde. Die so préparierte Spritze
wurde an einem getrockneten und gefilterten Luftstrom (Silicagel/Aktivkahle)
gefiillt, Derselbe getrocknete und gefilterte Lufistrom wurde mit einer Ge-
schwindigkeit von 0.4m/s (64,5 ml/sek.) iiber einen PVC-Schlauch und ein
Glasrohr (@ 4,5mm) permanent iiber den prdparierten Tarsus geleitet. Die
Qeffnung des Glasrohrs wurde in unmittelbare Néhe des préparierten Tarsus
gebracht und die zentrale Achse direkt auf das Sensillum gerichtet, von

dem abgeleitet werden sallte.

Die Spritze wurde in ein speziell konstruiertes Stativ eingespannt. Ein
darauf montierter pneumatischer Druckarm wurde iiber einen Fusschalter aus-
geldst und presste mit einer konstant eingestellten Geachwindigkeit auf

den Kolben der eingesetzten Spritze. l4ml der gesiittigten Luft in der
Spritze wurden so iiber eine Injektionsnadel 20cm ver der Austrittséffnung

in den konstanten Luftstrom des Glasrohrs wihrend 4 Sekunden eingespritzt.

Als Teststimuli wurden die Komponenten des wirtsgebundenen Pheromons,

O-Nitrophenol, Methylsalicylat und PelargonsHure, sowie das Sexualpheromen
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vieler metastriater Zeckenarten, 2,6-Dichlorphencl, verwendet. Als Kontrolle

diente reines Paraffin&l.

4.2.6. Avfzeichnung

Ueber elle Stimulierungen und Ableitungen wurde laufend Protokoll gefiihrt.
Interessante, auswertbare Ableitungen wurden entweder direkt oder ab Band
auf dem Bildachirm des Oszilloskops gefilmt. Die Filme wurden mit einer
Kamera von Nihon-Xohden, welche direkt auf das Oszilloskop montiert werden
koonte, hergestellt. Fir alle Aufzeichnungen wurde Filmmaterial von Agfa-
Gevaert (0Oszilloscript 2} verwendet. Generell wurde eine Filmgeschwindigkeit
von 100mm/sek gewshlt.

Die entwickelten Filme wurden von Hand ausgewertet, d.h. die sufgezeichneten
Aktionspotentiale wurden aufgrund verschiedener Kriterien wie Amplitude,

Form und Frequenz je nach Anzahl beteiligter Sinneszellen einer oder mehreren
Klassenl;ugeordnet. Fir jede Xlasse wurden die Spikes ausgezd#hlt. Als einer
der wichtigsten Parameter fiir die Beurteilung der konzentrationsabhéngigen
Antwort einzelner Sinneszellen wurde die Spitzenfrequenz des phasischen Teils
der Ableitung angesehen. Diese Spitzenfrequenz (F max) wurde iiber den nach-
folgenden Algorithmus ermittelt, bei dem mit je 5 aufeinanderfolgenden Enter-
vallen zwischen zwei Spikes (A - E) iiber zwei Stufen ein Mittelwert be-

rechnet wurde:

A+B+C B+C+D C+D+E
+ + /3 -1 . 100 = Fuax
3 3 3

Da die Intervalle in Millimetern gemessen wurden und die Filmgeschwindigkeit
10mm/sek betrug, ergab diese Berechnung direkt Freguenzwerte in Hz.

Daneben wurden die Frequenzen auch iiber Intervalle von 100, 200, 300, 500
und 1100 msek berechnet.

Anhend dieser Daten wurden fiir die verwendeten Verdiinnungsreihen die

Regressionen und Korrelationskoeffizienten berechnet.
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[11. RESULTATE

1. Verhalten

1.1, Das Festsetzverhalten der adulten Zecken auf einem natiirlichen Wirt

Die Versuche auf dem Rind haben bestétigt, dass das Verhalten der adulten
Minnchen und Weibchen von A. veriegatum sehr gut mit dem von Norval (1974)
fir die Art A. hebraeum beobachteten Verhalten iibereinstimmt. Im Folgenden
sind deshalb die Resultate dieser Versuche nur so weit wiedergegeben, als
sie fiir die Diskussion dieses Verhaltens eine wichtige Grundlage hieten und
die Beschreibung von Norval in irgend einer Form modifizieren, ergénzen
oder erweitern.
Eine erste Beobachtung bezieht sich auf die Art und Weise, vie sich frisch
angesetzte Zecken auf dem Fell des Tieres fortbewegten. Sowohl Mdnnchen als
auch Weibchen zeigten zwel deutlich gegeneinander abgesetzte, zeitlich ge-~
staffelte Fortbewegungsweisen. Die erste war charakrerisiert durch ein
rasches, hochgestelztes und dabei nicht deurlich orientiertes Rennen. Die
Zecken hatten meist keinen sicheren Halt auf den Haaren des Tieres und
wurden sehr leicht durch das nervise Flankenzittern des Rindes abgeworfen
oder fielen an einer Uberhidngenden Korperstelle ab. Die zweite Form der
Fortbewegung war charakterisiert durch ein langsames, an das Fell des Tie-
res angeklammertes Klettern, wobei das erste Beinpaar immer wieder hoch
iiber das Fell des Tieres erhoben wurde. Oft blieben die Zecken fir eine
gewisse Zeit in dieser Stellunp verharrt, um danach in eine andere Richtung
weiterzuklettern, Bei dieser Form der Fortbewegung hatten die Zecken in der
Regel guten Halt im Fell des Rindes und konnten von diesem nicht mehr chne
weiteres abgeschiittelt werden. Wurden die Zecken zum ersien Mal nach der
Hiutung auf das Rind angesetzt, so dominierte bei allen die erste Form der
" Fortbewegung. Wurde das Ansetzen mehrere Male hintersinander wiederholt, so
fand nach einer gewissen Zeit ein Wechsel von der ersten zur zweiten Form
der Fortbewegung stati. Mit jedem neuven Ansatz erfolgte der Wechsel rascher,
bis die Zecken schliesslich von Beginn an nur noch die zweite Form zeigten.
Beli den Miénnchen folgten auf diesen Wechsel der Fortbewegungsweise sehr
rasch die ersten Versuche, sich in der Haut des Wirtes zu fixieren. Diese
¥Yersuche waren gekennzeichnet durch das Eintauchen des Rostrums in die

Haare des Tieres, das Spreizen der Palpen und das Absondern von Speichel
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an der Spitze des Rostrums. Bei den Weibchen erfolgten auch nach wieder-
holtem Ansetzen und nach vollzogenem Wechsel der Fortbewegungsweise keine
Versuche, sich festzusetzen. QOhne die Pridsenz von bereits festgesetzten,

sexuell reifen Ménnchen aetzen sich die Weibchen in keinem Fall fest.

1.2. Das Aggregations- und Paarungsverhalten auf einem natiirlichen Wirt

Wie bereits das Festsetzverhalten, entsprach auch das Aggregations- und
Paarungsverhalten von A. variegatum weitgehend demjenigen von A, hebraeum
. {Norval, 1974). Insbesondere zeigen auch bei A. variegatum die gesogenen,
sexuell reifen Minnchen das fiir diese Gruppe der Amblyomminae typische
Klammerverhalten (englisch: clasping behaviour), welches dazu fijhrt, dass
sich in der Regel die ungesogenen Weibchen ausschliesslich gepaart und in
enger Umarmung mit einem sexuell reifen Manachen auf einem Wirt fixieren.
Norval's Vermutung, dass dieses Klammerverhalten mechanisch ausgeldst werde
und in Bezug auf die Natur des auslsenden Reizes unspezifisch sei, kann
anhand der eigenen Beobachtungen an A, variegatum bestdtigt werden. Das
Verhalten wird durch eine feine Berijhrung von Sinneshaaren auf der Dorsal-
seite der beiden hinteren Beinpaare ausgeldst, wobei es cffenbar keine
Rolle spielt, ob diese Reizung durch. ein Weibchen, ein Ménnchen oder durch

artfremde Zecken wie Rhipicephalus sp. oder Dermacentor sp. erfolgt. Es

kann ebenso durch eine feine Beriihrung mit Pinselborsten oder anderen Ma-
terialien ausgelidst werden. Ein Beispiel fir dem Ablauf dieses Verhaltens,
welches zusammen mit dem, durch das wirtsgebundene Aggregationspheromon ge-
steuerte Verhalten fiir die Aggregation und Paarbildung auf dem Wirt von
zentraler Bedeutung ist, ist anhand einer Bildsequenz aus einem Film in

Abb. 1 wiedergegeben.

Frisch featgesetzte, ungesogene Minnchen zeigen auch auf spezifische Be-
riihrung durch ein ungesogenes Weibchen kein solches Klammerverhalten. Wie
bereits Norval betont, vollzieht sich bei allen metastriaten Arten der Fa-
milie der Ixodidae die sexuelle Reifung der MﬁnnchZh erst auf dem Wirt und
ist abhiingig von einem Blutmahl von mehreren Tagen. Bei A, hebraeum und

A. variegatum beinhaltet diese sexuelle Reifung die von Norvel erwdhnten
Verdinderungen in Physiologie und Verhalten, die parallel und in Korrelation
mit der Dauer des Blutmahls ablaufen. Bei Minnchen von A. hebraeum erscheinen
die ersten reifen Spermatiden in den Hoden nach einem Blutmahl von 6-7 Tagen
{Norval & Capitini, 1974). Die Abgabe des wirtsgebundenen Aggregationspheromens
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Asg. 1: Filmsequenz zum Ablauf der Klammerreasktion auf einem Wirt

Legende:

Das Minnchen {(vorne links) ist auf dem Riicken eines narkotisierten, weissen
Kaninchens fixiert. Es hat zuvor wihrend 7 Tagen auf einem Rind ein Blutmahl
aufgenommen und hat deshalb seine sexuelle Reife erreicht. Dies bedeutet,
dass sich in seinen Hoden reife Spermatiden entwickelt haben. Es zeigt eine
ausgeprdgte Bereitschaft fiir das Klammerverhalten {"clasping behaviour™).
Ueber Driisen an der Kérperoberfléche scndert es nun permanent ein Aggregationa-
pheromon ab, welches van einem Weibchen (hinten rechts) iiber Geruchssinnes-
organe an den Tarsen des ersten Beinpaares wshrgenommen wird. Das Weibchen
verharrt eine Weile mit hoch erhobenem ersten Beinpaar, um sich dann langsam
in Richtung auf das Minnchen hin zu bewegen (1). Das erste Beinpaar wird
immer wieder iber das Fell erhoben und wird debei deutlich auf das Minnchen
hin orientiert (2). Die Orientierung des ersten Beinpaares geht bei der
weiteren Anndherung jeweils der Orientierung der Kérperachse vorsus (3). Das
Weibchen beriihrt bei seinen Suchbewegungen mit seinem rechten ersten Bein
eines der hinteren Beine des Mannchens (4). Dies geniigt als Ausldser fiir die
Reaktion des Mdnnchens. Es bringt seinen Kérper in eine senkrechte Position
zum Fell des Wirtes und spreizt seine Beine weit auseinander (5). Danach
versucht es mit suchenden Bewegungen der hinteren Beinpaare das Weibchen zu
ergreifen (6). Gleichzeitig bringt sich das Weibchen durch eine leichte
Drehung in eine Position Bauch gegen Bauch zum Minnchen und umklammert es
auch gselnerzeits (7). Ueber gemeinsame Bewegungen wird das Weibchen so ge-
dreht, dass sein Rostrum achliesslich gegen die Haut des Wirtes orientiert
ist (B)}. Das Weibchen fixiert sich anschliessend in dieser Pgsition auf dem

Wirt und bleibt in enger Umklammerung mit dem M#nnchen (9).
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und die damit verbundens Attraktivitdt der Mdnnchen ist vom fiinften Tag an
featstellbar und erreicht ihr Maximum mit dem achten Tag (Rechav et al.,
1977). Der Abschluss der Reifung der Gonaden der Mannchen und die Abgabe

des Pheromons fallen somit zusammen. Ueber das erste Auftreten des Klammer-
verhaltens bei A. hebraeum finden sich in der Literatur keine Angaben. Es
darf jedoch angenommen werden, dass auch dieses Verhalten mit der sexuellen
Reifung korreliert und um den fiinften Tag herum feststellbar wird, Bei den
Midnnchen von A. variegatum scheinen alle diese Prozesse etwas rascher abzu-
laufen. lieber den Abschluss der Reifung der Gonaden bei A. variegatum finden
sich in der Literatur keine Angaben. Die Abgabe des Phercmons beginnt bereits
mit dem dritten bis vierten Tag und erreicht ihr Maximum bereits am finften
Tag (Morval & Rechav, 1979). Ein Versuch zur Korrelation zwischen der Dauer
des Blutmahls und dem Erscheinen der Klammerreaktion ergab, dass erste po-
sitive Reaktionen der Midnnchen bereits nach drei bis vier Tagen feststellbar
waren., Mit jedem weiteren Tag nahm der Prozentsstz der pesitiv reagierenden
Ménnchen zu. Vom siebten Tag an zeigten 100% der Minnchen auf die Reizung mit
einem ungescgenen Weibchen hin ein deutliches und vollsténdiges Klammerver-
halten (Fig, 3). Somit ist auch bei A. variegstum die Abgabe des Fheromons

und das Auftreten des Klammerverhaltens zeitlich aufeinander abgestimmt.
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Fig. 3: Kerrelation zwischen der Dauer des Blutmahls und dem Auftreten
- der Klammerreaktion (Clasping) beil festgesetzten, auf einem Wirt
saugenden Ménnchen der Art Amblyomma variegatum.
Reagierende Zecken in % der total festpesetzten Zecken.
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Das Klammerverhalten der Minnchen hat wie bereits erwihnt zur Folpe, dass
sich die ungesogenen Weibchen in Paarungsstellung zusammen mit einem sexuell
reifen, kepulationsbereiten Ménnchen fixieren. Der Beschreibung von Norval
zufolpe wird bei A. hebraeum die Kopulation nach dem Festsetzen der Weibchen
vollzogen. Seine Formulierung ldsst dabei offen, ob die Kopulation unmittel-
bar danach oder erst nach Stunden oder Tagen folgt. Bei keinem der von mir
beobachteten Paare auf dem Rind wurde die Kopulation innerhalb der ersten

drei Stunden nach dem Festsetzen der Weibchen vollzogen.

1,3. Das Festsetz-, Apgregations— und Paarungsverhalten in vitro

Ein erster deutlicher Unterschied im Verhalten zwischen gesopenen und un-
gesogenen Minnchen bestand in der Geschwindigkeit, mit der sich die frisch
angesetzten Zecken auf der Membran fixierten, Wehrend bei den gesogenen
Zecken nack fiinf Minuten bereits alle zehn Zecken auf der Membran fixiert
waren, waren bei den ungesogenen Zecken zum gleichen Zeitpunkt erst zwei
Zecken fixiert., Bei den gesogenen Minnchen zeipten alle Zecken nach dem
Festsetzen als Antwort auf die Reizung der hinteren Beinpaare mit einer
Pinselborste eine deutlich ausgeprigte Xlammerreaktion, wdhrend keines der
beiden festgesetzten, ungesogenen Miannchen eine solche Reaktion zeigte.

4ls nach zehn Minuten die beiden getrennten Gruppen gemeinsam unter einem
Petrischalendeckel eingeschlosasen wurden, ldste sich das erste fixierte,
ungesegene Midnnchen bereits nach filnf weiteren Miputen ab und wanderte zur
Gruppe der gesogenen Minnchen hiniiber, um sich dart voriiberpehend festzu-
setzen. Das zweite ungesopene Ménnchen léste sich nach elf Minuten ab,
setzte sich nicht mehr fest und wurde entfernt.

Als sechzehn Minuten nach Versuchsbeginn zehn ungesogene Weibchen einpesetzt
wurden, waren bereits eine Minute spiter acht Weibchen in Kopulationsstellung
mit festgesetzten Ménnchen auf der Membran fixiert. Die beiden anderen Weib-
chen waren zwar aicht fixiert, blieben aber in ndchster Nidhe der festpe-~
setzten Minnchen. Die Beriihrung durch die suchenden Weibchen hatte bei den
Minnchen die typische ‘I:(lammerreaktion ausgeldst, worauf die Weibchen von
den Ménnchen festgehalten und mit dem Rostrum auf die Membran gepresst
wurden. Finfundzwanzig Miruten nach Beginn des Versuchs waren noch immer
sechs Paare auf der Membran fixiert. Nach fiinfundreissig Minuten ldste sich
das erste gesogene Minnchen von der Membran ab, um mit dem Weibchen zu

kopulieren.
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1.4. Petrischalentests

Die Ergebnisse einer ersten Serie von Versuchen in der kleinen Petrischale
sind in den Tabellen I-I11und den entsprechenden Figuren 4-6 zusammenge-
stellt. Sie wurde mit je 3x10 ungesogenen Minnchen, gesogenen Ménnchen und
ungesogenen Weibchen durchgefiihrt. Obwohl sich im Fall der ungescgenen
Mdnnchen und Weibchen die Verteilung der Zecken auf die acht Sektoren zu ver-—
schiedenen Zeitpunkten nach Beginn des Ansatzes von einer gleichformigen
Zufallsverteilung signifikant unterschied (x2 z 14,07/ p & 0,05), konnte da-
raus noch nicht direkt auf eine attraktive oder aggregationsauslésende Wir-
kung des Stimulus im Testsektor geschlossen werden, da die avfgetretenen
Aggregationen nicht oder zumindest nicht eindeutig dem Testsektor und damit
dem Teststimulus zugeordnet werden konnten. Sowohl bei den ungesogenen
M#nnchen als auch bei den ungesogenen Weibchen zeigte sich, dass die Tendenz
zur Aggregation jeweils zehn bis zwanzig Minuten nach Testbeginn am stdrksten
ausgeprigt war. Bel den gesogenen Mianchen zeigte sich zu keinem Zeitpunkt
eine signifikante Tendenz zur Aggregation.

Wurden die Daten iiber den ganzen zeitlichen Verlauf. zusammengefasst und die
Mittelwerte fiir die einzelnen Sektoren miteinander verglichen, so ergab sich
lediglich fiir die ungesogenen Ménnchen eine, von einer homogenen Verteilung
signifikant abweichende Verteilung.

Die zum Teil recht grossen Standardabweichungen sind einerseits auf die
kleinren Zahlenwerte (erwartete Hiufigkeit im Falle der homogenen Vertei-
lung: 1.25) zuriickzufihren. Andererseits spiegeln sie die Tatsache wieder,
dass innerhalb der gleichen Testserie die Verteilung der Zecken auf die

acht Sektoren auch dann nicht homogen war, wenn sich die Werte tendenziell
iiber die drei Wiederholungen ausglichen, wie das bei den gesogenen Mdnnchen
der Fall war.

Ausgehend von diesen Resultaten wurden drei weitere Serier mit je 5x10 un—
gespgenen Ménnchen durchgefiihrt. Obwohl auch in diesen Serien zeitweise eine
auffiliige Tendenz zur Aggregation feststellbar war, konnte diese awch hier
nicht eindeutig dem Testsektor I zugeordnet werden (Tab. IV - VI).

Die Zusammenfassung aller Versuche mit ungesogenen Minnchen ist in Figur 7
dargestellt. Die mangelnde Zuordnung der jeweils aufgetretenen Aggregationen
zum Testsektor schlégt sich hier in der fast homogenen Verteilung der Mittel-
werte aul alle acht Sektoren nieder. Die Zusammenfassung der Versuche fiihrt

nicht zu einer Verdewtlichung der Tendenz zur Aggregation, sondern verwischt
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TaBeLLen 1 - 111

Mittelwerte {X) und Standardabweichungen (s) der Verteilung von 10 Zecken/
Ansatz auf B Sektoren einer kleinen Petrischale (@ 15cm) zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Beginn des Ansatzes iiber je 3 Wiederholungen.

Zus#itzlich angegeben ist die Summe (L) der Zecken/Sektor fiir alle Messungen
(5' - 30"), Mittelwerte und Standardabweichungen der Summen und Mittelwerte
pro Sektor dber alle Messungen (5' - 30') sowie die x2-Werte fiir alle

Messungen.

Tabelle I: Versuche mit 10 ungesogenen Mdnnchen (vergl. dazu Fig. 4)
Tabelle II: Versuche mit 10 ungesogenen Weibchen (vergl. dazu Fig. 5)
Tabelle III: Versuche mit 10 gesogenen Mannchen {vergl. dazu Fig. 6)

TABELLEN 1V - VI

Versuche mit je 10 ungesogenen Midnnchen/Ansatz. 5 Wiederholungen, sonst

wie fiir Tabellen I-IIT beschrieben.
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5 n

100% 4 100X 4

5074

Fig. 4

Mittelwerte und Standardabweichungen der Verteilung von je
10 ungesogenen Minnchen/Ansatz auf 8 Sektoren einer kleinen
Petrischale zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn des

Ansatzes. 3 Wiederholungen (siehe Tabelle I).
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Fie. 5:

Mittelwerte und Standardabweichungen der Verteilung von je
10 ungesogenen Weibchen/Ansatz auf 8 Sektoren einer kleinen
Petrischale zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn des
Ansatzes. 3 Wiederholungen (siehe Tabelle II).
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5 -

Fig. 6 Mittelwerte und Standardabweichungen der Verteilung von je
10 gesogenen Minnchen/Ansatz auf 8 Sektoren einer kleinen
Petrischale zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn des

Ansatzes. 3 Wiederholungen (siehe Tabelle III}).
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diese. Eine andere Moglichkeit der Zusammenfassung dieser Versuche zeigt
Figur 8. Die Werte sind so angeordnet, dass der zeitliche Verlauf der Ver-
teilung fiir jeden Sektor direkt abgelesen werden kann, Die Figur zeigt, dass
mit Ausnahme des Testsektor in allen Sektoren die Zahl der Zecken iber alle
Wiederholungen hinweg keiner klaren Tendenz folgt oder dann kontinuierlich
sinkend ist. Im Testsektor 1 steigt die Zahl der Zecken bis zwanzig Minuten
nach Testbeginn kontinuierlich an und geht damach wieder leicht zuriick. Dies
kann zumindest als Hinweis dafiir gewertet werden, dass der in Sektor 1 ange-
botene Teststimulus wéhrend der ersten zwanzig Minuten eine aggregationsaus—
ldsende Wirkung zeigte, Wichtig in diesem Zusammenhang ist die Beobachtung,
dass sich in allen Versuchen, in denen eine Tendenz zur Aggregation festpe-
stellt werden konnte, die hggregation um einen {mdglicherweise zufallig ent-

standenen) Kern von 2-3 verharrenden Zecken bildete.

25

3 5 Min.
23 10 Min.
n | &3 15 Min.
| h | = 20 Min.
f 25 Min.
30 Min.

D v s e o 2 s e |

P 7 7 p ey

Fie. 8: wie Fig. 7. Die Verteilung (Mittelwerte) zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Beginn des Ansatzes sind in eirer Dar-
stellung zusammengefasst,
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100

1 3 5 ¥in.
. 3 10 Min,
6715 Min.
3 20 Min.
£ 25 Min.
ES 30 Nin.

F16. 91 Prozentuale Verteilung ven 44 ungesogenen Minnchen auf B Sektoren
der grossen Petrischale zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn
des Ansatzes.

Stimulus im Testsektor (1): Ein Filterpapier, das widhrend 24h
zusammen mit 10 gesogenen, sexuell aktiven Minnchen inkubiert
wurde. Kontrollsektoren (2-8): leere Filterpapiere.

100
- 1 5 Nin.
] £ 10 Min.
% 50- &7 15 Min.
] 3 20 Nin.
&3 25 Min.
1 [ ; EXI 30 Min.
|
| I
!

F16. 10: wie Fig. 9. Ansatz mit 46 ungesogenen Minnchen.
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] CI5Un
) T2 10 M.
115 iin.
I 20 kin.
72 25 . (nd)
3 30 Mn.

F16. 11t Prozentuale Verteilung von 40 ungesogenen Minnchen auf 8 Sektoren
— der grossen Petrischale zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn
des Ansatzes,

Stimulus im Testsektor (1): Ein Filterpapier, das wdhrend 96h

zusammen mit 10 gesogenen, sexuell aktiven Minnchen inkubiert
wurde. Kontrollsektoren {2-8): leere Filterpapiere

100

] 3 5 M.
3 10 Min.
R 15 Min,
3 20 M.
Z3 25 uin.
ESI 30 uin.

Fig. 12: wie Fig. 1l. 2. Ansatz,
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100
] 3 5 ¥in.
1 3 10 Nin.
% 50+ EF 15 Nin.
£ 20 Min.

2 25 Nin.
ES 30 i,

Fig. 13: Prozentuale Verteilung von 40 ungesogenen Mdnnchen auf B Sektoren
_— der grossen Petrischale zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn
des Ansatzes.

Stimulus im Testsektor {1): Ein Filterpapier mit 5 ul eines
fAetherextraktes aus 20 gesogenen, sexuell aktiven Midnnchen.
Kontrollsektoren (2-8): Filterpapiere mit je 5 ul reinem
Aether behandelt,

100

. 5 Min.
J L3 10 i
£ 15 M.
7 20 Ui,
2 25 U,
N 30 i, (nd)

Fig. 14: wie Fig. 13. 2. Ansatz
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Die Resultate der Versuche in der grossen Petrischale mit je 40-46 unge-
sogenen Mdnnchen pro Ansatz sind in den Figuren 9-14 dargestellt. 1n diesen
Versuchen war die Tendenz zur Aggregation wesentlich deutlicher ausgeprégt
als in den vorangegangenen Versuchen in der kleinen Petrischale. Aber auch
bej. diesen Versuchen konnte aus dem Auftreten der Aggregationen nicht
direkt auf die Wirkung des Stimulus im Testsektor geschlossen werden, da
sich die Aggregationen nicht oder nicht eindeutig auf den Sektor, welcher
den Teststimulus enthielt, konzentrierten. Auffdllig ist, dass sich die
Kerne der Aggregationen jeweils bereits innerhalb der ersten fiinf Minuten
nach Testbeginn formten. In den Graphiken driickt sich diese Tatsache darin
aus, dass die Sektoren, in denen sich im Verlauf der Versuche die Aggre-
gationen formten, bereits bei der Auszihlung nach fiinf Minuten héhere

Zeckenzahlen aufwiesen als die iibrigen Sektoren.

1,5, Y-Olfactometer

Die Resultate der Versuche im Y-Olfactometer sind in den Fig., 13 und l6a+b
dargestellt. In einem ersten Versuch waren die Kammern, welche Test- und
Kontrollstimulus enthielten iiber Silikonschliuche (20cm} von den kurzen
Armen des Olfactometers getrennt. Zu keinem Zeitpunkt der Testdauer von

30 Minuten zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Zahl der Zecken

im linken resp. rechten Arm, Der Anteil der Zecken, die jeweils im unteren
Teil des Olfactometers reglos verharrten, war bei allen Versuchen sehr hoch,
obwohl sich alle Versuchstiere bei der Ueberpriifung ihrer Vitalitdt vor und
nach dem Versuch als sehr aktiv und reaktionsfiéhig erwiesen. Zwei weitere
Ansdtze mit je 60 ungesogenen Minnchen und Weibchen, bei denen die gesogenen
und ungesogenen Minnchen als Test- resp. Kontrellstimuli direkt in Metall-
kapseln in die kurzen Arme des Olfactometers eingesetzt wurden, ergaben
schliesslich eine deutliche Entscheidung der Testzecken fiir den Arm, welcher
die Kapsel mit den sexuell aktiver, gesogenen M#nnchen enthielt. Ein.signi—
fikanter Unterschied etablierte sich bereits nach 10 Minuten Testdauver und
verschob sich danach sowohl bei den Ménnchen als auch bei den Weibchen nur
noch geringfiigig, Der Anteil der Zecken, die nicht motiviert werden konnten,
in einen der beiden kurzen Arme sufzusteigen, war aber asuch in diesen An-

sétzen sehr hoch.
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100 % 7

o 0 O 30

Fia. 15: Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen Ver—

- teilung von 10 ungesogenen Mannchen auf die zwei Arme des
Y-Olfactometers zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn
des Ansatzes (vergl. dazu Fig, 1, Variante 4). 6 Wieder-
holungen.

-A- % Zecken im Testarm des Y-Qlfactometers
-A- ¥ Zecken im Kontrollarm des Y-Qlfactometers

—-0- % Zecken im unteren Teil des Y-Olfactometers, die
sich nicht entschieden haben.

Teststimulus: 5 gesogene, sexuell reife Minnchen

Kontrollstimulus: 5 ungesogene Minnchen
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Mittelwerte und Standardabweichungen der prozentualen Ver-
teilung von 30 ungesogenen Minnchen (a) und 30 ungesogenen
Weibchen (b) auf zwei Arme eines Y-Olfactometers zu ver-
schiedenen Zeitpunkten nach Beginn des Ansatzes (vergl, da-
zu Fig. 1, Variante B). 6 Wiederholungen. Sonst wie Fig. 15.
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1.6. Arena-Test

1.6.1. Vorversuche

Erste Vorversuche in der Arena wurden in Form eines 2-Wahl-Tests durchge-
fiihrt. In diesen Vorversuchen sollte zundchst einmal der zeitliche Verlauf
der Aggregation festgehalten werden. Zudem sollte in einer Serie von Ver-
suchen gepriift werden, ob und wie nach der Entnahme vom Rind gesogene,
sexuell aktive Médnnchen ihre anfinglich deutlich ausgeprégte, aggregations-
ausltsende Wirkung verlieren.-Zwei frisch vom Rind abgenommene Minnchen,
welche zuvor wéhrend mehr als 10 Tagen auf einem Rinderschwanz ein Blutmahl
aufgenommen hatten und auf die Reizung mit einem ungesogenen Weibchen hin
mit einer deutlicher Klammerreaktion geantwortet hatten, wurden 1,3 und 8 Tage
nach der Entnahme in der Arena in einer Kapsel als Teststimulus angebotenm,
Als Kontrolle dienten jewells 2 ungesogene Ménnchen, die in einer Kapsel in
der gegeniiberliegenden Ecke der Arena angeboten wurden. Jeder Ansatz wurde

2 mal wiederholt, wobei nach jedem Ansatz die Position von Test— und Kontroll-
stimulus vertauscht wurde. Zusitzlich wurden in einem Nullversuch beide
Kapseln leer angeboten. Dde Resultate dieser Versuche sind in den Fig. l7a-d
zusammengefasst.

Zunéichst hat sich in allen Versuchen gezeigt, dass die Zahl der im Test- und
in den Kontrollsektoren auageziéhleen Zecken bis zum Abbruch der Versuche nach
jeweils 30 Minuten ansteigend bleibt. Nach }0 Minuten befanden sich aber in
allen F#llen iiber 80% der nach 30 Minuten im Testsektor gezdhlten Zecken be~
reits im Testsektor. Nach diesen 10 Minuten flachte der anfiéinglich atarke
Anstieg deutlich ab, Aufgrund dieser Beobachtung wurde bei der spiteren
Standardisierung des Tests die Auszéhlung jeweils 10 Minuten nach Testbeginn
vOTgenommen,

Ein Tag nach der Entnahme der Testzecken vom Rind fiel die Entscheidung fiir
den Testsektor sehr deutlich aus {a). Nach 30 Minuten befanden sich 81% der
Zecken im Testsektor und 4% im Kontrollsektor, wihrend sich weitere 15% der
Zecken ausserhalb der beiden Sektoren befanden. Zwei Tage spdter fiel die
Entscheidung bereits etwas schwdcher aus (b). Nach 5 weiteren Tagen war die
Entscheidung bereits deutlich abgeschwdcht (c). Dennoch befanden sich zu
jedem Zeitpunkt signifikant mehr Zecken im Testsektor als im Kontrollsektor.
Der Versuch, bei dem die Kapseln leer angeboten wurden, hat gezeigt, dass
die Kapseln fiir sich allein keine aggregationsausl&sende Wirkung aufweisen
und dass sich in den Testsektoren auch 10 Minuten nach Testbeginn keine
Aggregationen bilden (d).
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Vorversuche in der Arema (Zwei-Wghl-Test). Mittelwerte und

Fig. 17:

Standardabweichungen der prozentualen Verteilung von 50 unge-
sogenen Weibchen auf Test— und Kontrollsektor der Arena zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn des Ansatzes.

a) 1 Tag nach der Entnahme der Zecken vom Rind

b) 3 Tage 1 " " L " " "

C) g Tage " n T " 1t 1t i1

d} Leerversuch

Je 2 Wiederholungen/Ansatz
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1,6.2, Das Verhalten einzelner Zecken in der Arena

Weitere Versuche in der Arena wurden unternommen, um abzukléiren, inwiewpit

am Entstehen der Aggregationen und an der damit verbundenen Wirkung des
Pheromons Wechselwirkungen zwischen gleichzeitig aktiven, stimulierten Zecken
beteiligt und von Bedeutung sind. Es wurden zwei Ansdtze mit je 10 frischen,
ungesogenen Weibchen, 2 resp. 4 Monate nach der Hiutung, durchgefiihrt. Die
Zecken wurden dabei einzeln in der Mitte der Arena eingesetzt und der zurick-
gelepte Wep bis zum Standort nach 10 Minuten Testdauer auf einer schematischen
Zeichnung der Arena nachgezeichnet. Zus#tzlich wurde der jeweilige Standort in
1 Minuten-Intervallen auf dem Protokoll festgehalten und entsprechend be-
zeichnet. Die Ergebnisse dieser beiden Ans#tze sind in den Figuren 18 und 19
wiedergegeben. Die Analyse dieser Versuche ergab die folgenden wichtigen

Anhaltspunkte:

— Vergleicht man die Anséitze mit jiingeren (2 Monate nach Schlupf) und Elteren
Zecken (4 Monate nach Schlupf) miteinander, so fallt zundchst einmal die
hohere Aktivitat der jiingeren Zecken auf. Der gesamthaft zuriickgelegte Weg
war im Durchschnitt wesentlich léinger als bei den dlteren Zecken. Zudem
wurden bei den jiingeren Zecken aufgrund einer besseren Kletterfahigkeit
auch die Seitenwdnde und der Deckel der Arena intensiv in die Suchaktivi-
titen miteinbezogen, wihrend sich die dlteren Zecken vorwiegend auf dem
Boden der Arena aufhielten.

- Betrachtet man die prim#r eingeschlagene Richtung der Zecken nach Beginn
des Ansatzes, so zeigte sich, dass bei den jlingeren Zecken bereits hier
eine deutliche Ausrichtung gegen die Pheromonquelle hin feststellbar wurde,
wihrend bei den #lteren Zecken eine solche Ausrichtung kaum mehr zum Aus-
druck kam.

- Vergleicht man das Schlussresultat beider Ansditze nach Ablauf der Test-
dauver, so zeigt sich hier eine grosse Uebereinstimmung. In beiden Fidllen
hielten sich nach 10 Minuten je 6 von 10 Zecken im Testsektor auf. Mit
einer Ausnshme hielten sich alle iibrigen Zecken ausserhalb der Xontroll-
sektoren auf. Extrapdliert man nun dieses Ergebnis auf 40 Zecken, so
ergibt sich eine Verteilung, wie sie auch im Standardtest, bei dem 40
Zecken gleichzeitig eingesetzt werden, beobachtet werden kann, Es darf
deshalb angenommen werden, dass Interaktionen zwischen gleichzeitig
aktiven, stimulierten Zecken, sofern iiberhaupt vorhanden, fiur das Schluss-

ergebnis des Tests nicht von Bedeutung sind.



- 66 -

® 0
o g o °
0 B0 %
o 8, a 1
[ 00 © I

b_.._-_'.o-___.-—__

o8 o0 ° |
|
O
o |
g&b 0 , o—
o ~o i
© =
L
Fig. 18: Zusammenfassung der Resultate aller Versuche mit jiingeren

Weibchen (2 Monate nach der Hdutung) zum Aggregationsver-
halten einzelner Zecken in der Arena. Eingetragen ist die
primire Startrichtung, die Standorte in Minutenintervallen (Q),
sowie der Standort nach 10 Minuten (B ). Vergl. da2uw Anhang
A1-10-
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Fie. 19: wie Fig. 18. Versuche mit &lteren Weibchen (4 Monate nach
der Héutung). Vergl. dazu Anhang By_jgp.
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Versuche zum zeitlichen Verlauf der Aggregaticn in der
Arena. Mittelwerte und Standardabweichungen iiber je
4 Wiederholungen mit 40 Minnchen (@) und 40 Weibchen (4 ).
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= In allen Fdllen, in denen die Zecken positiv auf den Teststimulus reagier—
ten, war die folgende generelle Verhaltensabfolge deutlich zu erkennen.
Zundchst zeigten die Zecken ein ausgedehntes, rasches Suchen im Bereich
der ganzen Arena. In unmittelbarer Néhe des Teststimulus verlangsamte sich
der Lauf der Zecken und die Suche konzentrierte sich auf den Teatsektor
und die Metallkapsel, in der die Pherowmonquelle eingeschlossen war.
Schliesslich zeigten die Zecken ein ausgeprégtes Klammerverhalten im
direkten Kontakt mit der Metallkapsel und blieben h#ufig bis zum Ablauf

der Testdauer in nédchster Ndhe der Kapsel.

1.6.3, Der zeitliche Verlauf der Aggregation in der Arena

In zwei Ans#tzen in der Arena mit je 40 Mannchen und Weibchen wurde ver-
sucht, den Verlauf der Aggregation wdhrend der ersten Minuten des Tests
genauer zu analysieren. Anstelle der einmaligen Auszdhlung der Zecken in
den Sektoren der Arena nach Ablauf der 10 Minuten wurde die Auszdhlung
wihrend der ersten 6 Minuten jede Minute und danach aslle 2 Minuten vorge-
nommen. Ausgezdhit wurden dabei lediglich die Zecken im Testsektor. Die
Resultate dieses Versuch sind in der Figur 20 zusammengefasst.

Die Versuche haben gezeigt, dass im zeitlichen Verlauf der Aggregation
prektisch keine Unterschiede zwischen Minnchen und Weibchen auftraten, d.h.
zu keinem Zeitpunkt konnte eine signifikante Differenz festgestellt werden.
Aus dem Kurvenverlauf geht kler hervor, dass sich bereits nach 10 Minuten
ein grosser Prozentsatz der Zecken im Testsektor befand. Der Anstieg im
Bereich von 6-10 Minuten war nur noch sehr gering und hatte keinen wesent-
lichen Einfluss auf die Verteilung der Zecken nech Abschluss der Versuche.
Dies iat eine weitere Bestdtigung dafiir, dass bei einer eimnmaligen Aus—
wertung des Standardversuchs 10 Minuten nach Testbeginn die wesentlichen
Ziige der Verteilung der Zecken auf Test— und Kontrollsektoren eindeutig
festgehalten werden kénnen.

2. Analyse

2.1, Basisversuche zur Wirkung der Rohextrakte in der Arena

1n einer ersten Serie von Standardversuchen in der Arena wurde sowohl mit
ungesogenen Mannchen als auch mit ungesogenen Weibchen die Aktivitét der

verschiedenen Rohextrakte (E2a, E2b, E2c) gepriift und deren Wirkung mit
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der jenigen lebender, gesogener, frisch vom Rind abgenommener Midnnchen ver-

plichen. Die Resultate dieser Versuche sind in den Figuren 2Zlat+b dargestellt.

Sowohl die lebenden, gesogenen Ménnchen als auch der Hexanextrakt gesogener,
sexuell aktiver Mannchen (E2a) erwiesen sich fiir Mannchen und Weibchen als
hoch signifikant attraktiv und aggregationsauslisend. Dagegen zeipten der
Extrakt ungesogener Mannchen (E2b) und der Rinderhaarextrakt (E2¢) keine
attraktive oder aggregationsausliisende Wirkung. Es zeigten sich keine Unter-
gchiede im Apgrepationsverhalten der Ménnchen und Weibchen. Das Verhalten
beider Geschlechter war in allen Fdllen direkt vergleichbar.

2.2, Fraktionierung des aktiven Rohextraktes

Die Fraktionierung iiber HPLC ergab 40 Fraktionen ze je lml (Fig. 22). Die
Fraktionen 142 (Vorlauf) sowie die Fraktiomen 27-30 (Reinigungslauf und
Nachlauf) hatten sich bereits in vorangepgangenen Vorversuchen als inaktiv
erwiesen. Sie wurden deshalb fiir das weitere Vorgehen weggelassen.

Die verbliebenen 24 Fraktionen wurden in 3 Gruppen zu je 8 Fraktionen unter-
teilt. In einem ersten Durchpang wurden je 2 Gruppen rekombiniert. Den
Fraktionen der jeweiligeh Gruppen wurden je 100 yl entnommen. Alle so ge-
wonenen Stichproben wurden vereinigt und deren Inhaltsstoffe wie in Material
und Methode beschrieben in Hexan ausgeschiittelt, extrahiert und eingeengt.
DMes ergab 3 konzentrierte Hexanextrakte, die in der Arena auf ihre phero—
monale Aktivitét hin gepruft.wurden. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in
Tabelle VII wiedergegeben. Danach ergab die Rekombination der Gruppen 1 und

- 2- sowie der Gruppen 1 und 3 sktive Losungen, widhrend eine Rekombination der
Gruppen 2 und 3 eine vbllig inektive Ldsung ergab. Wdren die essentiellen
Substanzen, welche an der pheromonalen Aktivitdt beteiligt sind auf alle

drei Gruppen verteilr gewesen, so hétte keine der drei Rekombinationen eine
vollstdndige Aktivitdt aufweisen dirfen. Wiren sie asuf 2 Gruppen verteilt
gewesen, so hdtte nur eine der Rekombinationen aktiv seln diirfen. Semit
konnte bereits geschlossen werden, dass die beobachtete Aktivitdt ausschliess-
lich auf Swbstanzen zuriickzufithren war, die in Fraktionen der Gruppe 1 ent-
halten waren., Die Fraktionen der Gruppen 2 und 3 wurden deshalb fiir die rest-
lichen Untersuchungen weggelassen. Die Gruppe 1 wurde ihrerseits in weitere

3 Gruppen {A, B, C) unterteilt. Rekombinationen dieser 3 Gruppen wurden wie
zuvor beschrieben hergesteilt und im Arena-Test gepriift, Die Kesultate dieser
Versuche sind ebenfells in der Tabelle VIT wiedergegeben. Die Rekombination
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Bastisversuche mit je 40 ungesogenen Mannchen (a) und
Weibchen (b) in der Arena. Mittelwerte und Standardab-
weichungen iber je 6 Wiederholungen.

Testsektor: 2 gesogene, sexuell aktive Minnchen
Kontrollsektor: je 2 ungescgene Mannchen

Testsektor: 10 yl Rohextrakt (E2a) gesogener, sexuell aktiver
Mannchen in Diethyldther

Testsektor: 10 1l Rohextrakt (E2b} ungesogener Minnchen in
Diethyldther

Testsektor: 10 1l Rinderhaarextrakt (E2¢) in Diethyldther
Kontrollsektoren: je 10 pl Diethyldther
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Fig. 222 Absorptionsspektrum und Trennungsverlauf der HPLC-Fraktio-
nierung des aktiven Pheromonextraktes (El1}. Eingetragen ist
zudem die Gruppeneinteilung der Fraktionen 3-26, wie sie fiir
die Biotests in der Arena vorgenommen wurde.



TABELLE VII: Resultate der Arena-Tests mit 40 ungesogenen Weibchen gegen

Rekombinationen von 3x3 Gruppen von Fraktionen nach der
Fraktionierung des aktiven Rohextraktes iiber HPLC.

Anzahl Zecken / Sektor

Serie Rekombination T K K K -
1 1. Gruppe + 2. Gruppe 15* 3 2 0 20
1. Gruppe + 3. Gruppe 17* 0 0 1 22

2. Gruppe + 3. Gruppe 2 3 6 2 27

2 2. Gruppe: A + B 12% 3 2 Q 23
2. Gruppe: A+ C . [ 5 4 4 23

2. Gruppe: B + C 15* 0 2 5 17

*Aggregation im Testsektor
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A und C erwies sich danach als inaktiv, wghrend sich die Rekombination A
und B und B und C als aktiv erwiesen. Die fiir die pheromonale Aktivitét
verantwortlichen Substanzen mussten somit in den Fraktionen der Gruppe B
enthalten sein. Allerdings kennte bereits hier festgestellt werden, dass
die Antwort der Zecken auf eine Stimulierung mit diesen Rekombinaticnen
nicht mehr der urspriinglichen vollstidndigen Aggregation entsprach, Sie
zeigten vielmehr eine "dynamische" Aggregation, ein Begriff, der gpéter
noch zn erléutern sein wird. An diesem Punkt wurden die Versuche vor-
ldufig abgebrochen.

Die Fraktionen 6, 7 und B, welche in der Gruppe B enthalten waren und die
im Absorptionsspektrum einen deutlichen, einheitlichen Peak ergeben hatten,
wurden gereinigt, in 2ml Hexan susgeschiittelt, extrahiert und in eine Glas-
ampulle abgefiillt. Der Extrakt wurde mit Stickstoff iiberschichtet und die
Glasampulle luftdicht versiegelt. Anschliessend wurde er bei -20°C aufbe-
wahrt nnd znsammen mit den Rohextrakten von Chemikern der Ciba-Geigy AG in

Basel tber Gaschromatographie und Massenspektrometrie analysiert.

2.3. Analyse der Extrakte iiber GC/MS

Der Vergleich der Chromatogramme inaktiver Extrakte mit dem des akriven
Extraktes ergab insgesammt 5 Substanzen, die ausschliesslich im aktiven
Pheromonextrakt nachgewiesen werden konnten (Fig, 23 a-c). Es sind dies

folgende Snbstanzen;

1, O-Nitrophenol (ONP)

2, 2-Hydroxy-benzoesgure-methylester = Methylsalicylat {MS)
3. Pelargonsiure (PS)

4, BenzoesHure

5. Glycerin

Die Massenspektren und Formeln dieser Substanzen sind in den Figuren 24 a-e
wiedergegeben.

Im Hexanextrakt der aktiven HPLC-Fraktion konnte lediglich O-Nitrophenol
nachgewiesen werden (Fig. 23d). Eine approximative Quantifizierung der drei
dominierenden Komponenten ergab fiir ONP 2 ug/Zecke, fiir MS 1 ug/Zecke und
fiir PS 8 ug/Zecke,
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Inaktiver Rohextrakt ungesogener
Minnchen in Diethyldther (E2b)
[
Aktiver Pheromonextrakt gesogener,
sexuell aktiver Mdnnchen in Di-
s ethyldther (E2a) :
G

3/ min. 300°C

Inaktiver Rinderhaarextrakt in
Diethyldther (E2¢)

Fie. 23:

Aktive HPLC-Fraktion {(Xombi-
nation der Frektionen 6-8)

CGC-Chromatogramme der Rohextrakte EZa, E2b und E2c sowie
der aktiven HPLC-Fraktionen

1. O-Nitrophenol {= GC-Fraktion B}
2. Methylsalicylat (= GC-Fraktion D)
3. Pelargonsiure (= GC-Fraktion E)
4. BenzoesHure (= GC—Fraktion C)
5. Glycerin {= GC-Fraktion A)

6. 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (Antioxidantium}
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Massenspektren und Strukturformeln der GC-Fraktionen A-E
(vergl. dazu Fig. 23).
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3, Verguche zur Wirkung des synthetischen Pheromons

3.1. Wirkung der isaliertean Pheromonkomponenten in der Arena

Die einzelnen identifizierten Substanzen wurden in weiteren Serien von
Standardversuchen in der Arena mit ungesogenen Mianchen und Weibchen auf
ihren Beitrag zur pheromonalen Wirkung hin untersucht., Die Reaultate

dieser Versuche sind in den Figuren 25 a+b dargestellt.

Wurden die drei dominierenden identifizierten Komponenten des aktiven
Extraktes, d.h. O-Nitrophenol (ONP), Methylsalicylat (MS) und Pelargon-
sdure (P5) als synthetiaches Pheromongemisch im Testgektor angebaten, so

war die Wirkung hoch signifikant attraktiv und aggregationsavaldsend und

van der Wirkung des aktiven Diethyldtherextraktes gesogener Minnchen nicht
unterscheidbar (vergl. dazu Fig. 21 a+b). Wurden dagegen die einzelaen
Substanzen in den gleichen Konzentrationen wie im synthetischen Gemisch an-
geboten, so zeigte sich entweder keine oder nur eine unvollsténdige Wirkung.
Im Fall des Methylsalicylats oder der Pelargensdure konnte keine sichtbare
Wirkung der isolierten Substanzen festgestellt werden. Im Fall von O-Nitro—
phenol kam eine dynamische Aggregation zustande, d.h, die Zecken wurden zwar
von der Testkapsel angelockt und vom Stimulus sichtlich erregt, zeigten aber
keine Tendenz zu einem Klammerverhalten oder zum Verharren. Hiufig ver-
liessen die Zecken den Testsektor nach einer gewissen Zeit wieder, um auf
der weiteren Suche wieder zu ihm zuriickzukehren. Obwohl sich durch dieses
Verhalten wihrend der ganzen Dauer des Versuchs eine sichtbare Konzentration
der Zecken im Bereich des Testsektars ergab, waren im Vergleich zu den Ver-
suchen mit dem synthetischen Pheramon nach 10 Minuten Testdauer weniger an-
gelackte und stimulierte Zecken in Kontakt mit dem Filterpapier des Test-
sektors. Es kann deshalb in diesem Fall von einer "dynamiachen" Aggregation

gesprochen werden.

3.2, Die Wahrnehmungsschwelle des synthétischen Pheramons

In einer Serie von Standardversuchen in der Arena wurde abgeklirt, in welchem
Konzentrationsbereich dea synthetischen Pheromons die Aktivitdtsgrenze zu
suchen ist. Ausgehend von der Stammldsung (vergl, S, 32) wurde in drei Zehner-
schritten eine Verdiinnungsreihe hergestellt und in der Arena getestet. Die
Ergebnisse dieser Versuche sind in den Figuren 26 a+b dargestelit. Daraus
ergibt sich, dass die AktivitAtsgrenze in einem Bereich ven 10-3 bis 10-2

liegen muss. Eine tausendfache Verdiinnung der Stammlgsung zeigte keine Wirkung
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Fig. 25 Versuch mit je 40 ungesogenen Mannchen (a) und Weibchen (b)
_ zur Wirkung der isolierten Pheromonkomponenten in der Arena.
Mittelwerte und Standardabweichungen iiber je 8 Wiederholungen.

Testsektor: 10 ul Pelargonsdure (0.8 mg/ml) in Diethylidther
! : 10 ul Methylsalicylat (0.1 mg/ml) in Diethyldther
" + 10 pl O-Nitrophenol (0.2 mg/ml) in Diethyléther
: " : 10 pl synthetisches Pheromon (0.2/0.1/0.8 mg/ml)
in Diethyldther
Kontrollsektoren: je 10 ul Diethyldther

=N N=--F4



- 8] -

a) 40

30 -

20 S

10 1

43

A Pl | Dbl

ogow -

A B C D
b) 40
29
30 H
+

20
10 4
0 éﬁﬁm : mﬁm &mﬁﬂ ity

A B C 0

Fie. 26: Versuche mit je 40 ungesogenen Minnchen (&) und Weibchen (b)

zur Wahrnehmungsschwelle des synthetischen Pheromons in der
Arena. Mittelwerte und Standardabweichungen iiber je &4 Wieder-
holungen.

Applikation im Testsektor: 10 ul

Testsektor: 1000fache Verdiinnung der Stammlésung des
synthetischen Pheromons in Diethyldther

: 100fache Verdiinnung der Stammldsung

: 10fache Verdiinnung der Stammldsung

: Stammlésung
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mehr, wihrend eine hundertfache Verdimnung bereits eine hoch signifikante
Aggregation im Testsektor zur Folge hatte. Da jeweils nur 10 uwl der Test-
18sung auf die Watte in der Testkapsel pipettiert wurden, engspricht das
im Fall der hundertfachen Verdiinnung einer Applikatien von 20 ng ONP,

10 ng MS und 80 ng PS5 im Testsektor.

3.3. Die konzentrationsabhingige Wirkung von ONP

Ausgehend von einer Stammldsung von 10 mg ONP/ml DEE wurde eine Verdiinnungs—
reihe von 1/10 bis 1/10'000 in DEE hergestellt. Diese Verdiinnungsreihe wurde
in einer Serie von Standardversuchen in der Arems mit ungesogenen Miannchen
und Weibchen auf ihre Wirkung gepriift. Die Resultate dieser Versuche sind in
den Figuren 27 a+b wiedergegeben.

Diese Versuchsreihe gab Hinweise auf einige interessante Parallelen und
Differenzen in der Antwort der beiden Geschlechter auf die Stimulierung

mit ONP. Eine auffdllige Parallele bestand in der Gesamttendenz des Ver-
haltens beider Geschlechter in Bezug auf die zunehmende Konzentration des
Teststimulus, Bei der niedrigsten Konzentration von 0.001 mg/ml, was einer
Applikation von 10 ng im Testsektor entspricht, zeigte sich in beiden Féllen
eine leichte, noch undeutliche Aggregation im Testsektor., In beiden Fillen
war gleichzeitig der diagonal gegeniiberliegende und damit am weitesten ent-
fernt liegende Kontrollsektor am schwédchsten besetzt. Die steigende Konzen—
tration hatte zur Folge, dass in beiden Féllen die Tendenz zur Aggregation
im Testsektor zundchst verstirkt, dann sber wieder neutralisiert wurde. In
den hvechsten Konzentrationen hatte ONP sogar eine repellente Wirkung, Der
Testsektor war in diesen Fillen am schwichsten besetzt, wihrend der diagonal
gegeniiberliegende Konrrollsektor die meisten Zecken aufwies.

Diese Grundtendenz war bei beiden Geschlechtern deutlich ausgeprégt, aber in
auffédlliger Weise phasenverschoben., So war bei den Mdnnchen ein Maximum der
Aggregation bereits bei einer Konzentration von 0.01 mg/ml erreicht, wihrend
dies hei den Weibchen erst bei einer Konzentration von O.1 mg/m) der Fall
war. Anslog dezu wer bei den Ménnchen eine Tendenz zur Repellenz bereits bei
einer Konzentration von 1 mg/ml erkennbar, widhrend sie bei den Weibchen erst
bei einer Konzentration von 10 mg/ml auftrat. Dieser Sachverhalt ist in

Figur 28 wiedergegeben.
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Versuche mit je 40 ungesogenen Minnchen (a) und Weibchen (b)
zur Konzentrationsabhdngigen Wirkung von ONP in der Arena.
Mittelwerte und Standardabweichungen iiber je 4 Wiederholungen.

Testsektor: 10 pl ONP (0.001 mg/ml) in Diethyldther
" + 10 yl ONP (0.01 mg/mi) in Diethyléther

H " : 10 pl ONP (0.1 mg/ml) in Diethyléther

D: " 1 10 yl ONP (1 mg/ml) in Diethyldther

E: " : 10 ul ONP (10 mg/ml} in Diethylither

Kontrolisektoren: je 10 ul Diethyldther
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B
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Fie. 28: Vergleich der Antworten von Mannchen und Weibchen im

Arena-Test auf die Stimulierung mit einer Verdiinnungs-
reihe von ONP (0.001 mg/ml - 10 mg/ml) in Diethylather.
Dargestellt ist jeweils die Anzahl Zecken, die sich nach
Ablauf der Testdauver von 10 Minuten im Testsektor be-

fanden (vergl. dazu Fig. 27).
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3.4. Die Zusammensetzung des Pheromons

Unmittelbsr nach der Identifikation der aktiven Bestandteile des Pheromons,
als deren Gewichtsanteile im Rohextrakt noch nicht restlos bekannt waren,
wurde bereits eine griossere Serie von Versuchen mit denselben Subsatanzen,
in Konzentrationen derselben Grdssenordnung, aber mit verschiedenen Ge-

wichtsanteilen durchgefiihrt. Folgende Ldsungen wurden verwendet:

0.25 mg/m} DEE O-Nitrophenol
0.10 mg/mi DEE Methylsalicylat
0.15 mg/ml DEE Pelargonsdure

Das synthetische Pheromon bestand wiederum in einer Ldsung dieser drei Kompo-
nenten in den gleichen Gewichtsenteilen. Wie die Figuren 29 a+b zeigen, waren
die Resultate dieser Versuche nicht wesentlich verschieden von denjenigen,
die spéter mit den korrigierten und definitiven Proportionen erzielt wurden.
Auch bei den Versuchen mit Verdiinnungsreihen des synthetischen Pheromons
zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Ergebnissen, die
mit den slten und denjenigen, die mit den kerrigierten Gewichtssnteilen ge-

wonnen wurden {Fig. 30 a+b).

3.5. Die Varianz der Antwert auf O-Nitrophenol

In den meisten Fidllen, in denen die Antwort der Zecken auf einzelne Kompo-
nenten des Pheromons getestet wurde, hatten die Zecken vor Beginn der Serie
Kontakt mit dem aktiven Rohextrakt oder mit dem vollst&ndigem synthetischen
Pheromon. So konnte jeweils iiberpriift werden, ob die im Test verwendeten
Zecken auf eine Stimulferung mit dem Pheromon eine deutliche Aggregation im
Testsektor zeigten. ln einem einzelnen Fall waren die Zecken allerdings nach
der Hiutung nie in Kontakt mit dem natiirlichen oder synthetischen Pheromon
gewesen. Als erster und einziger Stimulus wurde ihnen 10 ui einer ONP-Ldsung
in DEE (0.25 mg/ml) im Testsektor angeboten., Dieser Versuch wurde in je 4
Wiederholungen sowohl mit ungesogenen Mdnnchen als auch Weibchen durchgefiihrt.
In beiden Fillen bildete sich keinerlei Aggregation im Testsektor (Fig. 314).
Die Zecken wurden anschliessend in den Zuchtraum gebracht und erst acht

Tage spiter wieder verwendet. Diesmal wurde ihre Reaktion auf das synthetische
Pheromon gepriift. In beiden Fillen bildeten sich Aggregationen im Testsektor
(Fig. 31B). Verglichen mit der vellen Antwort auf diesen Stimulus waren

die Aggregstionen jedoch noch schwach. Die Zecken wurden wiederum fiir zwei
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fFig. 29: Versuche mit je 40 ungesogenen Minnchen (a) und Weibchen (b)
R — zur Wirkung der isolierten Pheromonkomponenten in der Arena.
Mittelwerte und Standardabweichungen iiber je 8 Wiederholungen
(vergl. dazu Fig. 25a+b). Ausnahme: AfPelargonsiure je
4 Wiederholungen. ’

A: Testsektor: 10 ul Pelargonsdure (0,15 mg/ml) in Diethyldther

B: " : 10 yl Methylsalicylat (0.1 mg/ml) in Diethylédther

C: " : 10 yl O0-Nitrophenol (0.25 mg/ml) in Diethyldther

D: o + 10 ul synthetisches Pheromon (0.25/0.1/0.15 mg/ml)
in Diethyléther

Kontrollsektoren: je 10 pl Diethylather
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f1g. 30: Versuche mit je 40 ungesogenen Minnchen (a) und Weibchen (b)
— zur Wahrnehmungsschwelle des synthetischen Pheromons in der

Arena.

A: Testsektor: 10 ul einer 1000fachen Verdiinnung des synthetischen
Pheromons (0.25 mg/ml ONP, 0.1 mg/ml MS, 0.15 rg/ml PS)
in Diethyléther

B: " : 10 pl einer 100fachen Verdiinnung

C: " : 10 yl einer 10fachen Verdiinnung

D2 " 10 ul der Stammldsung

Kontrollsektoren' je 10 pl Diethylather
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Fig. 31: Versuche mit je 40 ungesogenen Minnchen (a) und Weibchen (b)

zur Varianz der Antwort auf O-Nitrophenol.

A: Testsektor: 10 yl einer DNP-Ldsung (0.25 mg/ml)} in Diethyléther
n .

B: + 10 pl des synthetischen Pheromons (D.25 mg/ml ONP,
0.1 mg/ml MS, 0.15 mg/ml PS) in Diethyléther {(B. Tag)

o} " : 10 pl einer ONP-Lésung (0.25 mg/ml) in DNiethyl-
dther (10. Tag)

D; " : 10 yl des synthetischen Pheromons in Diethyl-

ather (10. Tag)
Kontrollsektoren: je 10 pl Diethyldther
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Versuche mit je 40 ungesogenen Minnchen (A+B) und Weibchen (C+D)
zur Wirkung der Kombination von Methylsalicylat und Pelargon-
séure in der Arena.

Testsektor: 10 pl Methylsalicylat (0,1 mg/ml) in Diethyléther +
10 4l Pelargonsiiure {0.15 mg/ml} in Diethyliéther

" : 10 ul des synthetischen Pheromons in Diethyléther

fontrollsektoren : je 10 wl Diethyléther
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Tage in den Zuchtrawm gebracht. Zehn Tage nach dem ersten Versuch wurde ihre
Antwort sowohl auf das synthetische Pheromon als auch auf das isolierte ONF
gepriift. Diesmal war in allen Fdllen die Antwort der Zecken von gewohnter
Stérke (Fig. 31 C+D}. Diese Versuche gaben Hinweise darauf, dass bestimmte
alters- oder erfahrungsbedingte Umsténde die Antwort der Zecken auf eine
bestimmte Reizsituation stark beeinflussen konnen. Dieser Tatsache wurde

in der Folge dadurch Rechnung getragen, dass weiterhin die Zecken vor jedem
Ansatz auf ihre Reaktion suf das synthetische Pheromon hin gepriift wurden,
um sicherzustellen, dass alle verwendeten Zecken eine volle Reaktion auf

die Stimulierung durch das Pheromon zeigten.

3.6, Die Wirkung der Kombination von Methylsalicylat und Pelargonsdure

Fiir diese Versuche wurden ebenfalls noch die alten Konzentrationen der Kompo-
nenten verwendet (vergl. 5. 32}. Die Versuche wurden mit je 40 ungesogenen
Ménnchen und Weibchen durchgefithrt. Vorangegangene Versuche mit diesen Zecken
hatten bereits gezeigt, dass die Stimulierungen mit den isolierten Kompo-
nenten Methylsalicylat (0.1 mg/ml) und Pelargonsdure (0.15 mg/ml) in der
Arena keine Aggregation bewirkten. Wurden die beiden Stoffe in denselben
Konzentrationen aber gemeinsam angeboten, entstanden deutliche Aggregationen
im jeweiligen Testsektor, sowohl im Fall der Midnnchen (Fig. 32A) als auch

der Weibchen (Fig. 32C). Verglichen mit der Antwort auf das synthetische
Pheromon (Fig. 32 B,D) waren aber in beiden Fillen diese Aggregationen

deutlich schwicher,

4, Versuche zur Spezifitdt des Phercmons

Parallel zur letzten Extration gesogener, sexuell aktiver Minnchen ven

A. variegatum wurden mit derselben Methode auch gesogene, sexuell aktive
Méannchen und ungesogene Mannchen der nahe verwandten Art A. hebraesum extra-
hiert. Diese Extrakte wurden, wie zuvor der aktive Phercomonextrakt von

A, variegatum, von Chemikern der Ciba-Geigy in Basel analysiert und ver-
glichen. Die Analyse, die bis heute noch nicht vollsténdig abgeschlossen
ist, ergab die folgende vorlsufige Liste von Substanzen, die ausschliess-
lich im Extrakt der gesogenen Minnchen gefunden wurden. Ein Zeckenquivalent
enthielt:
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35% Pelargonsiure 2% Benzaldehyd

19% Benzoestinre 2% Oenanthsdure

19% FPhenylessigsiure 1% Cyclohexansidure

5% Caprinsidure 1% 0-Nitraphenal

4% Caprylsiure 5% weitere, bisher unbekannte Substanz

Auffdllig ist, dass such im Pheromon dieser Art, ebenso wie bel A. varie-
gatum, die Pelargonsdure mif einem hohen Anteil vertreten ist. O-Nitrophenol
ist dagegen mit 1% vertreten uad Methylsslicylat iiberhsupt nicht. Dagegen
koanten in diesem Pheromonextrakt die beiden hoch volatilen und intensiv
riechenden Stoffe Benzoesdiure und Phenylessigsiure in grosseren Mengen nach-
gewiesen werden. Eine definitive Quantifizierung der einzelnen Komponenten
konnte bis zum Abschluss der vorliegenden Arbeit nicht gegeben werden.
Generell lapen aber die Konzentrationen um ca. eine Zehnerpotenz tiefer als
im aktiven Extrakt von A. variegatum.

Um weitere Hinweise auf die Spezifitit der Pheromone und insbesondere auf
die Antwort beider Arten auf das Pheromon der jeweils anderen Art zu er-
halten, wurden verschiedene Versuche in der Arena durchgefiihrt. Die dabei
verwendeten A. hebraeum stammten aus der gleichen Quelle und wurden unter
den gleichen Bedingungen geziichtet wie fiir A. variegatum in Material und
Methode beschrieben. Es handelite sich allerdings um einen etablierten Labor-
stamm, der bereits iiber viele Generationen hinweg im Labor geziichtet wurde.
Alle hier beschriebenen Versuche sind deshalb als vorldufig zv betrachten,
und sollten mit wildstémmigen Zecken dieser Art verifiziert werden, kénnen
aber fiir Folgearbeiten auf diesem Geblet wichtige Hinweise lieferm.

Zunéichst einmal wurde in einem'Zwei—wahl—Test. bei dem nur zwei der vier
Ecken der Arena als Testaektoren verwendet wurden, auf einer Seite 5 ge-
sogene, sexuell aktive Ménnchen von A, variegatum und anf der anderen Seite
5 gesogene, sexuell aktive Mdnnchen von A. hebraeum in eine Metallkapsel
eingeschlossen und im Testeektor als Teststimuli angeboten. Wie im Standard-
test wurden anschliessend nacheinander je 40 ungesogene Minnchen und Weib-
chen belder Arten eingesetzt und auf ihre Reaktion getestet., Jeder Ansatz
wurde 4 mal wiederholt. Das Ergebnis dieser Versuche ist in Figur 33 wieder-
gegeben. Es zeigt deutlich, dass wiederum die Antwort der Minnchen und
Weibchen innerhalb derselben Art direkt vergleichbar war. Ein grosser Unter-
schied zeigte sich sllerdings zwischen den Arten. Wihrend sowohl Mannchen

als auch Weibchen von A. variegatum fast ausschliesslich um die Kapsel mit
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ZeckeN 1M TESTSEKTOR 3 A VARIEGATIM

Zeoken M TESTSEKTOR @ A. HEBRAEWM

0%

Fie. 33:

ABLYCMMA HEBRAELM FMBLYCM4A VARLEGATUM

Vergleich der Antwort von A. variegetum und A. hebraeum auf

gesogene, sexuell aktive Minnchen der eigenen und der jeweils

anderen Art.

Testsektor links: 5 gesogene, sexuell aktive Mannchen der
Art Amblyomma variegatum

" rechts: 5 gesogene, sexuell sktive Ménnchen der

Art Amblyomma hebraeum
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Fig. 34: Versuche zur Antwort von 40 ungesogenen Minnchen der Art
_— Amblyomma hebreenm auf gesogene, sexuell aktive Ménnchen
der Art Amblyomms veriegatum und deren Pheromonkomponenten,

A: Testsektor: 2 gesogene, sexuell aktive Mannchen der Art
A. variegatum
B: o : Y0 ul des aktiven Pheromonextraktes {El} von
A. variegatum
" : 10 ul O-Nitrophenol (0.2 mg/ml) in Diethylédther
D: " : 10 pl synthetisches Pheromon (0.2 mg/ml ONP,
C.1 mg/ml MS, 0.8 mg/ml PS) in Diethyléther

Kontrollsektoren: je 10 pl Diethyléther



- Q4 -

den eingeschlossenen Minnchen der eigenen Art eine dichte Aggregation
bildeten, verteilten sich stimulierte und angelockte Minnchen und Weib-
chen von A. hebrapeum fast gleichmiissig suf beide Kapseln. Somit zeigten
die Zecken der Art A, variepatum eine deutliche inmerartliche Attrakti-
vitat, die bei den Zecken der Art A. hebraeum nicht zu erkennen war.
Zusitzliche Hinweise fiir diese Tatsache gab eine weitere Serie von Ver-
suchen, bei denen das Verhalten ungesogener Midnnchen von A. hebraecum im
Standardtest untersucht wurde. Die Resultate dieser Versuche sind in der
Figur 34 zusammengefasst. Sie decken sich weitgehend mit denjenigen der
Versuche, welche unter gleichen Bedingungen mit ungesogenen Minnchen der

Art A. variegatum durchgefijhrt worden waren.

5. Versuche zur Reaktion von A. variegatum auf die Substitution von

Methylsalicylat im Pheromongemisch
In zwei kleinen Serien von Versuchen in der Arena wurde mit einigen wenigen
ausgewdhlten Substanzen gepriift, ob im synthetischen Pheromongemisch das
Methylsalicylat durch eine andere, veon der Struktur her dhnliche Substanz
erserzt werden kann. Von besonderem Interesse waren dabei die Substanzen
Benzoesdure und Phenylessigsdure, welche als dominierende Komponenten im
Extrakt gesogener Minnchen von A. hebraeum gefunden worden waren. Zusitzlich
wurde auch Salicylsdure, der unveresterte Sdureanteil des Methylsalicylats
gepriift. Die drei Substanzen wurden jeweils zuerst isaliert angeboten, dann
mit O-Nitrophenal (0.2 mg/ml}, anschliessend mit Pelargonsdure (0.8 mg/ml)
kombiniert und schliesslich mit QNP und PS gleichzeitig angebaten. Schliess-
lich wurde den Zecken noch das vollstdndige synthetische Pheromon angeboten.
Jeder Versuch wurde 2 mal wiederholt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in
den Figuren 35-38 dargestellt. Sie zeigten, dass keine der getesteten
Substanzen in der verwendeten Xonzentration {iir ungesogene Weibchen won
A. variegatum eine attrakrive oder aggregationsausliosende Wirkung hatte.
Eine Kombination mit 0-Nitrophenol zeigte ebenfalls in keinem Fall eine
Wirkung. Die Kombination von Phenylessigsdure und Pelargonsidure war ebenfalls
wirkungslos, wihrend die Kombination von BenzoesHure oder Salicylsdure mit
Pelargonsdure in beiden Fdllen eine schwache, aber dennach deutlich erkenn-
bare attraktive und aggregationsausldsende Wirkung zeigten, Die gemeinsame
Applikation zusammen mit (-Nitrophenol und Pelargonsfure ergab in allen
Féllen eine deutliche, wenn auch im Vergleich zum synthetischen Pheromon
schwiichere aggregationsauslésende Wirkung.
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Fig. 35: Versuche mit je 40 ungesogenen Weibchen zur Substitution von

Methylsalicylat im Pheromongemisch durch Benzeesdure in der
Arena. Mittelwerte iiber je 2 Wiederholungen.

A: Testsektor: 10 vl Benzoesdure (0.1 mg/ml)

B: " : 10 ul Benzoesdure (0.1 mg/ml} +
10 ul O-Nitrophenel (0.2 mg/ml)

C: " :+ 10 p1 Benzoesdure (0.1 mg/ml +
10 pl Pelargonsdure (0.8 mg/ml)

0: B : 10 ul Benzoesdure (0.1 mg/ml) +

10 pl O-Nitrophenol (0.2 mg/ml) +
10 ul Pelargonstiure (0.8 mg/ml)
Kontrollsektoren: je 10 ul Diethyladther
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Versuche mit je 40 ungesogenen Weibchen zur Substitution von

Methylsalicylat im Pheromongemisch durch Phenylessigséure

in der Arena. Mittelwerte iiber je 2 Wiederholungen.

A: Testsektor: 10 pl
B: " : 10l
10 y1
c: " : 10 ul
10 i
D: " : 10yl
10 w1
10 1

Phenylessigsdure (0.1 mg/ml)
Phenylessigssure (0.1 mg/ml) +
O-Nitrophenol (0.2 mg/ml)}
Phenylessigsédure (0,1 mg/ml) +
Pelargonsdure (0.8 mg/ml)
Phenylessigsédure (0.1 mg/ml} +
O-Nitrophenol (0.2 mg/ml) +
Pelargonséure (0.8 mg/ml)

Kontrollsektoren: je 10 pl Diethyléther
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Fie. 371: Yersuche mit je 40 ungesogenen Weibchen zur Substitutien von

Methylsalicylat im Pheromongemisch durch Selicylsdure in der

Arena. Mittelwerte iiber je 2 Wiederholungen.

A: Testsektor: 10 yl Salicylsdure (0.1 mg/ml)

B: " : 10 ul Salicylssure (0.1 mg/ml) +
10 yl O-Nitrophenol (0.2 mg/ml)

C: " : 10 pl Salicylsdure {0.1 mg/ml) +
10 p1 Pelargonssdure (0.8 mg/ml)

D: " : 10 p1 Salicylsdure (0.1 mg/ml) +

10 p) O-Nitrophenol (0.2 mg/ml) +
10 ul Pelargonsiure {0,8 mg/ml})
Kontrollsektoren: je 10 pl Diethyléther
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Fre. 38: Vergleich aller Versuche, bei denen Methylsalicylat im
synthetischen Pheromon durch Benzoestiure, Phenylessigsiure
oder Salicylsdure ersetzt wurde und dem Resultat der Versuche

mit dem synthetischen Pheromon.

A: Testsektor: 10 ul Benzoesdure (0.1 mg/ml) +
10 pl O-Nitrophenol (0.2 mg/ml) +
10 ul Pelargonsiure (0.8 mg/ml)

B: " : 10 vl Phenylessigsdure (0.1 mg/ml) +
10 w1 O-Nitrophenol (0.2 mg/ml) +
10 ul Pelargonsiure (0.8 mg/ml}

C: " + 10 ul Salicylsdure (0.1 mg/ml) +

’ 10 ul O-Nitrophenol (0.2 mg/ml) +
10 vl Pelargonsiiure (0.8 mg/ml)

D: " 10 ul Methylsalicylat (0.1 mg/ml) +
10 ul O-Nitrophenol (0.2 mg/ml) +
10 pl Pelargonsdure (0.8 mg/ml)

Kontrollsektoren: je EO pl Diethyldther
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6. Sinnesphysioclogie

6.1. Verteilung, Morphologie und Ultrastruktur der untersuchten

alfaktaorischen Sensillen

Eine detaillierte Studie zur Verteilumg, Morphologie und Ultrastruktur der
Sinneshaare auf den Tarsen des ersten Beinpaares aller Entwicklungsstadien

von Amblyomma variegatum wurde von Hess und Vlimant (1982, 1983a+b) durch-

gefiihrt. Diese Studie war eine wesentliche Grundlage fiir meine eigenen
sinnesphysiologischen Arbeiten. Da ich im folgenden jeweils auf die darin
vorgeschlagene Nomenklatur bezug nehme, mbchte ich anschliessend an eine
kurze Einfithrung einige wichtige Ergebnisse dieser Studie, soweit sie meine
eigene Arbeit betreffen, zusammenfassen und darstellen, Die dafiir verwendeten
elektronenmikroskapischen Aufnshmen, Graphiken und Tabellen sind den er-
wihnten Publikationen entnommen oder wurden mir van Hess & Viimant fiir
diesen Zweck zur Verfiigung gestellt.

Sowghl bei argasiden als auch ixodiden Zeckenarten sind Sensillen, die der
Geruchswahrnehmung dienen, im wesentlichen auf die Tarsen des ersten Bein-
paares beschrinkt, Insbesondere bei den ixodiden Arten {ibernimmt deshalb

das erste Beinpaar analoge Funktionen zu denjenigen der Antenne bei Insekten
und anderen Arthropoden. Wdhrend aber auf der Insektenantenne olfaktorische
Sensillen in der Regel in grosser Zahl mehr oder weniger gleichmissig auf
die gesamte Oberfldche der Extremitdt verteilt sind, sind sie bei den Zecken
als einzelne Sensillen coder sls kleine Gruppen morphologisch gleichartiger
oder verschiedener Sensillen als funktionale Einheiten deutlich getrennt

auf dem Tarsus lokalisiert. Figur 39 zeigt eine Zeichnung des rechten Tarsus
eines adulten Mannchens von A. variegatum nach einer elektronenmikros-
kopischen Avfnahme (Vergriésserung: 280x)., Zur besseren Orientierung wurde
die Oberfliche des Tarsus in verschiedene Zonen mit charakteristischen
Sensillengruppen aufgeteilt. Nach Hess & Vlimant kinnen dabei sechs dorsale
(dI - dVI), fiinf ventrale (vI - vV} und je zwei laterale {la I+II, 1lp I+II)
Zonen unterschieden werden. Auf der Zeichnung sind die Signaturen der
einzelnen Sensillentypen eingetragen. Tabelle VIIT gibt die Verteilung der
Sensiilen und Sensillengruppen awf die verschiedenen Zonen schematisch
wieder. Als Ergénzung dazu zeigt Tabelle IX die Signaturen der verschiedenen,
morphologisch differenzierbaren Sensillentypen und ihre angenommene oder

nachgewiesene Funktion.
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F16. 39: Tarsalglied des ersten rechten Beinpasres eines adulten

Minnchens von A, variepatum mit. den dorsalen {41 - dVI},
ventralen (vl - vV} und lateralen {1pI+II)} Sensillengruppen
(280fach vergridssert). Vergleiche dazu Tabellen VIII und IX,
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TageLLe VII1]

Schematische Darstellung der Verteilung aller Sinneshaare auf dem Tarsus I
der adulten Zecken (A. variepatum)., Die Signaturen der Sensillen sind in
Tabelle IX erldutert.

Aus: The tarsal sensory system of Amblyomma variegatum Fabricius
(lxodidae, Metastriata)
III. Mapping of semsory hairs and evolution of the relative importance
of sensory modalities during post embryonic development.
Hess & Vlimant, Revue suisse Zool. 90, 887-897
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Typ Symhole Fuemkcedlonuen Autoren
olfaktorisch { gustactorisch tesperatur— teucht igheita- | bewegungs-
enpfindiich | cmplindlich eapfindlich
up-gu/h ¢, + - 1 ? : 1} 3) 4) 5) 8)
wp-sw/B 95 + - ? ? - 1y 7}
wp-dwiA B‘ + - ? ? - 13
wp-dw iR L ? - M t - 13
wp=u/C 2 + - 1 t - i)
tpfA OA - + + ? . 1 2) 9
tp/B OB - + 7 ? * i} 2)
nplA 0* - - - - . n
np/B [ - - - - . 1)
np/C OC - - + - . 1) 6}
op/D [ - - 7 7 - 1
) np/E DE. - - 1 - 1)
TapeLLE 1X

Verzeichnis aller 12 morphologisch differenzierbaren Typen tarsaler

Sinneshaare von A. variegatum mit deren nachgewiesener oder angencmmener
Funktion. Herkunft: wie Tabelle VIII,

Legende:

Autoren

+

elektrophysiclogisch nachgewiesen bei ixodiden Zecken

* aufgrund der Struktur anzunehmen (Thurm 1964)

? von der Struktur her méglich oder elektrophysiolegisch
nachgewiesen an vergleichbaren Sinneshaaren bei Insekten

- ven der Struktur her ausgeschlossen

1} Altner & Prillinger 1980, 2) Balashov et al 1976, 3) Haggart &
Davis 1980, 4) Haggart & Davis 1981, 5) Hess & Vlimant 1982,
6) Hess & Loftus 1984, 7) Sinitzina 1974, 8) Thonney in prep.,

9) Waladde et a1 1981
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Die meisten, wenn auch nicht alle olfaktorischen Sinneshaare sind im

Bereich oder in der ndheren Umgebung des Haller'schen Organs zu finden.

Der Name "Haller’sches Organ" ist eine, in der Fachliteratur hiufig ver-
wendete und fest eingebiirgte Bezeichnung fiir die dorsale Zone d1I. Diese
umfasst zwei Sensillenpruppen, die sowohl morphologisch als auch funktional
zwei getrennte Einheiten bilden. Die eine Gruppe, bestehend aus sieben
gleichartigen Sensillen des Typs wp-sw/B befindet sich geschiitzt in einer
kapselartigen Vertiefung, die iiber eine schmale, leicht geschwungene Spalte
mit der Ausseuwelt verbunden ist. Diese Gruppe wird auch als "Kapsel" be-
zeichnet. Die zweite Gruppe befindet sich weiter distal in einer kleinen
Vertiefung, in der vorderen Grube (englisch: "anterior pit"). Sie umfasst
eine Gruppe von insgesamt sechs Sinneshaaren, die sich zum Teil morphelegisch
sehr stark voneinander unterscheiden. Beim weitaus gréssten Sensillum der
Gruppe handelt es sich um ein olfaktorisches Sinneshaar des Typs wp-sw/A.
Daneben findet man zwel weitere clfaktorische Sensillen dea Typs wp-dw/C
sowie drei Sensillen ohne Poren {np).

Aus Figur 39 und der entsprechenden Tabelle VIII geht klar hervor, dass
c¢lfaktorische, porendurchsetzte Sensillen des einwandigen Typs {(wp-sw)

auf die dorsalen Zonen I und 1I beschrénkt sind. Obwohl sie morphelegisch
dem gleichen Sensillentyp zugecrdnet werden kinnen, unterscheiden sich die
beiden Sensillen des Typs wp-sw/A in 4I und dIT in einigen sehr wesentlichen
Details. So befinden sich an der Basis des Sensillums in dI fiinf Sinnes-
zellen, die ihre Dendriten in das Lumen des Sensillums entsenden. An der
Basis des Sensillums in dII befinden sich drei getremnte Gruppen ven Sinnes-
zellen. Zwel dieser Gruppen enthalten je fiinf Sinneszellen, die dritte nur
vier. Alle 14 Sinneszellen entsenden Dendriten in das Lumen. Die Art der

Gruppierung der Sinneszellen lisst vermuten, dass sich dieses Sinneshaar
als Verwachsung sus urspriinglich 3 Sinneshaaren gebildet hat. Diese Vermu-

tung wird durch die Tatsache erhiéirtet, dass bei Nymphen und Adulren der

nahe verwandten Art A. americanum an Stelle des einen Sinnesheares zwei Sen-
sillen gefunden werden, Eines dieser Haare enthdlt eine Gruppe mit 5 Sinnes-
zellen und eine Gruppe mit 4 Sinneszellen, das andere nur eine Gruppe mit

5 Sinneszellen. Abbildung 2 zeigt die Sensillengruppe der vorderen Grube

in Zone dIl. Fir Details zur Morphelogie und Ultrastruktur der einzelnen
Sensillen dieser Gruppe sei auf die Publikationen von Hess & Vlimant ver-

wiesen.
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6,2, Ablationsversuche

Die Ergebnisse einer ersten Versuchsserie sind in der Tabelle X wiederge-
geben. Der Kontrellversuch mit dem Pheromon-Rohextrakt El unmittelbar vor
der Ablation ergab die erwartete, deutliche Aggregation im Testsektar,

Alle Versuche nach der Ablation wurden in je 4 Wiederholumgen durchgefiihrt.
In der Tabelle sind deshalb jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen
wiedergegeben, Bei allen 40 Weibchen wurden die 4 Sensillen des Typs wp-sw
(A in 41 und dII) auf den Tarsen des ersten Beinpaares wie in Material und
Methoden beschrieben eliminiert. 24 Stunden nach der Ablation ergab die
Stimulierung mit demselben Rohextrakt nur noch eine sehr schwache Tendenz
zur Aggregation im Testsektor (p<©.025)., 96 Stunden nach der Ablation

ergab derselbe Versuch keine Aggregation mehr (p<0.,1),

Fiir eine zwelte Versuchsserie wurden die Zecken nochmals gleich behandelt
wie fir die erste Serie. Die Ergebnisse dieser Versuchsserie sind in der
Tabelle X1 wiedergegeben. Die Zecken waren bereits ver der Ablation mehr-
fach mit dem Pheromon-Rohextrakt El in der Arena stimuliert worden und
hatten jeweils mit einer deutlich ausgeprégten Aggregation im Testsektor

der Arena geantwortet. Die Stimulierung mit Pheromon-Rohextrakt 24 Stunden
nach der Ablation ergab diesmal eine fast unverdndert deutliche Aggregation
im Testsektor (p<0.000l). Auch 20 Tage nach der Ablation war die Tendenz
zur Aggregation noch im selben Mass feststellbar (p<0.000%). Die Stimu-
lierung mit ONP 20 Tage nach der Ablation ergab keine sichtbare Aggrepations-
rendenz {p<0.1), ebensowenig die Stimulierung mit dem Rinderhaarextrakt Elc
(p<0.1).

Aus diesen beiden ersten Versuchsserien durften in Bezug auf die Wahrnehmung
des Pheromons die folgenden wichtigen Schliisse gezogen werden. Die erste
Serie hatte gezeigt, dass eine essentielle Kompenente des Phercmons aus-
schliesslich iiber Sensillen des eliminierten Typs sw-wp/A wahrgenommen wird.
Mit grosser Wahrscheinlichkeit durfte angenommen werden, dass es sich bei
dieser Komponente um O-Nitrophenol handelt, was in der zweiten Versuchs-
serie direkt bestdtigt werden konnte., Die zweite Versuchsserie gab zudem
wichtige Hinweise darauf, dass die anderen Komponenten des Phercmons, ins-
besondere aber das Methylsalicylat lber andere, von der Ablations nicht
betroffene Sensillen wahrgenommen werden.

Fiir eine dritte Versuchsserie wurde dieselbe Behandlung noch einmal wieder-

holt. Diesmal wurden die Zecken aber ausschliesslich und direkt auf ihre



- 106 -

tntwort auf das synthetiache Pheromon und seine Bestandteile petestet.

Die Ergebnisse dieser Versuchsserie sind in der Tabelle XIT wiedergegeben.
Auch bei diesem Ansatz wurde durch die Ablation der genannten Sensillen

die Antwort asuf das vollsténdige, synthetische Pheromon nicht wesentlich
beeintrichrigt. 3 Tage nach der Ablation ergab die Stimulierung mit ONP
wiederum keine signifikante Aggregation im Testsektor mehr, Die Stimulierung
Mtdmm&Mmhmnkmﬂwuqhtmd%hmmﬁueaybameWH
abgeschwichte asber dennoch hoch signifikante {p< 0.0001) Aggregation im
Testsektor.

Diese Versuchsserie hat d4ie Annshme, dass spezifiache Rezeptoren fiir ONP

in Sensillen des Typs wp-sw/A zu suchen sind ein weiteres Mal bestéitigt.
Auch die Vermutung, dass die Komponenten Methylsalicylat und Pelargonséure
von Sensillen wahrgenommen werden, die von dieser Ablation nicht betroffen
sind, wurde durch diese Versuche nochmsls bekrdftigt. Es stellte sich
daraufhin die Frage, ob sich die Rezeptoren fiir diese Xomponenten eben-
falls avf den Tarsus des ersten Beinpasres befanden oder ob an der Wahr-
nehmung des Pheromons auch gustatorische Sinneshaare und Rezeptoren auf

den Tarsen uwnd Palpen der Zecken beteiligt sind. Um diese Frage weiter zu
untersuchen, wurden 40 Zecken, die zuvor auf die Stimvlierung mit eimer
deutlichen Aggregation im Testsektor geantwortet hatten, die Tarsalglieder
des ersten Beinpasres beidseitig amputiert., Diesmal ergab dieselbe Stimun-
lierung nach der Ablation keine Aggregation im Testsektor mehr. Es durfte
somit angenommen werden, dass sich die Rezepteoren, die fiir die Wahrnehmung
zumindest von Methylsalicylat verantwortlich sind, ebenfails auf den Tarsen
der Zecken befinden.

Verschiedene weitere, hier nicht im einzelunen wiedergegebene Versuche hatten
anschiiessend gezeigt, dass es sich dabei weder um die, in einer 4er Gruppe
angeordneten Sensillen des Typs wp-dw/A in Zone 4IV¥ noch um die pustatori-
schen Haare des Typs tp/A+B in VI handeln konnte. Auch die vollstindige
Ablatlon asller gustatorischen und olfsktorischen Sensillen, mit Ausnahme

der unzugdnglichen 7 olfaktorischen Sensillen des Typs wp-sw/B in der Kapsel
des Haller'schen Organs (dIl), auf beiden Tarsen der Zecke ergab keine Aus-
schaltung der positiven Antwort auf die Stimulierung mit Methylsalicylat und
Pelargonsdure in der Arena. Es durfte deshalb angenommen werden, dass sich
spezifische Rezeptoren, die flir die Wahrnehmung von Methylsalicylat, mdglicher-
veise auch von Pelargonsidure, verantwortlich sind, in Sensillen der Kapsel

befinden. Alle Versuche, die in der Folge unternommen wurde, um diese Hypothese
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direkt durch gezielte Ausschaltung dieser Sensillen zu iiberpriifen, waren
nicht erfolgreich. Die Qeffnung der Kapsel kannte zwar gezielt mit Nagel-
lack iibermalt und verschlossen werden. Nach dem Eintrocknen lidste sich
der Lack aber stellenweise wieder von der Cuticula ab, so dass eine Wahr-
nehmung iiber die Sensillen der Kapsel nie vollstdndig und iiber léngere

Zeit wirksam unterbupden werden konnte.

6.3. Elektrophysiologische Arbeiten

Auswertbare Ableitungen konnten an insgesamt 23 Zecken (122¢/1122) gewonnen
werden. In 12 Ansétzen wurde vom Sensillum des Typs wp-sw/A in dI abgeleitet
{Fig. 40a). In 17 weiteren Ansiitzen wurde vom wp-sw/A Sensillum in dII ab-
geleltet (Flg. 40b). Bei allen Ansitzen wurden als Stimuli Konzentratians-
reihen der Pheromonkemponenten O-Nitrophenol {ONP), Methylsalicylat (MS)

und Pelargonsdure (PS) sowie von 2,6-Dichlorphencl (2,6-DCP} in Paraffinél.
verwendet. Als Kontrolle diente jeweils reines Paraffincl. Beispiele solcher
Ableitungen sind in den Fig, 41-43 wiedergegeben.

Eine erste graobe Uebersicht iiber die Ergebnisse dieser Versuche geben die
Tabellen XIII und XIV. In keinem der Ansétze konnte eine spezifische Ant-
wart einer Sinneszelle auf die Stimulierung mit MS oder PS registriert
werden. Wo, wie das bei Stimulierungen mit MS zum Teil der Fall war, eine
schwache Antwort registriert werden komnte, war diese erst bei eimer Sti-
mulierung mit Konzentrationen héher als 10-2 feststellbar (Fig. 4Ze).

Bei Ableitungen vom Sensillum in dI wurden in fast allen Féllen Aktions-
potentiale einer Zelle registriert, welche auf eine Stimulierung mit 2,6-DCP
klar konzentrationsabhingig und phasisch-tonisch reagierte. In einigen Fallen
konnten auch bei Stimulierungen mit ONP schwache Antworten festgestellt
werden, Dabei handelte es sich aber wiederum um unphysiologisch hche Kan-
zentrationen von 10-3M und mehr. Experimente, bei denen kurz nacheinander
mit 2,6-DCP und ONP stimuliert wurde, zeigten, dass es sich um dieselbe
Zelle handeln musste. Eine Auswertung der Ableitungen war bei diesem
Sensillum melst ohne Schwierigkeiten moglich, da Aktionspotentiale van

nie mehr als 5 Zellen gleichzeitig registriert wurden., Ein gutes Beispiel
einer solchen Ableitung ist in Fig. 44 wiedergegeben. Hier treten die
Aktionspotentiale der stimulierten Zelle deutlich aus der Ruhefrequenz
anderer, nicht stimulierter Zellen heraus. Deutlich zu erkennen ist auch

hier der phasisch-taonische Verlauf der Frequenz.
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-F16. 400  Ausschnitt sus Figur 39. Sie zeigt Einstichstellen und
ungefére Einstichwinkel fir die Plazierung der Ableit-
elektrode (Wolfram) an der Basis der drei verschiedenen

wp-sw-Sensillen.

a) wp-sw/h]  b) wp-sw/A3 ¢} wp-sw/B

Viollig anders war die Situation bei Ableitungen vom wp-sw/A Sensillum in
dII. Je nach Plazierung der Elektrode konnten hier Aktionspotentiale von
mehr als 5 Zellen gleichzeitig reglstriert werden, was die Auswertung

enorm erschwerte. An diesem Sensillum konnten in fast allen Fdllen spezi-
fische Antworten auf die Stimulierung mit ONP und 2,6-DCP abgeleitet werden.
Fiir beide Stimuli war die Frequenz der Aktionspotentiale konzentrationsab-
hiinglg und ebenfalls deutlich phasisch-tonisch (Fig. 4lb-e, 42a-d), zumindest
bei hheren Konzentrationen.

Die Wahrnehmungsschwelle lag in beiden Fillen zwischen 1076 und 10-5M, die
Séttigung im Bereich zwischen 10-3und 10~%4. Hiufig wurden bei einer
Stimulierung mit 2,6-DCP kleinere Amplituden der Aktionspotentiale ge-
messen als bei einer Stimulierung mit ONP. Die Beispiele in den Figuren 41,
42 und 43 zeigen zwar, dass die Amplitude der Aktionspotentiale der stimu-
lierten Zellen sehr stark von der jeweiligen Xonzenzentration des Test-

stimulus abhéngig ist. Die Vermutung lag dennoch nahe, dass es sich hier
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un zwei gesonderte Zellen handeln konnie, welche jeweils auf einen der
beiden Stoffe spezifisch ansprachen. Mit Versuchen, bei denen kurz hinter-
einander sowechl mit DCP als auch mit ONP stimuliert wurde, konnte diese
Vermutung in einigen Féllen direkt bestitipt werden. Einen weiteren Hin-
weis lieferte eine Ableitung, bei der zwar eine spezifische Antwort auf
ONP, nicht aber auf 2,6-DCP registriert werden konnte {Tabelle XIV, dJv,

5. Versuch). Eine detalllierte Analyse der Ableitungen war in vielen

Fidllen wegen der grossen Zahl der gleichzeitig registrierten Aktions-
potentiale verschiedener Zellen Hdusserst schwierig. S5ie wurde deshalb nur
dann vorgenommen, wenn auch hier eine phasisch-tonische Antwort einer
einzelnen stimulierten Zelle klar aus der Ruhefrequenz anderer, gleich-
zeitig registrierter und aicht stimulierter Zellen hervortrat, In B Fdllen
konnte die Spitzenfrequenz der Akticnspotentisle als Antwort auf die Stimu-
lierung mit einer Konzentrationsreihe von ONP (10~6 - 10-2M) fir mindestens
drei sufeinanderfolgende Schritte ermittelt werden. In 8 weiteren Fidllen
konnte dieselbe Analyse an Ableitungen von Zellen, welche auf eilne Stimu-
lierung mit DCP spezifisch geantwortet hatten, vorgenommen werden. Die
Ergebnisse dieser Analyse sind in den Figuren 45 und 46 graphisch darge-
stellr,

Im Rahmen elner Diplomarbeit hat K. Blendermann (1984) versucht, von Sensillen
des Typs wp-sw/B in der Xapsel des Haller'schen Organs abzuleiten. Aufgrund
der Ablationsversuche durfte angenommen werden, dass zumindest eine weitere
Xomponente des Phercmons {(Methylsalicylat) iiber Sensillen der Kapsel wahr-
genommen wird. Diese Annahme wurde durch ihre Arbeit vell bestdtigt. Ihr
gelangen ausgezeichnete Ableitungen, obwohl dies bei Sensillen innerhalb
der Kapsel dusserst schwierig ist. Die Kapsel ist lediglich liber einen
schmalen Spalt zugédnglich. [Die darin enthaltenen Sensillen sind von aussen
her nicht sichtbar und stehen geschiitzt zwischen chitinisen, verzweigten
Strukturen der Kapsel. Die Elektrode kann deshalb nicht gezielt an der
Basis eines der Sensillen angesetzt werden und muss auwf gut Gliick einge-
stochen werden. Sie erhielt spezifische, konzentrationsabhdngige Antworten
auf die Stimulierung mit MS. ONP, 2,6-DCP, PS sowie weitere gestestete,
substitvierte Phenole wie Salicylsdure und Phenylessigsidure waren nicht
stimulierend. Einzig Ethylsalicylat vermochte in héheren Konzentrationen
von 10~3 und 1072M eine Zelle zu stimulieren. Die Auswertung ergab somit
fiir Methylsalicylat Resultate, die direkt mit denjenigen verglichen werden
kionen, die ich zuvor an Sensillen des Typs wp-sw/A mit 2,6-DCP und ONP
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Ansatz Nr. Kontrolle ONP DCP MS PS
e 1 - {+) ++ o o
2 - 0 +— 0 0
3 0 {+) + 0 \]
4 0 ++ 0 0
5 0 0 ++ 0 0
6 0 Q 0 0
7 0 (+) ++ 0 0
g 1 0 0 ++ 1] 0
2 0 (+) =+ 0 0
3 0 0 ++ 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0

TapeLLe X111

Zusammenfassung der Resultate aller Ableitungen vom wp-sw/A-Sensillum

in d1. Als Teststimuii dienten Honzentrationsreihen (106 - 10“1M) von
0-Nitrophenol (ONP), 2,6-Dichlorophenol (DCP}, Methylsalicylat (MS} und
Pelargonsdure (PS) in Paraffintl. Als Kontrolle diente reines Paraffinél.

Legende: - Hemmung der Ruhefrequenz

0 kein Einfluss auf die Rubefrequenz, auch bei sehr hohen
Konzentrationen (> 10-2M)

{+) schwache Antwort bei hohen Konzentrationen (> 10-3m)

+ phasisch-tonische Antwort bereits bel mittleren Konzentrationen
(10-4 _ 10™3)

++ deutlich phasisch-tonische Antwort bereits bei niederen
Konzentrationen (10-3 _ 10“4M)
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Ansatz Nr. Kentrolle QNP DCP MS PS
¢ 1 - ++ + (+) -
2 - ++ + 0 Q
3 - + + (+) 0
4 0 + + Q 0
5 0 ++ 0 0 0
6 0 " ++ 0 0
7 0 + + 0 0
8 0 + + 0 0
ge 1 - + + - -
2 - ++ + a 0
3 Q ++ + 0 0
4 [4] + ++ (+) ¢]
5 0 + + 0 Q
6 0 e ++ 0 a
7 0 ++ ++ 0 v
8 0 ++ + 0 Q
9 a + + 0 0

TABELLE XIV

Zusammenfassung der Resultate aller Ableitungenvom wp-sw/A-Sensillum
in dIT. Stimuli und Legende wie fiir Tabelle XIIT angegeben.
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Fic. 41 Seri Abl d p-sw/a S
nnnnnnn II eines adulten Minnchens. Antworten auf die Stimu-—
lierung mit r 1 (a), 0.001mM ONP (b), O.0leM ONP
(c), 0.1mM ONP (d) und 1.0mM ONP (e}.
O B
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Fic. 42: Serie von Ableitungen an der Basis des wp=sw/A Sensillums in
Zone dII eines adulten Minnchens. Antworten auf die Stimulierung
mit 0.0lmM 2,6-DCP (a), O.lmM 2,6-DCP (b), 1mM 2,6-DCP (c), 1OmM
2,6-DCP {d} und 100mM MS (e).

OBeginn der Einspritzung in den kontinuirlichen Luftstrom
® Ankunft der Duftmelekiile im Bereich des Sensillums
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Fle. 43; Serie von Ableitungen an der Basis des wp-sw/A Sensillums in )

Zone dI eines adulten Minnchens. Antworten auf die Stimulierung
mit reinem Paraffindl (a), 0.01mM 2,6-DCP (b), G.1mM 2,6-DCP (c),
ImM 2,6-DCP (d) und 10mM 2,6-DCP (e).

O Beginn der Einspritzung in den kontinuierlichen Luftstrom
® Ankunfr der Duftmolekiile im Bereich des Sensillums
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A.variagatum 200
wp-sw/A
150
T
&
*
©
E
L
100
p mean slope :
4311 10.5
u , : . . 50
-6 -5 -4 -3 -2 -1
ONP[Mol]
Fi. 45: Zusammenfassung aller auswertbaren Ableitungen (8), bei denen

die ONP-sensitive Rezeptorzelle im wp-sw/a Sensillum in dII mit
einer Konzentrationsreihe von ONP stimuliert wurde. Die Re-—
gressionsgeraden wurden anhand der Spitzenfrequenzen (Fmax) er-
rechnet. Verschiedene Symbole geben die effektiven Werte fiir die

einzelnen Ableitungen wieder.
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- 200

A. variegatum
wp-5sw/A

-150
v
2
»
g
w
-100
mean slope
347t8.5
d L L] T 50
-6 -5 -4 -3 -2 -1
DCP[Mol]
Fie. 46: Zusammenfassung aller auswertbaren Ableitungen (8), bei denen

die DCP-sensitive Rezeptorzelle in den wp—sw/A Sensillen der
Zonen dI und dI1 mit einer Konzentrationsreihe von 2,6-DCP sti-
moliert wurden. Sonst wie Fig. 45,
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1y 150
A variegatum *
wp-sw/B
100
)
»
1]
é E
», (18
- 50
a mean slope :
325+ 59
—r — Y Y Y 0
-6 -5 -4 -3 -2 -1
MS [ Mol]
Fig. 47: Zusammenfassung aller auswertbaren Ableitungen (10), bei denen

die MS-sensitive Rezeptorzelle in einem der wp-sw/B Sensillen der
Kapsel mit einer Konzentrationsreihe von MS stimuliert wurde.

Sonst wie Fig. 45.
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Fic. 48: Zusammenfassung der konzentrationsabhdngigen Antworten der ver-

schiedenen Rezeptorzelltypen auf den jeweiligen spezifischen
Stimulus {vergl. dazu Fig. 45-47). Mittelwerte und Standardab-
weichungen der Spitzenfrequenzen fiir die verschiedenen geteste-

ten Konzentrationen.
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gewonnen hatte (Fig. 47).

Figur 48 zeigt eine Zusammenfassung der konzentrationsabhdngigen Antworten
(Fmax)} der verschiedenen Sinneshaare auf den jeweiligen spezifischen Stimulus.
Eingeschlossen in dieser Darstelluag sind fiir den direkten Vergleich auch die
Resultate der Ableitungen an der Kapsel adulter Minnchen, wie sle von Kirsten
Blendermann durchgefiihrt worden sind. Diese Zusammenfassung zeigt eine iber-
raschend grosse Uebereinstimmung der mittlieren Spitzenfrequenzen der DCP-
sensitiven und der MS-sensitiven Zelle auf. Die Kurve fiir die ONP-sensitive
Zelle verl#éuft zwar ebenfalls parallel zu derjenigen der anderen beiden Zell-
typen. Die mittlere Spitzenfrequenz lag fiir diese Zelle aber jeweils 30-40
Impulse/Sékunde héher. Die Konzentrationen filr die Wahrnehmungsschwelle und
fiir die Sdttigung scheinen dennoch fiir alle drei Zelltypen in dhnlichen Be-
reichen zu liegen. Mit 0.001 - 0.0l mM liegt die Wahrnehmungsschwelle sehr
tief, wobei sie fiir die ONP-sensitive Zelle noch etwas tiefer liegen mag als

fiir die anderen beiden Zelltypen.
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V. Drskussion

Bis heute sind in der Fachliteratwr nur spirliche Hinweise auf das Verhalten
der tropischen Buntzecke A. variegatum unter natiirlichen Bedingungen zu fin-
den. Dasselbe gilt, mit nur wenigen Avsnahmen, auch fiir die meisten anderen
Zeckenarten. Eine dieser Ausnahmen ist der "Holzbock" Ixodes ricinus L.

Die Untersuchungen iiber sein Verhalten haben unsere Vorstellungen iiber das
Verhalten von Zecken im allgemeinen sehr stark geprédgt. Nun ist der Helzbaock
eine jener Zeckenarten, die als "Wegelagerer" {englisch: ambusher) an ex-
ponierten Stellen in der Vegetation darauf warten, von einem potentiellen
Wirt abgestrelft zuv werden (Mermod et al., 1973). Erweist sich dieser Wirt
als geeignet, so setzen sie sich in dessen Haut fest. Andernfalls lassen sie
sich wieder fallen und warten auf eine giinstigere Gelegenheit. Im Gegensatz
zv den Lederzecken (Argasidae), welche ihre Wirte aktiv aufsuchen, bedienen
sich wohl die meisten Schildzeckenarten (Ixcdidae) der beschriebenen "Ambusher'-
Strategie. Dennoch scheint dies nicht fiir alie Arten und auch nicht fir alle
Entwicklungsstadien im gleichen Mass zu gelten. Die adulten Zecken gewisser
Arten sind von ihrer Physiologie her durchaus imstande, ihre Wirte iiber
grossere Strecken aktiv auwfzusuchen. Das gilt v.a. fiir Arten der Gattung
Hyalomma, Wie der Gattungsname ("hyalos" = Kristall, Glas; "omma" = Auge)
besagt, besitzen die Arten dieser Gattung grosse, deutlich sichtbare Augen.
Ueber ihr Sehvermdgen ist kaum etwas bekannt. Es wird aber angenommen, dass
sie imstande sind, potentielle Wirte mit ihren Augen zu erkennen und zu
orten. Die Arten dieser Gattung sind alle relativ gross und mit kr&ftigen
Beinen ausgestattet, die sie befiihigen, sich in bemerkenswertem Tempo am
Boden fortzubewegen. Die erwdhnten Besonderheiten gelten nun auch fir gewisse
Arten der Gattung Amblyomma. Auch die tropische Buntzecke besitzt relativ
grosse, gut entwickelte Augen. Der Gattungsname {"amblys" = stumpf, triib, wn-
scharf) ldsst kein sehr gutes Sehvermigen erwarten. Wie weit das wirklich zu-
trifft ist unbekannt und ist Thema einer aktuellen Untersuchung. Auch sie
sind ausgesprochen gute Liavfer. Obwohl iiber ihre Wirtsfinde-Strategie nichts
genaves bekannt ist, darf angenommen werden, dass auch sie imstande sind,
ihre Wirtstiere aktiv aufzusuchen, d.h. zu "jagen”. Eigene Bechachtungen im
Labor haben gezeigt, dass sich erregte Zecken auf eine Distanz von {iber einem

Meter avf eine Wdrmequelle hin orientieren und gezielt awf diese zurennen
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kénnen. Beobachtungen im Feld {(Hess, miindl. Mitteilung) ergaben, dass die
Adulten von A. variegatum auch in Gebieten, in denen die weidenden Rinder
regelmissig in grosser Zahl von dieser Zeckenart befallen werden, keum in

der Vegetation auszumachen sind. Eine Mdglichkeit der Erklérung wire die
Hypothese, dass sich die Zecken im Ruhe- und Wartezustand am Grund der Vege-
tation aufhalten und erst dann sktiv werden, wenn sie durch das Nahen eines
potentiellen Wirtes (Erschiitterung, C0p. Widrme, Sihouette) erregt werden,
Aktuelle Felduntersuchumgen (Gigon, unpubl.) werden zeigen, ob diese Hypo-
these den Tatsachen entspricht.

Bei meinen Beobachtungen auf einem eingestallten Rind habe ich hdufig fest-
stellen kinnen, dass die Zecken als erste Reaktion auf den Kontakt mit dem
Tier eine, fiir die Fortbewegung im Fell villig ungeeignete Fortbewegungsweise
zeigten, was zur Folge hatte, dass die angesetzten Zecken sehr leicht durch
das nervdse Flankenzittern des Rindes abgeworfen wurden cder an einer iiber—
héingenden Kérperstelle von selbst abfielen. Eine migliche Erkldrung fir dieses
auffallige, snfingliche "Fehlverhalten" der Zecken kénnte darin bestehen, dass
das hochgestelzte, nervése Rennen dem Verhalten entspricht, das die Zecken
unter natiirlichen Bedingungen suf die Reizung durch die Présenz eines poten-
tiellen Wirtes in der Vegetation zeigen, Zusammen mit der bereits erwidhnten
optischen und thermosensiblen Fernorientierung kdnnte dieses Verhalten dazu
beitragen, die Wahrscheinlichkeit eines Zusammentreffens mit dem potentiellen
Wirt zu erhihen. Diese erste Phase der Erregung durch den Wirt sowle die An-
niherung an diesen wurde in meinen Versuchen, bei denen die Zecken direkt auf
das Rind angesetzt wurden, jeweils iibersprungen. Dass die Zecken dennoch

such in dieser Situation das ungeeignete Rennen zeigten, ldsst vermuten, dass
sich das Wirtsfinde- und Festsetzverhalten aus einer Abfolge relativ starrer
Verhaltensmuster zusammensetzt, die unter natiirlichen Umsténden durch eine
entsprechende Abfolge spezifischer Stimuli ausgeldst wird. Eine schematische
Darstellung einer méglichen solchen Abfolge ist in Fig. 49 wiedergegeben.

Was das Verhalten der adulten Minnchen und Weibchen auf dem Wirt und die
Umsténde des Festsetzens betrifft, so koante ich keine Unterschiede zu dem
von Norval fiir die Art A, hebraeum beschriebenen Verhalten feststellen.
Ebense wie die sexuell reifen Ménnchen von A. hebraeum zeigen die sexuell
reifen Médnnchen von A. variegatum ein typisches Klammerverhalten, dem,
zusammen mit dem wirtsgebundenen Aggregationspheroman bei der Fixierung

der Weibchen auf dem Wirt und bei der Clusterbildumg eine zentrale Be—

devtung zukommt. Ohne die Prisenz teilweise gesogener, sexuell reifer
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Hungrige o¢ und ¢ warten an bestimmten, geschiitzten Stellen in der
Vegetation auf einen potentiellen Wirt.

| 1

1. Reizgruppe: Reize, die ven einem potentiellen Wirt ausgehen,
vie Ersechiitterung, Wirme, €0y ete,

Die Zecken werden erregt, steigen auf die Vegetation, orientieren sich
gegen den potentiellen Wirt, suchen ihn aktiv suf und erklettern ihn.

I

2. Reizgruppe: Reize, die von einem spezifischen Wirt und
dessen Pri#dilektionsstellen ausgehen.

Die Zecken bleiben auf dem Wirt, klammern sich an sein Fell und suchen
nach Pradilektionsstellen und/cder bereits festgesetzten Artgenossen.

|1

3. Reizgruppe: Aggregationspheromon der kopulationsbereiten oo und
| mechanische Stimuli, die ven diesen ausgehen.

! !

Die 2% suchen eine gewisse Zeit
Die ¢« und 22 fixieren sich in auf dem Wirt und lassen sich dann
unmittelbarer N&he der kopu- wieder auf den Boden fallen.
lationsbereiten oo, was zur
Bildung von dichten Aggrega-
tionen auf dem Wirt fiihrt.

Die ¢¢ suchen eine der Pradi-
lektionsstellen auf und fixieren
sich dorc.

Fig. 49: Theoretisches Modell der Abfolge spezifischer Reize und Ver-
haltenssequenzen, die bei der Wirtsfindung, Wirtserkennuag,
beim Festsetzen auf dem Wirt und beim Zustandekommen der Apgre-
gationen von adulten A. variegatum auf dem Wirt eine Rolle

spielen.
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Minnchen setzen sich unter natiirlichen Umsténden die Weibchen nicht fest.
Dies fihrt dazu, dass sich die Weibchen fest ausnahmslos in enger Umarmung
mit einem sexuell reifen Minnchen fixieren. So ist sichergestellt, dass
einmal festgesetzte Weibchen ohne lange Latenzzeit begattet werden und sich
in optimaler Zeit vollssugen kinnen. Da auch die Weibchen fiir den Abschluss
der sexuellen Reifung ein Blutmahl von wenigen Tagen bendtigen (Arthur, 1962),
ist nicht anzunehmen, dass die Kopulation unmittelbar nach dem Festseczten
erfolgt. Dies wiirde erkliren, weshalb ich bei meinen Beobachtungen auf dem
Rind nie einen Kopulationsversuch innerhalb von 3 Stunden nach dem Festsetzen
der Weibchen feststellen konnte.

Der Vorgang der Kopulation ist fiir A. variegatum anhand von 8Secbachtungen

mit vom Wirt abgenommenen sexuell reifen Mannchen und Weibchen ausfiihrlich
beschrieben worden (Ammah-Attch, 1965). Das Mannchen leitet die Kopulation
ein, indem es sein Rostrum in die Genitaloffnung des Weibchens einfiihrt

und diese anschwellen und sich erweitern lésst. Danach bringt es mit Hilfe
der Cheliceren das auf dem‘Bauch des Weibchens abgesetzte Spermatophoren-
paket mit dem verjingten Ende in die vorbereitete Genitaldffnung des
Weibchens. Derselbe Ablauf wurde auch fiir I. ricinus L. (Graf, 1978) und
einige weitere ixodide Zeckenarten beschrieben (Senenshine et al., 1974;

Khalil et al., 1981; Andrews & Bull, 1980). Am Beispiel der Zeckenarten
Dermacentor variabilis Say und Dermacentor andersoni Stiles konnte zudem

nachgewiesen werden, dass das Minnchen bei der Kopulation durch ein art-
spezifisches, iliber die Genitaltffnung des Weibechens abgesondertes Sexual-
pheromon animiert und geleitet wird (Soneashine et al., 1982).

Mit Ausnahme der prostriaten Zeckenarten der Gattung Ixodes, bei denen

die Kopulation nicht wirtsgebunden ist (Graf, 1978), miissen sich die
Miannchen aller ixodiden Zeckenarten vom Wirt abldsen, um die Kopulation

zu vollziehen. Da sich die Ménnchen und Weibchen der meisten metastriaten
Arten unabhingip voneinander auf dem Wirt fixieren, und da sowohl die
Mannchen als auch die Weibchen zur Reifung ihrer Gonaden ein 8lutmahl vomn
mehreren Tagen bendtigen, miissen die Weibchen den Mannchen ihre Kopulations-
bereitschaft {iber ein volatiles Sexualpheromon signalisieren, welches die
Mannchen veranlasst, sich vom Wirt abzultsen, zu den Weibchen zu wandern
und mit diesen zu kepulieren (Berger et al., 1971; Sonenshine et al., 1974;
Chow et al., 1975; Xellum & Berger, 1977; Norval et al., 1980; Xhalil et
al., 1981; Rechav, 1983). Es ist anzunehmen, dass auch die Weibchen von

A. variepatum fiir die Reifuvng ihrer Gonaden und ihrer Kopulationsbereit-
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schaft ein Blutmahl ven wenigen Tagen benititigen, Hinweise darauf finden
sich bei Ammah-Attoh (1965) fiir A. veriegatum und bei Rechav et al. (1977)
fiir A, hebraeum. Dies wiirde bedeuten, dass auch sie den Abschluss dieser
Reifung den Minnchen iber ein spezifisches Signal mitteilen miissten.
2,6-Dichlorphencl, das Sexualpheromon vieler metastriater Zeckenarten,
konnte auch in Extrakten aus teilweise gesogenen Weibchen von A. varie-
gatum, welche wihrend 6 Tagen auf einem Wirt fixiert waren, nachgewiesen
werden (Wood et al., 1975). Die dabei gefundene Menge liegt mit 16ng/
Weibchen durchaus in einer, fiir 2in solches Pheromon zu erwartenden
Grgssenordnung. Bisher konnte aber weder fiir A, variegatum noch fiir

A, hebraeum eine verhaltensbeeinflussende Wirkung dieser Substanz auf
sexuell reife Minnchen nachgewiesen werden (Rechav et al., 1982),
Wesentliche Elemente des Festsetz- und Paarungsverhaltens komnten auch
unter kiinstlichen Bedingungen ouf einer Silikonmembran beobachtet werden.
Dabei bestatigte der auffdllige Unterschied im Verhalten der gesogenen
und ungesogenen Ménnchen die Annahme, dass die Art und Weise, wie die
Zecken auf eine bestimmte Reizsitustion reagieren, eng mit ihrem physio-
logischen Zustand und ihrer sexuellen Reife zusammenh#ngt. So schien es,
dagss Reize, die fiir die Wirtswahl {Annahme oder Ablehnung eines potentiel-

len Wirtes) bei ungesogenen Zecken von entscheidender Bedeutung sind, von
gesogenen Zecken entweder nicht mehr wahrgenommen werden oder fiir die Ent-

scheidung sich auf einem Wirt zu fixieren nicht mehr relevant sind.

Dass in der in vitro-Situation auf der Membran die ersten Kopulationsver-
suche bereits IB Minuten nach dem Festsetzen des Weibchens becbachtet werden
konnten, diirfte auf die unnatiirliche Fixierung auf der Silikonmembran zurtick-
zufithren sein. Unter natiirlichen Umstdnden fixieren sich die Zecken nach

dem Festsetzen in der Haut des Wirtes mit Hilfe eines, von den Speicheldrii-
sen iiber das Rostrum abgegebenen Zements (Arthur, 1962}, Diese Verankerung
ist erst nach einer gewissen Zeit vollstdndig susgebildet. Fixierung und Ab-
ldsung erfolgen deshalb auf der Silikonmembran sehr viel rascher und problem-

loser als auf einem lebenden Tier.

Dem wirtsgebundenen Aggregationspheromon kommt in diesem ganzen Komplex der
Wirts— und Partnerfindung eine zentrale Bedeutung zu. Da es ausschliesslich
fiir ungesogene Ménnchen und Weibchen eine attraktive und aggregationsaus-—
ldsende Wirkung zeigt, ist es in einem Moment wirksam, in dem die Zecken

noch nicht auf dem Wirtstier fixiert sind. Dies ist eine v6llig andere Si-
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tuation als im Fell des Sexualpheromons 2,6-Dichlerphencl, welches our

fir teilwelse gesogene, kopulationsbereite Mianchen attraktiv ist, d,h. in
einem Moment wirksam ist, bei dem bereits Zecken beiderlei Geschlechts auf
dem Wirt fixiert sind. Fiir eine potentielle praktische Anwendung des Aggre-
gationspheromons bei der Zeckenkontrelle ergibt sich dadurch eine ganz be-
sondere Bedeutung. Chemiker der Ciba-Geigy AG Basel waren deshalb bereit, an
der Aufkldrung der Zusammensetzung dieses Pheromons mitzuhelfen. Dank ihrer
Hilfe gelang dies auch in ausserordentlich kurzer Zeit. Voraussetzung war
allerdings die Méglichkeit der Ueberpriifung der Wirkung der identifizierten
Komponenten in einem verlédsslichen Biotest. Dieser Biotest sollte mit még-
lichst geringem Aufwand durchgefiihrt werden kénnen. Gleichzeitig sollte mit
ihm aber rasch, eindeutig und reproduzierbar eine pheromonale Aktivitét nach-
gewiesen werden kbnnen. Die anfiénglich in Petrischalen verschiedener

Grisse durchgefijhrten Versuche vermochten in mehrerer Hinsicht nicht zu
befriedigen. Zwar konnten aus ihnen klare Hinweise auf die Prdsenz des
Pheromons gewonnen werden. Erfasst wurde dabei aber nur ein Teilaspekt

der pheromonalen Wirkung, die Induktion einer Aggregation. Die ausge-
lsten Aggregationen komnten aber nur in wenigen Féllen eindeutig dem
Testsektor zugeordnet werden. Eine Orientierung auf diesen Sektor hin
konnte nicht beobachtet werden. Aufgrund der iberans grossen Varianz der
Verteilung konnte ein genereller Schluss in bezug auf dle Prisenz des
Pheromons erst nach vielen Wiederholungen gezogen werden, wobei die im
einzelnen Versuch festgestellte Wirkung durch die Zusammenfassung der
Resultate eher verschleiert als verdeutlicht wurde. Wire es in diesen
Biotests lediglich darum gegangen, nachzuweisen, dass die Présenz ge-
sogener, sexuell aktiver Minnchen oder deren Pheromon auf ungesogene
Médnnchen und Weibchen eine aggregationsauslésende Wirkung hat, so wire

der Petrischalentest als Methode durchaus ausreichend gewesen.
Beobachtungen in vive hatten aber gezeigt, dass ein orientiertes Aufsuchen

der Pheromonquelle auf dem Rind {iber eine Distanz von mehreren Zentimetern
nicht nur miglich, sondern die Regel ist. Natiirliche Aggregationen auf dem
Wirt als Reaktion auf die Pré@senz einer Pheromonquelle bilden sich deshalb
immer in allerndchster Nédhe dieser Quelle und um sie herum. Auch die Ver—
such im Y-Olfactometer vermochten aus verschiedenen CGriinden nicht restlos
zu befriedigen. Zwar konnte mit dieser Methode die Présenz des Pheromons

eindentig und reproduzierbar nachgewiesen werden. Allerdings konnte in
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allen Versuchen nur ein kleiner Prozentsatz der eingesetzten Zecken dazu
bewegt werden, im Glasrohr aufzusteigen und sich fiir einen der beiden Arme
zu entscheiden. Es waren deshalb relativ viele Wiederholungen notwendig,

umt auf geniigend grosse Zahlen zu kommen. Zudem ist diese Testmetbode spe-
zifisch fiir den Nachweis volatiler, olfaktorischer Stimuli ausgelegt. Eine
Beteiligung gustatorisch wirksamer Komponenten an der Gesamtwirkung des
Pheromons konnte aber anhand der verfiigbaren Daten nicht von vornherein
ausgeschlossen werden,

Ein Vorteil der Petrischale gegeniiber dem QOlfactometer bestand darin, dass
eine aktive Beteiligung der Zecken dadurch gewdhrleistet war, dass die
Zecken zu Beginn des Ansatzes in der Mitte des Bodens eines leeren Behiilters
geserzt wurden. Eingeschlossen in ein Glasrohr zeigen die Zecken bei Ab-
wesenheit von starken, wirtsspezifischen Reizen wie Erschiitterungen oder
direktes Anhauchen wenig bis keine Suchakrivitdt. In der Mitte eines offenen
Raumes ausgesetzt, wie das in der Petrischale der Fall ist, werden fast
ausnahmslos alle Zecken aktiv und zeigen ein ausgeprédgtes Suchverhalten.

Im Petrischalentest bildeten sich Aggregationen jeweils an der Kante des
Bodens oder des Deckels, jedoch nie auf einem der Filterpapiere. Diese Fr-
fahrungen haben schliesslich dazu gefithrt, dass ich eine elgene Standard-
methade entwickelt und eingefithrt habe, die im wesentlichen die eingangs
erwiihnten Kriterien zu erfiillen vermochte. Als Testraum wurde eine vier-
kantige Plexiglasarena gewdhlt, deren vier untere Ecken fiir die Applikarion
der Test- und Kontrollstimuli prépariert wurden.

Das relativ grosse Volumen der Arena sowle die Tatsache, dass der Innen-
raum nicht voilsténdig gegen die Umgebungsluft abgeschlossen wurde, er-
lavbte es, dass sich um die Pheromonquelle herum ein Duftgradient bilden
und etablieren konnte, was bei Abwesenheit einer Luftstromung fiir eine
Fernorientierung iiber kurze Strecken von wenigen Zentimetern wnabdingbare

Voraussetzung ist.

Die Metallkapseln, in die bei den ersten Versuchen im Olfactometer die
lebenden, sexuell aktiven Minnchen als Teststimulus eingeschlossen wurden,
wurden auch bei den nachfolgenden Versuchen mit Extrakten und isolierten
Stoffen in der Arena weiterverwendet, da es sich gezeigt hatte, dass sich
die Versuchszecken bel Anwesenheit des Pheromons suchend an der Metall-
kapsel festklammerten, Dieses Klammerverhalten erinnerte sehr stark an

das Verhalten, des die Zecken auf einem natiirlichen Wirt in direktem
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Kontakt mic einem gesogenen, sexuell aktiven Mdnnchen zeigten und war

mit ein deutlicher Hinweis guf die Présenz des Pheramons.

Die chemigsche Analyse und der Vergleich asktiver und insktiver Rohextrakte
sowie die damit und mit reinen Substanzen und synthetischen Gemischen
durchgefiihrten Bictests haben klar gezeigt, dass fiir die attraktive,
aggregationsauslésende Wirkung des aktiven Pheromonextraktes gesogener
Manachen von Amblyomma variegatum im wesentlichen die drei EKomponenten
O-Nitrophenol, Methylsalicylat und Pelargonsiure verantwertlich sind.

An der Gesamtwirkung des Pheromons, d.h, an der Anlockung ungesogener
Ménnchen und Weibchen in die Néhe eines gesogenen und sexuell aktiven
Ménnchens sowie der Stimnlierung zum Verharren und Festsetzen in dessen
uamittelbaren Nghe, sind alle drei Komponenten, wenn auch in unter-
schiedlichem Mass, essentiell beteiligt.

Fiir die Anlockung auf Distanz diirfte hauptsdchlich O-Nitrephenol ver-
antwortlich sein. Es kann deshalb in diesem Fall von eilnem eigentlichen
Locksteff gesprachen werden, wenn es sich auch nicht um einen Sexuallock-
stoff im klassischen Sinn handelt, wie wir ihn von vielen Insektenarten
her kennen. Zwar ist die Abgabe des Lockstoffs auf ein Geschlecht beschrénkt,
und steht in direktem Zusammenhang mit der sexuellen Reifung des Emitters
und mit dem sexuellen Verhalten der Art. Der Stcoff wird aber von ungesogenen
Méanchen und Weibchen gleichermassen wahrgenommen und bewirkt bei beiden
Geschlechtern direkt vergleichbares Verhalten, ist somit in bezug auf den
Empfénger nicht geschlechtsspezifisch.

Beim Verharren in der Ndhe der Phercmonquelle, beim Klammerverhalten und
beim definitiven Festsetzen auf dem Wirt diirften dagegen die Komponenten
Methylselicylat und Pelargonsdure die wesentliche Rolle spielen. Ueber die
exakte Rolle der Pelargonssdure in diesem Zusammenhang kann aufgrund der
durchgefiihrten Versuche nur spekuliert werden. Die Tatsache, dass die
isolierten Substanzen Methylsalicylat und Pelargensdure im Verhaltenstest
keine Husserlich sichtbare Wirkung zeigten, wohl aber, wenn sie in denselben
Konzentraticnen gleichzeitig und gemeinsam im Testsektor angeboten wurden,
deutet auf eine zumindest synergistische Relle der Pelargeonssure hin,
Allerdings liegt die Vermutung nahe,-dass diese Rolle gegeniiber derjenigen
von Methylsalicylat oder O-Nitrophenel von untergecrdneter Bedeutung ist.
Zwei Bepbachtungen weisen in diese Richtung. Der Vergleich der Resultate
mit urspritnglichen und mit korrigierten Proportionen der Komponenten im

synthetischen Pheromongemisch hat gezeigt, dass auch eine grissere Ver-
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dnderung im prozentualen Anteil der Pelargonsidure am Gesamtgemisch keine
sichtbare Auswirkong auf die attraktive Wirkung des Pheromons hatte. Im
weiteren konnte festgestellt werden, dass Zecken, die ijber ldngere Zeit
immer wieder mit dem Pheromon konfrontiert worden waren, nach einer ge-
wissen Zeit anch auf die Applikation von Methylsalicylat allein mit einer
deutlich sichtbaren Aggregation im Testsektor reagierten. Pelargonsdure
allein konnte hingegen auch in diesem Fall nie eine Aggregation ausldsen.
Die Versuche mit Konzentrationsreihen der Substanzen deuten auf einen
relativ graossen Spielrawm in der konzentrationsabhéngigen Wirkung des
Pheromons hin. Die Wahrnehmungsschwelle diirfte im Bereich von 10-100 Nano-
gramm liegen. Bei einer Konzentration, die um ein hundertfaches iiber dem
ermittelten Schwellenbereich liegt, ist noch keine Tendenz zur Neutralisierung
oder gar Umkehrung der attraktiven Wirkung festzustellen. Die Resultate der
Versuche mit einer Verdiinnungsreihe von O-Nitrophenol geben aber Anlass zur
Annahme, dass im Bereich von je 10-100 ug/Komponente eine sclche Umkehr
stattfindet und das Gemisch in diesem Konzentrationsbereich bereits eine
repellente Wirkung anfweisen kann.

Erste prélimindre Versuche haben gezeigt, dass sowchl in der Zusammensetzung

des von gesogenen Miannchen von A. variegatum und A. hebraeum abgegebenen

Pheramons, als auch in der Reaktion ungesogener Minnchen und Weibchen beider
Arten deutliche Unterschiede festgestellt werden ktnnen. Es wire aber sicher
falsch, die Resultate dieaer Versuche iiberbewerten zu wallen, solange sie

nicht an wildst#mmigen Zecken der Art A. hebraseum bestdtigt werden kénnen.

Die sinnesphysiologischen lntersuchungen haben gezeigt, dass die beiden wich-
tigsten Komponenten des Pheromons O-Nitrophenol und Methylsalicylat iiber zwei
verschiedene Rezeptorsysteme wahrgenommen werden. Fir eine synergistische
Wirkung beider Komponenten ist somit eine zentralnervidse Integration Voraus-
setzung. Fine spezifische Rezeptorzelle fiir Pelargonsdure konnte in unseren
Untersuchungen nicht gefunden werden. Dies schliesst nicht avs, dass diese
Komponente iiber die nicht untersuchten olfaktorischen Sensillen des doppel-
wandigen Typs (wp-dw) oder ilber gustatorische Sensillen wahrgenommen werden
kann, In bezug auf 2,6-Dichlor phenol kannten die von Waladde (1583) gemach-
ten Beobachtungen bestdtigt werden. 2,6-DCP und ONP werden offensichtlich
iiber verschiedene Rezeptarzellen wahrgenommen. Wéhrend eine spezifische Zelle
fiir ONP nur im Sensillum in dII gefunden werden konnte, sind spezifische Re-

zeptorzellen fiir 2,6-DCP sowohl in dII als auch in dI zu finden. Die mdgliche
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Bedeutung won 2,6-DCP fiir die Art A, variegatum habe ich bereits im Zusammen-
hang mit dem Sexualverhalten der Art diskutiert, Ein Nachweis fiir diese Be-
deutung diirfte ausserordentlich schwierig zu erbringen sein. Der einzige,

mir bekannte Ansatz in dieser Richtung stammt von Rechav et al, (1982).

Er war, wie auch Rechav selbat betont, nicht geeignet, um eine pheromonale
Wirkung von 2,6-DCP fiir A, variegatum schliissig nachzuweisen oder zu wider-
legen. Eine spezifische Wehrnehmung dieser Substanz ohne nachweisbaren Ein-
fluss auf das Verhalten wére eine weitere, nicht auszuschliessende Méglich-
keit. Selbst bei I. ricinus, einer prestriaten Zeckenart, bei der noch nie
2,6-DCF aus Extrakren isoliert wurde und fiir die keine verhaltensbeein-
flussende Wirkung dieser Substanz bekannt ist, kinnen an den wp-sw/A Sensillen
in dI und dII spezifische Antworten auf die Stimulierung mit kleinsten

Mengen dieser Substanz abgeleitet werden (Thonney, unpubl.).

Auf die Bedeutung der Zeckenpheromone fir die Zecken selbst sowie fiir mégliche
praktische Anwendungen des diesbeziiglichen Wissens im Rahmen der Zeckenbe-
kimpfung und —kontrolle méchie ich hier nicht weiter eingehen, Neuwere Review-
Artikel von Sonenshine (1984a/b) nehmen zu diesen Themen sehr ausfiihrlich
Stellung. Dennoch méchte ich zum Abschluss noch einige interessante Aspekte
zur Spezifitédt des wirtsgebundenen Aggregationspheromons innerhalb der
afrikanischen Amblyomminae diskutieren. Kreuzungsversuche mit verschiedenen
Arten der Gattung Amblycmma haben gezeigt, dass in verschiedenen Kombinatio-
nen Paarungen méglich sind, meist aber keine lebensfdhige Nachkcmmenschaft
erbringen (Obenchain, 1984). Unter natiirlichen Umsténden sind solche Paarungen
sehr selten anzutreffen. Im Fall der beiden nahe verwandien Arten A. varie-
gatum und A. hebraeum iiberschneiden sich die jeweiligen Verbreitungsgebiete
kaum. Laborversuche haben gezeigt, dass sich auch diese beiden Arten kreuzea
lassen, jedoch ohne lebensfiahige Nachkommenschaft (Rechav et al., 1982).
Werde den Weibchen eine Wahl zwischen festgesetzten, sexuell reifen Minnchen
der eigenen und der anderen Art geboten, so wurden die Mannchen der eigenen
Art klar bevorzugt. Erstaunlich ist nun aber, dass diese Bevorzugung fir die
Weibchen von A. variegatum weitaus deutlicher ausfiel als fiir die Weibchen
von A, hebraeum. Meine eigenen Versuche in vitro haben die gleiche Tendenz
erkennen lassen. Wéhrend die Weibchen der Art A. hebraeum gleichermassen

von Mannchen der eigenen und der fremden Art angelockt wurden, entschieden

sich die Weibchen der Art A. variepatum fast ausschliesslich fiir die
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Ménnchen der eigenen Art. Die Analyse der Pheromone belder Arten hat
Aehnlichkeiten, aber auch deutliche Unterschiede in Zusammensetzung und
Konzentration der Pheromone erkennen lassen. Die Versuche mit synthetischen
Pheromongemischen haben gezeigt, dass die Weibchen der Art A. hebraeum sehr
stark auf das Pheromon von A. variegatum reagieren. Umgekehrt reagieren die
Weibchen der Art A, variegatum nur sehr schwach auf das Phercmon von A.
hebraeum. Daraus ergibt sich die wichtige Schlussfeolgerung, dass bei einer
verliegenden spezifischen Verhaltensantwort zwingend auf eine Spezifitdit

deg Pheromons dieser Art geschlossen werden kann, dass aber andrerseits bei
einer unspezifischen, nicht diskriminierenden Antwort nicht auf ein unspe-
zifisches Pheromon geschlossen werden kann.

Ursache und Bedeutung dieses auffdlligen Unterschiedes in der Spezifitat

der beiden Arten sind noch unklar. Es darf bei der Diskussion dieser Fragen
nicht ausser acht gelassen werden, dass die wirtsgebundenen Pheromone im
ganzen Komplex des Festsetz- und Paarungsverhaltens fiir die Spezifitédt eine
ganz wesentliche, aber nicht die alleinige Rolle spielen. Mechanische und
andere chemische Signale scheinen im direkten Kontakt der Zecken auf dem
Wirt zusdtzlich zur Arterkennung beizutrsgen (Rechav et al., 1982; Obenchain,
1984).

Sonenshine hat in seiner Reviewarbeit iiber Zeckenpheromone zu Recht darauf hinge—
wiesen, dass unser Wissen auf diesem Gebiet noch sehr beschrénkt und liicken-
haft ist und weit hinter der aktuellen Wissensstand 1n anderen Bereichen
zurlickliegt. Es bestehen aber Anzeichen dafiir, dass dieser Riickstand in den
kommenden Jahren sehr rasch aufgeholt werden konnte, Dies wire wiinschenswert,
sind doch in der Zeckenbekdmpfung mit den herkémmlichen Methoden aufgrund

der rasanten Entwicklung von Resistenzen gegen Acarizlde Probleme und Eng-
passe zu erwarten. Ein besseres Wissen iiber das pheromcnale Kommunikations—
system der Zecken kénnte, dhnlich wie im Bereich der Insekten, Anhaltspunkte
fiir alternative und integrierte Methoden der Zeckenbekimpfung liefern.

Ich hoffe in diesem Sinn mit meiner Arbeit einen Beitrag geleistet zu

haben.
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ZUSAMMENFASSUNG :

1. Die ethologischen Untersachungen haben gezeigt, dass sich das Festsetz-
und Paarungsverhalten von A. variepatum nicht wesentlich von dem fiir die
Art A, hebraeum beschriebenen Verhalten unterscheidet. Bei beiden Arten
kommt dem wirtsgebundenen Aggregationspheromon der gesogenen, sexuell
aktiven Minnchen sowie deren typischem Klemmerverhalten (“clasping be-
haviour"”) bei der Paar- und Aggregationsbildung auf dem Wirt eine zen-

trale Bedeutung zu.

2. Das wirtsgebundene Aggregationspheromon hat auf ungesogene Mannchen und
Weibchen eine attraktive und aggregationsausldsende Wirkung. Teilaspekte
dieser Wirkung konnten in Standardtests wie dem Petrischalentest oder
dem Y-Olfactometer in vitro nachgewiesen werden. Generell waren die Er-
gebnisse mit beiden Testverfahren unbefriedigend. Ein neu eigefiithrter
Arena-Test erfiillte schliesslich die in den Biotest gestellten Erwartun-
gen. In diesem Test konnte der ganze mit dem Pheromon verbundene Verhal-
tensablauf eingehend studiert werden. Er erlaubte aufgrund der damit er-
zielten raschen, eindeutigen und reproduzierbaren Ergebnisse auch die
erfolgreiche Isolierung und Identifikation der aktiven Komponenten des
Pheromons.

3. Das Pheromen setzt sich aus den drei aktiven Komponenten O-Nitreophenel,
Methylsalicylat und Pelargonsiure zusammen., Diese drei Kompenenten wurden
im Verhsiltnis 2:1:8 aus gesogenen, sexuell aktiven Minnchen in Diethyl-
dther extrahiert und isoliert. Ein synthetisches Gemisch dieser drei
Komponenten in den gleichen Mengenverhdltnissen erwies sich im Biotest
als ebenso wirksam wie lebende, frisch vom Wirt abgenommene, pheromon-

produzierende Minnchen oder deren Aetherextrakt.

4. O-Nitrophenol allein hat eine starke attraktive Wirkung auf ungesogene
Minnchen und Weibchen. Im Arena-Test bewirkt die Applikation dieser Sub-
stanz im Testsektor eine deutlich erkennbare, "dynamische" Aggregation,
Die aggregationsauslésende Wirkung ist jedoch schwach im Vergleich zur

Gesamtwirkung des Pheromons.
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Methylsalicylat und Pelargons#ure zeigen im Arena-Test allein appliziert
keine Wirkung. Sie sind aber an der Gesamtwirkung des Pheromons essentiell
beteiligt. Zusammen mit O-Nitrophenol appliziert bewirken sie im Test-

sektor der Arena eine ausgeprigte und andavernde Aggregation.

O-Nitrophencl und Methylsalicylat werden iiber zwei getrennte Rezeptor—
systeme wahrgenommen., Eine spezifische Rezeptorzelle fiir O-Nitrophenol
wurde im wp-sw/A Sensillum der vorderen Grube des Haller'schen Organs
(dII} lokalisiert, eine spezifische Rezeptorzelle fiir Methylsalicylat
in einem wp-gsw/B Sensillum der Kapsel. Weitere, fiir 2,6-Dichlorophenol
sensitive Rezeptorzellen konnten im wp—sw/A Sensillum in dI und im

wp-sw/A Sensillum in dII gefunden werden.
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