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Schweizerisches Tropeninstitut, Basel.

AeuBiere Einwirkungen beim Schliipfen
von Aedes aegypti aus dem Ei.'

Von R. GEIGY und R. GANDER.
(Eingegangen am 4. April 1949.)

Aus den Eiern der meisten Stechmiicken schliipfen in der Regel
die jungen Larven, sobald ihre Embryonalentwickiung abgeschlos-
sen ist und sie unter dem Chorion fiir ihr aquatiles Leben fertig aus-
gebildet sind. Man kann héchstens durch Abkiihlung den Schliipt-
momenl um einige Tage hinauszogern. So ist es z. B. moéglich, Eier
von Anopheles quadrimaculatus wihrend 10 Tagen bei einer Tempe-
ratur von + 6° C auf feuchtem FlieBpapier zu halten; verbringt man
sie anschlieBend wieder in geméBigte Temperaturen von 20-—26° C
und daraufhin in Wasser derselben Temperatur, so schliipfen sie
normal. Allerdings wird diese Unterkithlung nicht linger als ca.
10 Tage ertragen; je linger sie dauerl, desto weniger Eier sind
nachher noch schliipffihig, und nach einer Periode von 15 Tagen
sind siamtliche Keime zerstort. Die durch Unterkiihlung erreichle
Verziogerung des Schliipfmomentes beruht, soweit wir bis jetzt er-
mitteln konnten, wohl vor allem auf einer Verlangsamung der
Embryonalentwicklung, bis zu einem gewissen Grad aber auch
auf einer Hemmung der fertigen Junglarve, welche bei dieser Tem-
peratur ihre Schliipfbewegungen nicht ausfiihrt.

Eine ganz andere Moglichkeit der Schliipfverzdogerung besteht
nun aber bei den Iliern der Aedes-Gruppe, von der wir speziell
Aedes aegypti untersucht haben. Iis ist schon seit lingerem be-
kannt (siehe z. B. THEOBALD, 1903), dall Aedes-Eier, ohne Schaden
zu nehmen, lange Trockenperioden iiberdauern konnen und daf3
dann, wenn sie spéiter wieder ins Wasser gebracht werden, die Lar-
ven normal schliipfen. An ihren natiirlichen Aufenthaltsorten in
warmen Lindern deponiert die Gelbfiebermiicke am Rande sumpfi-
ger Gewisser oder auch in ganz kleine Wasseransammlungen ihre
Eier, die dann normalerweise wie jedes andere Stechmiickenei nach
Beendigung der Embryonalentwicklung ihre Larven entlassen.
Trocknet aber kurz nach der Eiablage die sumpfige Stelle oder die
Pfiitze aus, so bleiben die Kier monatelang lebensfihig, und das
Schliipfen erfolgt erst, wenn sie wieder mit Wasser in Beriihrung
kommen. IExperimentell hat ROUBAUD (1927) gezeigt, dal} Trocken-
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perioden bis zu 8 Monaten ertragen werden. Aus eigener Erfahrung
wissen wir, dafl Aedes-Eier wihrend 4 Monaten beil einer relativen
Luftfeuchtigkeil von 80% und einer Temperatur von 26" (. ohne
Schaden autbewahrt werden konnen; it man dagegen die Luft-
feuchtigkeit unter 70% sinken, so trocknen die Iier immer schnel-
ler aus, zeigen schlieBlich starke lindellungen ihrer Oberfliche und
gehen ein.

Priift man nun das Schliipfvermogen von Iiern, die bald nach
ihrer Ablage auf feuchtem Fliefpapier in Wasser verbracht
wurden, oder auch von Eiern, die eine mehr oder weniger lange
Trockenperiode (bei 80% Luftfeuchtigkeit) iiberdauert haben, so
zeigl sich bei beiden Kategorien eine weitere Iigentiimlichkeil. Der
Prozentsatz der schliipffihigen Eier und die Zeit, innerhalb der sie
schliipfen, variiert niimlich stets sehr stark. BuxXToN und HOPKINS
haben dies schon 1927 sehr klar ausgesprochen: «One [requently
wanlts a number of larvae for experimental purposes, all of pre-
cisely the same age. In our present state of ignorance one can only
secure lhese accidentally by putting a lot of eggs inlo suitable
waler, three-quarters may hatch in an hour, or none may hatch
in the first week.» Wir selber konnten feststellen, dall aus Aedes-
Eiern, die wir in frisches Leitungswasser verbringen, in der Regel
tiberhaupl keine Larven schliipfen, ob die IZier nun vorher trocken-
gehallen worden sind oder nicht; legen wir sie dagegen in abgestan-
denes Wasser ein, so variiert der Prozentsatz der schliipfenden Lar-
ven in der oben beschriebenen Weise. Das Aedes-151 weist somit zwetl
Eigentiimlichkeiten auf, die offenbar in einem biologisch-physiolo-
gischen Zusammenhang miteinander stehen:

1. ein ganz aullergewdihnliches Austrocknungsvermagen bei einer
relativen Luftfeuchtigkeit von etwa 75 bis 80% an aufwirts:
2. ein Schliipfvermdgen, das offenbar entscheidend durch dubBere

IFaktoren mitbeding!l wird.

In den Abbildungen 1—4 sind die verschiedenen Phasen eines
Schltiplaktes photographisch festgehalten: Die in Richtung ihrer
Lingsachse unter dem Chorion zusammengedringle Junglarve
(Abb. 1) bringt durch einen kleinen VorstoB des Kopfes den kalol-
tenformigen Eideckel zum Abspringen (Abb. 2): der Rand dieses
Deckels ist nie ausgezackt oder zerrissen, sondern gleichmafig
gerade, was daraui zuriickzufithren ist, daff die Larve die Schale
von innen her mil ihrem Eizahn rundherum angeritzt hat. Der
nichste Schritt besteht nun darin, daf die Larve ihren Kopf bis
zur vordern Grenze des Thorax aus dem Chorion hervordriingl,
wobei diesem hiiufig noch der Schalendeckel aufsitzt. Der Thorax
und die Segmente des Abdomens liegen noch teleskopartig eng in-
einandergeschachtelt im IEi (Abb. 3). Bald driingt sich aber auch
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Abb. 1. Abb. 2.

Abb. 3. Abb. 4.

Abb. 1- 4. Phasen des Schliipfaktes einer Larve von Aedes aegypli
(Mikrophoto. Vergrolierung 66 ).
In Abb. 2 erkennl man unmitlelbar unter dem abgehobenen Eideckel
den am Kopt hervorstehenden Eizahn.

der Thorax ins freie Wasser hinaus, und fast gleichzeitig schnellt
das ganze Tier federartig der Liinge nach auseinander, vollfiihrt
eine kurze Zuck- oder Schlingelbewegung und ist endgiiltig belreit
(Abb. 4).

Wir haben nun zunichst das Verhalten der Aedes-Keime wiih-
rend einer Trockenperiode genauer untersucht und testgestellt, daB3
die Embryonalentwicklung aut trockenem FlieBpapier bei 28" C
und 80% Luftfeuchtigkeit ebenso normal verliuft, wie wenn die
Ilier unmittelbar nach der Ablage in Wasser verbracht werden.
Die junge Larve ist nach ziemlich genau 72 Stunden fertig ausge-
bildet. Liegt aber das Ei trocken oder sind im umgebenden Wasser
die erforderlichen Bedingungen nicht erfillt, so unterbleibt der
Schliipfakt. IXs ist demnach nicht die IEmbryonalentwicklung, die
durch ungtlinstige Auflenbedingungen (Trockenlegung, Zusammen-
setzung des Zuchtwassers) gehemmt wird, sondern es handelt sich
um eine Unterbindung des Larven-Schluptaktes.

Zur Bestimmung der Faktoren, welche fir das Auslosen des
Schliipfaktes malBgebend sind, haben schon verschiedene Autoren,
wie z. B. ATKIN und Bacor (1917), Rousaup (1927, 1929), Rou-
BAUD und CCOLAS BELCOUR (1927, 1929), RozEBOOM (1934, 1935),

Tk
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GIULLIN, YATES und STAGE (1939), CORNELL (1941), GJULLIN
(1941), Untersuchungen angestellt. Verschiedene, dem Zuchtwasser
beigegebene Substanzen, IFermente, Hele, Baktlerien usw., sind auf
ihre Wirkung gepriift worden, desgleichen mechanische IKinfliisse,
Hitze und Kilte usw. s zeigle sich, dal} es sehr viel verschiedene
Wege gibt, um das Schliipfen zu provozieren, ohne da@ sich aber
eine einheitliche Linie erkennen lieB, bis dann GJurrins Unler-
suchungen bei Aedes vexrans und Aedes lateralis 1941 die grund-
sittzliche Erkenntnis brachten, dal ein entscheidender Zusammen-
hang besteht zwischen dem Sauerstoffgehalt des Wassers und dem
Zustandekommen des Schliipfaktes. GJULLINS Resultate sind uns
erst einige Zeit nach Kriegsende zuginglich geworden und zeigten
cine grole Uebereinstimmung mit den Befunden, zu denen wir in-
zwischen, unabhiingig von ihm, bei Aedes aegypti gekommen waren.

Angeregt durch Beobachtungen von TRAGER und SUBBAROW
(1938), wonach I-Riboflavin und Thiamin fiir das Wachstum ge-
schliipfter Miickenlarven unerliBflich sind, haben wir zuniichst eine
Reihe vitaminhaltiger Produkte und reiner Vitamine (die uns in
[reundlicher Weise von der Firma I'. Hoffmann-La Roche & Co.,
AG., Basel, zur Verfiigung gestellt wurden), daneben aber auch
eine ganze Reihe anderer Stoffe auf ihre allfillige, den Schliipfakt
der Junglarve auslosende Wirkung gepriift *. Die Resultate sind in
der Tabelle zusammengestellt. Iis ergibt sich daraus, dal} sicher
nicht die Vitamine an sich oder etwa gewisse Vilamine fiir das
Schlupfen verantwortlich sind; verschiedene Vitaminpriparate er-
wiesen sich librigens als vollstiindig unwirksam (rechte Kolonne).
Dagegen 1aBt ein Blick auf die tibrigen mehr oder weniger rasch
wirksamen Stoffe und ein Vergleich der linken und rechten IKo-
lonne deutlich erkennen, dal die von verschiedensten Agentien auf
das Wasser ausgeiibte reduzierende Wirkung offenbar den Aus-
schlag geben mulb.

Im Gegensatz zu den in der rechten Kolonne aufgefiihrien Vil-
aminen wirkt Vitamin C sehr aktiv reduzierend: dhnlich, doch
weniger rasch wirksam, verhalten sich auch die sogenannten Ifkra-
Weizenkeime, ein Produkt, das als Starkungsmiltel in den Handel
kommt und das verschiedene Vilamine und pflanzliches Eiweil3
enthilt. Eine ebenso schnelle Wirkung wie mit Vitamin (C kann mit
den bekannten Reduktionsmitteln Pyrogallol, schwefliger Siure,
Hydrochinon sowie mit der O,-bindenden Stahlwolle erreicht wer-

* Im Prinzip wurden alle Versuche in derselben Weise durchgefiihrt: In zwei
Glasschalen wurden in je 100 cem Leitungswasser von Zimmertemperatur die
gleiche Anzahl, meist 25, einzeln kontrollierte, pralle Miickeneier gebracht; die
eine diente als Kontrollserie, der anderen Schale wurde eine bestimmlie Menge
der zu untersuchenden Subslanz zugeselzt.
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Wirksame Substanzen Unwirksame
Zeitliche Menge pro
Wirksamkeit 100 cem H20

Ekra-Weizenkeime | nach  2-— 3 Sid. dmg

Vitamin G nach 10—20 Min. bmg Vitamin B u. Bs
Nicotylamid
Pantolhensiure u. w,

Pyrogallol nach 10—20 Min. bmg Kaliumpermanganat

Hydrochinon nach 10-—20 Min. omg Oxalsiure

Schwefl. Siure nach 10-—20 Min. 1 Tropfen Ammoniak

Stahlwolle nach 10—20 Min. 100 g Wassersloffperoxyd

Amylum solub, nach 10-—15 Std. 200 mg Glvkokoll

Reisstiirke nach 10—15 Std. 200 mg Thyroxin

Glykogen nach 10—15 Std. 200 mg Inosit

Glucose nach 10—15 Std. 200 mg Adermin

Maltose nach 10—15 Std., 200 mg Biotin

Lactose nach 10—15 Std. 200 mg Gummi arabic.

Peclin nach 10—15 Std. 200 mg Milchsiure

Hefe nach 10—15 Std. 50 mg KH,I’O,

Meerschw.-Blut nach 10—15 Std. 0,5 ccn Na, H PO,

Urin nach 10—15 Std. 1cem 1(+} Glutaminsiure

Kastanienbliller nach 10—15 Std. 500 mg 1(—) Cystin

Catalpa-Holz .I nach 10—15 Std. 500 myg Chlor

den. Diese Stoffe provozieren innert 10-—20 Minuten das Schliipfen,
und zwar nicht nur bei einer unbeslimmten und wechselnden An-
zahl von Lliern, sondern bei durchschnittlich 98%, wie folgende
Beispiele zeigen:

Vers.-Nr.: Anzahl der Eier:  Beigegeb. Substanz: Geschl. Larven:
76 100 Vitamin C 98
191 100 Ekra-Weizenkeime 99
208 100 Pyrogallol 98
249 100 Schwetl. Sdure 98
219 100 Hydrochinon 99

Im Gegensatz dazu sind Oxvdationsmittel wie Kaliumpermanganat,
Wasserstoffsuperoxyd usw. giinzlich unwirksam. Die verschiede-
nen Kohlehvdrate und alle iibrigen in der linken Kolonne auf-
gefithrten Stoffe zeigen ebenfalls eine sichere, aber bedeutend lang-
samere Wirkung und losen den Schliipfakt durchwegs innert 10 bis
15 Stunden aus. lhre Gegenwart im Zuchtwasser erzeugt eine fort-
schreitende Abnahme des Sauerstoffgehaltes, sei es direkl durch
Reduktionswirkung oder indirekt durch Begiinstigung der LEntwick-
lung von Bakterien, die ihrerseits dem Wasser den Sauerstoff ent-
ziehen. Die beiden letzten Beispiele, Kastanienbléitter und IHolz des
Catalpa-Baumes, illustrieren deutlich, da3 die fiir den Schliipfakt
erforderlichen Bedingungen in den stehenden Gewiissern der freien
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Natur praktisch immer erfiillt sind, indem der Vitamingehalt eines
diirren Blattes oder eines Holzstiickchens geniigt, um diese Voraus-
selzungen zu schaffen. Durch Auskochen oder Abstehenlassen des

Wassers wird derselbe IEffekt erzielt, und nur wenn eine kiinstliche

Durchliftung eingeschaltet wird, kann dieser wieder aufgehoben

und das Schliipfen der Larven verhindert werden. Messungen des

in reinem Wasser gelosten Sauerstoffes ergaben, dall eine Herab-
selzung desselben auf die Hilfte des Normalgehaltes bei einer be-
stimmten Temperatur alle Larven zum Schliipfen veranlaft.

Hier verdient nun noch folgender Versuch der Erwihnung.
Werden 25 Eier aufl angefeuchtetem IFlicBpapier in eine Stopsel-
flasche gebracht und in dieser, bevor sie hermetisch verschlossen
wird, ein feuchles FlieBpapiersickchen aufgehingt, in welchem sich
Pyrogallol und Pottasche befindet, so schliipfen alle 25 Larven auch
auBerhalb des Wassers. Man kann also durch IEntzug des Luft-
sauerstoffes mit derselben Priizision dasselbe Resultal erzielen wie
im Wasser.

Wir gehen zur Zeit der IFrage nach, auf welchem Wege die Sauer-
stoffarmut des AuBenmilieus auslosend auf den Schliipfmechanis-
mus der Larve einwirkt. Man konnte z. B. an Veriinderungen des
osmotischen Druckes im Innern der Larve denken, wodurch
Wasseraufnahme und damit eine VolumenvergréBerung, bzw. eine
Dehnung des Larvenkorpers unter der Ifischale, verursacht wiirde.
Auch an eine LEinwirkung auf das Zentralnervensystem oder die
Muskulatur (Ritzbewegung mit dem Eizahn) liee sich denken,
doch sind wir noch nicht in der Lage, uns zu diesem Punkt weiter
zu auBern. (Vgl. hiezu SIKES, . K., und WIGGLESWORTH, V. B,
1931.) Jedenfalls hat es sich gezeigt, daBl Quetschsaflt frisch ge-
schltipfter LG‘{*('n, wenn man ithn aul die Eier bringt, bei diesen
das Schliipfen nicht auszuldsen vermag,

Auf Grund des heutigen Standes der Analyse laft sich sagen, dal}
der fir die Ilntwicklung der Gelbfiebermiicke in warmen Liindern
so bedeutsame Vorteil des «Austrocknungsvermogens» der Eier auf
zwel Umstiinde zurtickzufiihren ist:

1. darauf, dafl die schliipfbereite Larve, im Gegensatz zu anderen
Miickenlarven, imslande ist, unter der Eihiille bei einem relativen
Luftfeuchligkeitsgehalt von 75% an aufwirts monatelang am
Leben zu bleiben. Worauf diese besondere Widerstandsfiihigkeit
beruht (Panzerdicke, besonderer Schutz der Korperoberfliache
der Larve gegen Verdunstung), ist im einzelnen nicht bekannt;

2. daBl das Verharren der Larve im Ei bei Trockenlegung bedingt
ist durch den normalen Sauerstoffgehalt der umgebenden Luft,
der ein Schliipfen und damit ein sicheres Zugrundegehen der
Larve verhindert.
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Résumé.

Parmi les aculs des moustiques piqueurs, celui d’Aedes aegypti

dispose d'une faculté de desséchement tout & fait extraordinaire.

Si,

normalement, dans la nature ou dans des conditions expéri-

mentales, le milieu humide, sur lequel 'ccuf est déposé, desséche,
le développement embryonnaire continue sous 'enveloppe de U'eeul
sans interruplion, el la jeune larve est formée au boul d’environ
72 heures. A condition que le degr¢ d’humidité de I'atmosphére ne
descende pas au-dessous de 70 %, 'organisme larvaire peut résister
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au desséchement pendant prés dune annde, mais il est inhibé
d’¢éclore. Cetle inhibition peul continuer, méme si 'ccuf vient au
contact de l'eau, si cette eau est riche en oxygene. Le <« pouvoir
d’¢éclosion » de I'eeuf d’Aedes dépend de la teneur en oxygene du
milieu environnant, qu’il s’agisse d’eau ou d'air. Si, par des agents
réducteurs quelconques, tel que par exemple la Vitamine C, le
pyvrogallole, I'hydrochinone, I'acide sulfureux et daulres, le taux
d’oxygene du milieu se trouve étre réduit environ de moitié, la
larve est capable d'éclore au bout de 10 a 20 minules. On peut
ainsi faire ¢clore des larves méme a lair sur du papier filtre
humide, si le milieu a ¢t¢ désoxvgéné par un agent réducteur. Le
mcéceanisme interne de cette coaptation biologique curicuse qui
avanlage grandement la propagation du moustique de la fievre
jaune dans les payvs chauds, n'est pas encore décelé. Il s'agit peut-
élre de phénomenes d'ordre osmotique ou dune action directe ou
indirecte sur le systéeme nerveux ou la musculature de la larve,
préte a ¢clore.

Summauary.

Compared with eggs of other mosquitoes the egg of Aedes
aegypli shows an extraordinary high capacity of desiccation. If
under normal conditions in nature or under experimental condi-
tions in laboratory the moist medium on which the egg is deposited
is desiccated, embryonie development will proceed without inter-
ruption under the egg shell and the yvoung larva is formed after
about 72 hours. Under the condition that the relative almospheric
humidity does not drop below 70%, the larva can resist to desicca-
lion for about one year, but hatching is prevented. This inhibition
may go on even if the egg comes into contact with water which is
rich in oxygen. The hatching capacity of the Aedes egg is dependent
on the oxvgen content of the medium, whether it is water or air.
It the oxvgen content of the medium is reduced to one half ap-
proximately by reducing agents as vitamin (., pyvrogallol, hydro-
chinon, sulphurous acid and others, the larva is capable of hatching
after 10-20 minutes. It is even possible to provoke halching of
larvae in air on moistened filter paper after having desoxygenated
the medium with reducing agents. The internal mechanism of this
strange biological adaptation which is a great advantage for the
propagation of the yellow fever mosquitoes in warm countries has
not vet been delected. It is possible that osmolic phenomena are
concerned, but there may also be a direct or indirect action upon
the nervous or muscular svstem.
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