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MITTEILUNGEN DER SCHWEIZERISCHEN ENTOMOLOGISCHEN GESELLSCHAFT
BULLETIN DE LA SOCIETE ENTOMOLOGIQUE SUISSE
Band XXVII Heft 2 20. August 1954

Uber zwei Viruskrankheiten von Forstinsekten
im Engadin

von

Mauro E. MARTIGNONI
Eidg. Anstalt fiir das forstliche Versuchswesen, Ziirich

Im Rahmen der Studien der Arbeitsgemeinschaft zur Erforschung
der Lirchenwicklergradation im Engadin wurden ebenfalls seit 1950
insektenpat]‘nologische Untersuchungen durchgefiihrt. Diese Unter-
suchungen fithrten im Jahre 1953 zur Entdeckung von zwei Viren, dem
Erreger einer Granulosis der Raupen von Eucosma griseana HB., dem
grauen Lirchenwickler, und dem Erreger der Polyederkrankhelt der
Raupen von Oporinia autumnata BORKH. ; dieser Lirchenspanner ist
eine hiufige Begleitart von E. griseana.

Die Polyederkrankheit von Oporinia autumnata BorkHh.
(Geometridae)

Kranke Raupen des 4. und 5. Stadiums wurden mit Zugabe von
destilliertem Wasser mittel seines Ultra-Turrax-Types UT 30 bei
10.000 Umdrehungen pro Minute homogenisiert. Diese Suspension
wurde dann wiederholt zentrifugiert, ber 1000 bis 1600 g, bis ein
weisses Sediment von reinen Polyedereinschliisssen vorlag. Die Pri-
parate fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden auf
Formvar Filmen nach der Methode von HucHEs (1950) vorbereitet.
Die Auflssung des Polyeders erfolgte am besten beir Behandlung mit
0,1 M NaOH ; Versuchsreithen mit | M NaOH, 0,01 M NaOH, sowie
einer Mischung von 0,1 M NaCl und 0,1 M Na;COs in gleichen Teilen,
ergaben unbefriedigende Resultate. Die Auflésungszeit, be1 welcher
die besten Priparate erhalten wurden, betrug 10 bis 15 Sekunden.
Die Priparate wurden mit Chrom und Palladium beschattet. Die Auf-
nahmen wurden mit einem Triib-Tauber Elektronenmikroskop durch-
gefiithrt. Fiir die Messungen wurde Dow Polystyrollatex verwendet.
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Fiir die histopathologische Untersuchung wurden die kranken
Raupen in Duboscq-Brasil fixiert und die 5 Micron dicken Paraffin-
schmtte mit saurem Haemalaun Mayer und gesiuertem wisserigem
Eosin gefiarbt. Die nach dieser Methode angefertigten Schnitte kénnen
ohne weiteres auch mit dem Phasenkontrastmikroskop untersucht
werden.

Die Polyederbildung bei den Raupen von O. autumnata erfolgt
hauptsichlich in den Zellkernen des Fettkérpers, der Epidermis und
der Tracheenmatrix. Polyeder sind auch in den Neuronen der Abdo-
minalganglien und in Zellkernen des Perineuriums, seltener in dicht
unter dem Sarcolemm liegenden Kernen zu finden. In driisigen Orga-
nen sowle 1m Inneren von Muskelfasern werden keine Polyeder ge-
bildet. Das Vorkommen von Polyedern in den Abdominalganglien und
in den Konnektiven ist eine wenig bekannte Erscheinung ; es sind mir
lediglich folgende Berichte iiber das Vorkommen von Polyedern in den
Ganglienzellkernen bekannt : LotmaR (1941) beschreibt eine solche
Erscheinung in Larven von Tineola biselliella (Hummel), HEIDENREICH
(1940) und BreinDL (1938) bei Lymantria monacha L., BREINDL (1938)
be1 Lymantria dispar L.

Besonders auffillig ber der Polyederkrankheit von O. autumnata
1st das gleichzeitige Vorkommen, in dicht nebeneinander liegenden
Fettkorper-Zellen, von Polyedern ganz unterschiedlicher Grésse ; dabei
sind die Kerneinschliisse ein und derselben Zelle ausnahmslos von
gleicher Gréssenordnung. Eine Erklarung fiir diese Tatsache liegt
nicht vOor, man diirtfe aber vermuten, dass die betreffenden Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten vom Virus infiziert wurden. Bemerkens-
wert 1ist, dass eine andere Spannerart, Lambdina fiscellaria lugubrosa
(HULST.), dasselbe Bild zeigt (STEINHAUS, 1949, Fig. ]50).

Der Durchmesser der Polyeder variiert zwischen 1 und 4 Micron,
im Mittel betrigt er 1,3 Micron. Die Form 1st gewshnlich rhombodo-
dekaedrisch ; manchmal sind aber auch Einschliisse mit quadratischem
Umriss zu sehen, was auf das Vorhandensein von kubischen Formen
deuten wiirde.

Die Polyeder von O. autumnata gehéren zum « membrane type »
von SMITH und XERos (1953): Sie weisen eine deutliche Hiille auf
und in dieser sind die Virusstibchen sowie die Entwicklungsstadien
derselben enthalten. Virusbiindel waren in den untersuchten Pripa-
raten nicht zu finden ; es scheint also, dass diese Polyeder in threr
inneren Struktur denjenigen von Bombyx mori L. dhnlich sind (Toku-
vAsu, 1953). Die Anzahl der Virusstibchen pro Polyeder variierte, in
den untersuchten Fillen, zwischen 19 (kleinere Polyeder), und 65
(grossere Polyeder). Die Linge der Virusstibchen betrigt im Durch-
schnitt 304 + 3,5 Millimicron.

Nach den heute giiltigen Regeln der Virussystematik (BErcoLD,
1953 ; StEINHAUS, 1953) gehort das oben beschriebene Virus zur Gat-
tung Borrelina PaiLLoOT.
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Fig. 1. — Oporinia autumnata BorkH. Polyeder-enthaltender Kern (weisser Pfeil) in
der Zellschicht eines Rumpfganglions ; ein normaler Kern ist mit einem Schwarzen
Pfeil bezeichnet. Strich = 10 Micron. Zeiss-Phasenkontrast.

Fig. 2. — Oporinia autumnata BorkH. Polyeder unterschiedlicher Grésse in dicht
nebeneinander liegenden Fettkérper-Zellen. Strich = 10 Micron. Zeiss-Phasenkontrast.

Fig. 3. — Oporinia autumnata BorRkH. Gereinigte Polyeder. Palladiumbeschattung.

Strich = 1 Micron. Negativbild. Triib-Tauber-Elektronenmikroskop.

Fig. 4. — Oporinia autumnata BorkH. Polyeder nach erfolgter Auflssung mit 0,1 M

NaOH. Virusstibchen und Virusentwicklungsstadien im Inneren der Polyeder-

membran. Palladiumbeschattung. Strich = 1 Micron. Negativbild. Triib-Tauber-
Elektronenmikroskop.
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Fig. 5. — Eucosma griseana HB. Gereinigte Granula. Pa]lacliumbeschattung. Strich
= | Micron. Negativbild. Triib-Tauber-Elektronenmikroskop.
Fig. 6 und 7. — Eucosma griseana HB. Granula nach erfolgter Auflésung mit 0.05 M
NaCl und 0,05 M Na,CO; im gleichen Mischungsverhiltnis. Einige Virusstibchen
sind noch in Protein-Uberbleibsel der betreffenden Hiille eingeschlossen, andere
sind davon befreit. Palladiumbeschattung. Strich = 1 Micron. Negativbild. Triib-
Tauber-Elektronenmikroskop.

Die Granulosis von Eucosma griseana Hs. (Tortricidae)

Seit lingerer Zeit ist bekannt, dass Larven des grauen Lirchen-
wicklers, Fucosma griseana HB. (diniana GUEN.), unter Umstinden von
Krankheitserregern befallen werden. Erwihnt seien hier die Beob-
achtungen von Coaz (1894), DeL Guercio (1929), ScHNEIDER-ORELLI
(]947) und JAHN (]949). Genaueres tiber die Erreger und die Krankheit
des Larchenwicklers kannte man aber bis heute nicht. DEL GuErcio
spricht von einer Polyederkrankheit, die durch eine Art von Ento-
mococcus «non ancora determinato» hervorgerufen wird. Die Beob-
achtungen von DEL GUERCIO erwiesen sich aber spiter als unzuver-
lassig, sodass diese Arbeit, z. B. von STEINHAUS (1949) als « one of the
most perplexing and incongruous papers ever published in the field
of insect pathology» definiert wurde. JAHN spricht auch von einer
Polyederkrankheit, bringt aber.weder einen histopathologischen noch
elektronenmikroskopischen Befund, der ihrer Behauptung als Beweis
dienen kénnte. Die in der Arbeit von JAHN abgebildeten Kérperchen
konnten ebensogut auch Urat- und Harnsiurekristalloidde sein. Im
Verlaufe meiner Untersuchungen habe ich z.B. bemerkt, dass die
Malpighischen Schlauche von Lirchenwicklerraupen hiufig mit einer
Unmenge dhnlicher Kristalloide angefiillt waren.

Kranke Raupen, die sich hauptsichlich im 5. Stadium befanden,
wurden in der gleichen Weise wir vorher beschrieben homogenisiert.
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Zur Reinigung der Granula geniigten 1m allgemeinen 6—8 Zentrifu-
gierungen In dest. Wasser, wobei Beschleunigungen von 2000 und
6500 g abwechselnd verwendet wurden.

Fiir die Reindarstellung des Virus wurde die Methode von BErcoLD
(1948) und von SteiNnHAUS, HuGHES und Wasser (1949) angewendet.
Eine Mischung von 0,05 M NaCl und 0,05 M NasCQj; in gleichen
Teilen bewirkte die Auflésung der Granula. Die Virusstibchen konnten
nach wiederholter Zentrifugierung bei 13.500 bis 13.900 g in gekochtem
bidest. Wasser gewaschen und endlich angereichert werden. Ein Trop-
fen der konzentrierten Virussuspension wurde auf Formvar Filmen
trocknen gelassen und die Priparate mit Palladium beschattet. Fiir die
histopathologische Untersuchung wurde dieselbe Methode wie fiir
O. autumnata angewendet, wobei die Schnittdicke 5, 6 und 7 Micron *
betrug.

Histopathologische Veranderungen wurden in den von mir unter-
suchten Raupen mit Sicherheit nur im Fettkorper festgestellt. Die
parietale Fettkérperschicht scheint dabei tiefgreifender verindert zu
werden als die viscerale Schicht. Die Zellkerne sind grésser als im
normalen Fettkorper, und sie differenzieren sich nicht mehr so stark
vom Zytoplasma, dessen Farbbarkeit zunimmt. Im Zytoplasma werden
die Fett-Tropfchen kleiner. In den letzten Krankheitsstadien ver-
schwindet das Chromatin; Kern und Zytoplasma verschmelzen zu
einer einférmigen Masse, die aus dicht gepackten Einschlusskérpern
besteht ; Fett-Tropfchen und andere Reservestoffeinschliisse sind nicht
mehr nachweisbar.

Im Elektronenmikroskop konnten die Einschlusskérper (Granula)
nachgewiesen werden. Sie unterscheiden sich grundsitzlich nicht von
denjenigen, die man in anderen kranken Insektenarten fand. Wurden
sie auf dem Formvar Film 5 Sekunden lang mit einer 0,01 M NaOH-
Lssung behandelt, dann 16sten sie sich teillweise auf und spalteten sich
der Linge nach auf, in dhnlicher Weise, wie es fiir Bergoldia nosodes
Hucues und THomPsoN beschrieben wird (HucHEs und THoMPSON,
1951). Die Granula haben eine Linge von 397 + 6,6 Millimicron und
eine Breite von 119 4 2,2 Millimicron.

Die rein dargestellten Viren haben eine Linge von 306 £+ 4,1 Milli-
micron und eine Breite von 49 =+ 1,1 Millimicron. Auf den Priparaten
von reinem Virus waren oft auch leere, réhrenférmige Membranen zu
finden. Nach verschiedenen Autoren (z. B. HucHEs und THompsoN,
1951) diirften diese Membranen eine Hiille des Virusstibchens sein.

Nach den heute giiltigen Regeln der Virussystematik (BErcoLD,
1953 ; STEINHAUS, 1953) gehort das oben beschriebene Vlrus zur Gattung
Bergoldza STEINHAUS.
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Ich méchte nicht unterlassen, an dieser Stelle den Herren Prof. Dr.
A. Frey-Wyssling und Privitdozent Dr. E. Hardegger (beide Eidge-
nossische Technische Hochschule, Ziirich), die mir in liebenswiirdiger
Weise das TTC-Elektronenmikroskop und die Hochgeschwindigkeits-
Zentrifugen zur Verfiigung stellten, meinen besten Dank auszu-
sprechen.
SUMMARY

During the course of the research program dealing with the larch bud moth
in the Engadine (Switzerland), two insect viruses were discovered in 1953 : a granu-
losis-virus infecting larvae of Eucosma griseana HB., the larch bud moth, and a poly-
hedrosis-virus infecting larvae of Oporinia autumnata BorkH., a larch looper Accord-
mg to modern virus systematics, these viruses be]ong respectlvely to the genus Bergoldza
STEINHAUS and Borrelina PaiLLoT. Diseased larvae of Eucosma griseana showed histo-
pathological changes only in the adipose tissue, while in the diseased larvae of Oporinia
autumnata changes were found in the adipose tissue, the epidermal cell layer, the
tracheal matrix and the ventral body ganglia, rarely in muscle tissue. The virus
particles and the inclusion bodies were prepared for electron microscopy ; the average
size of both the virus rods and the inclusion bodies was determined.
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