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Entwicklung von Methoden fiir die Produktion eines Granulosis-
virus-Priaparates zur mikrobiologischen Bekdmpfung des A pfel-
wicklers, Laspeyresia pomonella (L.) (Lep., Tortricidae) und
Schitzung der Produktionskosten'

JAKOB BRASSEL
Entomologisches Institut der ETH, ETH-Zentrum, CH-8092 Ziirich

Development of techniques for the production of a granulosis virus preparation for microbial control of the
codling moth, Laspeyresia pomonella L. (Lep. Tortricidae), and estimation of production costs - The
granulosis virus of the codling moth has proved to be a very promising control agent against this major
pest. Techniques have been developed for the production of the virus in large quantities.

The suitability of diapausing larvae for maximum virus production has been investigated.
Diapausing L, i.e. reared under short day conditions, could be infected more easily than those obtained
under long day conditions. Infection of the former was achieved using a virus dosis which was 5 times
smaller. The infection of a larval population, ranging from 2-3 days old L, to 1.5 days old Ls, by a single
dipping into a virus suspension with 10* virus particles/ml resulted in a high rate of infection and in
maximum larval weight. After the infection it was necessary to feed again the infected larvae. The use of
Ls for the virus production could not be considered because their rate of infection was low in spite of an
extremely high amount of virus applied to the larvae.

Two media for the artificial mass rearing of the codling moth larvae, one based on agar and the
other on sawdust, were compared. The medium based on sawdust was preferred because it is more
resistant to bacterial and fungous contamination.

The mass rearing of the larvae was performed with simple equipment able to control the
desiccation of the rearing media and the sanitation in the rearing unit. The incidence of virus epizootics
interrupted the production of larvae occasionally, until the rearing unit with healthy larvae was separated
from the facilities for the virus production.

A good virus yield could only be obtained, when L, and Ly were infected with virus. As the larvae
develop within the medium, they must be separated from it at the time of infection. The larvae were
driven out of the medium by heating. The emigration of the larvae can be made easy by eliminating the
upper dry layer of the medium. Using a special device the larvae leaving the medium were collected and
subsequently infected by dipping intu a virus suspension. The collecting device was then adjusted to an
other device covered with agar medium, where the larvae could bore in and continue to grow. Four days
after infection the heavily sick larvae were driven out of the medium by means of a heatable sand bath
and finally collected for virus production. 40-65% of the larvae present in the medium before the first
heating could be obtained as virus dead larvae. This amount corresponds to a average virus yield of 5.5 x
10'? virus particles per rearing tray. A n average multiplication factor of 1.4 x 107 has been calculated. The
storage of virus material proved to be best, when glycerin was added and the subsequent freezing
temperature was at -20 °C.

The cost for the virus production is about as high as the price of chemical insecticides commonly
used. The cost doubles when the expenses for additional materials as skim-milk powder and Etalfix
(detergent) are included in the calculation.

"ETHZ Diss. No. 6055, ausgefiihrt unter der Leitung von Prof. Dr. G. Benz, mit Unterstiitzung durch die
Schweiz. Alkoholverwaltung. Verdffentlicht mit finanzieller Unterstiitzung der Schweiz. Alkoholver-
waltung und des Laurschen Fonds der A bteilung fiir Landwirtschaft der ETH Ziirich.
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Im Obstbau, wie in vielen andern Intensivkulturen, setzt sich heute immer
mehr das Konzept der integrierten Schédlingsbekdmpfung durch. Bei diesem
Konzept kann zwar nicht auf den Einsatz von Fungiziden und Insektiziden
verzichtet werden, doch wird dabei unter moglichst weitgehender Schonung der
Niitzlinge und anderer natiirlicher Gegenkrifte der Schadlinge gearbeitet. Da
Insektizide bei der integrierten Bekdmpfung sehr gezielt zum Einsatz gebracht
werden, sollten sie moglichst spezifisch wirken. Es ist deshalb wiinschenswert neue
Mittel mit dieser Eigenschaft zu entwickeln. Zu den spezifischsten Angentien
gegen bestimmte Insekten gehoren Baculovirus-Arten, insbesondere Granulosis-
viren. Aus wirtschaftlichen Griinden ist die chemische Industrie aber nur bedingt
bereit, solche Mittel zu produzieren.

Der Apfelwickler, Laspeyresia pomonella (L.), der im Apfelbau als wichtiger
Primérschidling in Erscheinung tritt, vermag bei ungentiigenden K ontrollmassnah-
men bedeutenden wirtschaftlichen Schaden zu verursachen. Im Zusammenhang
mit der Entwicklung selektiver Mittel haben Untersuchungen von FALCON ef al.
(1968) in Kalifornien, KELLER (1973) und BNz et al. (1977) in der Schweiz, HUBER
& DickrLER (1975, 1976) in Deutschland sowie Morris (unpubl.) in Australien
gezeigt, dass das spezifische Granulosisvirus des Apfelwicklers ein sehr potentes
Agens zur mikrobiologischen Bekdmpfung dieses Obstschiadlings darstellt; die
Virusmenge von 2-5 granulosen Ls geniigt fiir die einmalige Behandlung eines
Baumes. In gepflegten schweizerischen Obstanlagen mit einer relativ niedrigen
Apfelwicklerpopulation, vermag die Virusmenge von 2 Ls-Kadavern je Baum und
Behandlung die Schiden bereits unter der wirtschaftlichen Schadenschwelle zu
halten (KELLER, 1973). Trotzdem ist der Bedarf an virGsen Lg sehr gross, wenn
Bekampfungsaktionen grosseren Ausmasses vorgenommen werden sollten, denn
je ha Intensivanlage stehen 400-600 Bédume. In diesem Fall wire die Produktion
von Viren mittels einzeln gezlichteter Raupen arbeitsméssig kaum mehr tragbar.
Hinsichtlich der praktischen Anwendung stellte sich somit das Problem der
Massenproduktion des Granulosisvirus des Apfelwicklers.

Abgesehen von den Schwierigkeiten bei der Virusbereitstellung haben die
Versuche in verschiedenen Weltregionen mit ihren unterschiedlichen klimatischen
Bedingungen auch gezeigt, dass die Virus-Spritzbelige, wegen der Sonneneinwir-
kung, jeweils schon nach 1 bis hochstens 3 Wochen nicht mehr geniigend aktiv
sind, um die Friichte hinreichend zu schiitzen. In dieser Beziehung stellte sich das
Problem eines besseren Schutzes der Viren vor inaktivierender Strahlung bzw. der
Selektion resistenterer Viren.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit diesen Problemen. Dabei stehen vor
allem solche Aspekte im Vordergrund, die, aufbauend auf den Erkenntnissen der
Grundlagenforschung, zu einer in der Praxis anwendbaren Bekdmpfungsmethode
gegen den Apfelwickler weiterleiten. Als Ziel wurde dabei ein Viruspraparat ange-
strebt, das gut lagerbar, einfach applizierbar und kostenméssig wenigstens
annidherungsweise mit modernen, relativ teuren, chemischen Insektiziden kon-
kurrieren kann. Eine Hauptaufgabe bestand darin, eine Methode zu entwickeln, die
es erlaubt, ausgehend von einer Massenzucht des Apfelwicklers, mit moglichst
geringem Aufwand das Granulosisvirus in grossen Mengen zu gewinnen. Ferner
musste ein Verfahren zur Aufarbeitung der virosen Raupenkadaver zu einem
Viruspriaparat entwickelt werden, das bei der Einlagerung moglichst keine Aktivitat
verliert. Im Bestreben, die Persistenz im Freiland zu verbessern, wurde zudem eine
Selektion fiir erhohte Resistenz des Granulosisvirus gegen Licht durchgefiihrt.
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1 Material und Methoden

Im folgenden sind nur die Methoden, die von anderen Autoren iibernommen
wurden oder die in den Versuchen wiederholt zur Anwendung kommen, zusam-
mengestellt. Weitere Methoden fiir spezifische Bediirfnisse werden in Verbindung
mit den Versuchsabldufen jeweils unter «Versuchsdurchfiihrung» beschrieben.

1.1. TIERMATERIAL

Die Versuche erfolgten, sofern nichts anderes erwihnt ist, mit Tieren aus
einer kontinuierlichen Einzelzucht (HuBer, 1973), die bis anhin Uber 90
Generationen geliefert hat. Die Zucht erfolgte nach der Methode von HUBER et al.
(1972). Bei Bedarf von Diapauseraupen wurden die betreffenden L,, bei sonst
gleichbleibenden Zuchtbedingungen, gleich nach dem Ansetzen in Kurztag
(= KT, 12 h hell/12 h dunkel) gebracht.

1.2 VIRUSMATERIAL

1.2.1 DasVirus

Das Granulosisvirus (= GV) des Apfelwicklers gehort zum Genus
Baculovirus, Untergruppe B (WiLDy, 1971). Die Viruspartikel ist stibchenformig
und von einer inneren und einer dusseren Membrane umbhiillt, welche die
Stibchenenden rund erscheinen lassen (50-75 x 280-300 nm). Das ebenfalls
stibchenférmige Nucleocapsid enthilt doppelstrangige DNA und hat stumpfe
Enden. Das Kryptogramm lautet: D/2:X/X:U/E:1/0. Jede Viruspartikel ist von
einem ovoid-polyedrischen, parakristallinen Einschliessungskorper, der sogenann-
ten Kapsel, umgeben (180-220 x 370-440 nm), welche das Virion so gut gegen
schidliche Umwelteinfliisse schiitzt, dass seine Infektionskraft in kiihl und im
Dunkeln gelagerten Suspensionen jahrelang erhalten bleiben kann, was bei nackten
Granulosisvirus-Partikeln kaum der Fall ist. Wahrend letztere im optischen Mikro-
skop nicht gesehen werden konnen, sind die eingekapselten Viren im Dunkelfeld-
oder im Phasenkontrastmikroskop gut sichtbar und zéhlbar. Bisher ist nur L.
pomonella als Wirt dieser Baculovirusart bekannt.

1.2.2 Herkunft des Virusmaterials

Das am Entomologischen Institut der ETH Ziirich verwendete GV des
Apfelwicklers wurde 1967 von Prof. Dr. Y. Tanapa, University of California,
Berkeley, bezogen und seither tiber viele Wirtspassagen im Institut weitergeziich-
tet, u.a. von KELLER (1973) und HuBer (1973). Eine von letzterem gereinigte
Suspension mit 10° Viruskapseln (= VK) pro ml, die im Dunkeln bei 2 °C gelagert
worden war, diente als Grundlage fiir die Infektionsversuche der vorliegenden
Arbeit.
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1.2.3 Herstellung von rohen Virussuspensionen

Die Produktion von rohen Virussuspensionen gestaltete sich dusserst einfach.
Nach der Homogenisation viroser Kadaver in Wasser wurde lediglich durch Gaze
(Nylon, Maschenweite 45 p) filtriert und als vorbeugende Massnahme gegen die
allfallige Vermehrung von Bakterien in der Suspension je 0,005% (Gew./Vol.) Peni-
cillin und Streptomycin beigegeben.

1.2.4 Reinigung der Viren im diskontinuierlichen Saccharosegradienten

Die hochgradige Reinigung von Virussuspensionen war entschieden aufwen-
diger, besonders weil der Verlust an Viruspartikeln wihrend der Reinigung niedrig
gehalten werden sollte. Im Anschluss an die Gazefiltration wurde die
Rohsuspension 3fach mit destilliertem Wasser verdiinnt und unter reduziertem
Druck durch ein Whatman-Papierfilter Nr. 1 filtriert. Das Filtrat wurde wéhrend 10
min bei 1000 x g zentrifugiert, der Uberstand abpipetiert, das Sediment mit Wasser
aufgeschwemmt und wieder zentrifugiert. Zwecks Waschung der Viren wurde
diese Prozedur 2mal wiederholt. Fiir die Gradientenzentrifugation wurde nach
Angaben von HUBER (1973) ein diskontinuierlicher Zuckergradient aufgebaut: 15
ml 57%ige Saccharoselosung (Gew./Gew.) wurden mit 25 ml 53%iger
Saccharoselosung und diese mit einer 50% Saccharose enthaltenden Virussuspen-
sion {iberschichtet. Zentrifugiert wurde in einer Beckman-Zentrifuge (spinco, L,,
65B) mit Ausschwingrotor (SW25). Zur Verhinderung einer zu raschen Sedimen-
tation verunreinigender Begleitpartikeln wurde die Drehzahl am Anfang der Zen-
trifugation wihrend 30 min bei 10000 U/min konstant gehalten. Anschliessend
wurde bei maximaler Tourenzahl (25000 U/min) wihrend 6 h zentrifugiert. Die
VK bilden dabei eine Bande zwischen der 53- und der 57%igen Saccharoselosung;
die Dichte der VK entspricht ca. 56%iger Saccharoselosung. Nach der
Gradientenzentrifugation wurde die Virusbande mit einer Pasteurpipette
abgesaugt. Die abpipetierten Viren wurden zwecks Auswaschung der Saccharose
3mal in 50 ml '/;s m Phosphatpuffer (pH = 7) bei 15000 U/min 1 h lang zentrifugiert
und, wie die Rohsuspension, mit Antibiotica versetzt.

1.2.5 Reinigung von Viren im kontinuierlichen Saccharosegradienten

Ahnlich gestaltete sich die Ultrazentrifugation von Viren im kontinuierlichen
Zuckergradienten. Diese wurde mit Hilfe eines Gradientenmischers aus je 15 m!
von zwei Saccharoselosung (50% bzw. 60%, Gew./Gew.) kontinuierlich gemischt
und anschliessend mit 10'" Viruskapseln, suspendiert in 3 ml Wasser, iiber-
schichtet. Zentrifugation und Nachbehandlung der Viren erfolgten wie unter 2.2.4

beschrieben.
1.2.6 Abbildung von Viren im Elektronenmikroskop

Im Hinblick auf die elektronenmikroskopische Betrachtung wurden im
kontinuierlichen Saccharosegradienten gereinigte Viren in bidestilliertem Wasser

aufgeschwemmt, nach HEss (1966) fixiert und nach LUFT (1961) eingebettet. Die
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Kontrastierung der Ultradiinnschnitte erfolgte nach REyNoLDs (1963). Sie wurden
mit einem Philipps EM 301 photographiert. Diese Arbeiten wurden vom Service-
labor des Instituts fiir Zellbiologie der ETH, unter der Leitung von Herrn Dr. M.
MUELLER durchgefiihrt.

1.2.7 Bestimmung der Viruskonzentration

Die Konzentration der Virussuspensionen wurden mittels einer PETROFE-
HausseEr-Bakterienzihlkammer bestimmt. Im Bestreben, die Zuverlissigkeit der
Zahlmethode zu erhohen, wurden die Suspensionen vor der endgiiltigen Zahlung
schrittweise verdiinnt, bis nur mehr zwischen null und 3 Viren pro Quadritchen
gezihlt werden konnten. Bei den 3 endgiiltigen, gemittelten Auszidhlungen wurde
zudem die pro Zihlung beriicksichtigte Anzahl Quadrate auf 20 herabgesetzt, was
zu einer rascheren Konzentrationsschitzung einer Kammerfiillung fiihrte. Durch
diese Massnahme konnte der Anteil von Viren, der sich wiahrend dem Zahlvorgang
an den Kammerwinden festsetzt, so stark reduziert werden, dass es gerechtfertigt
erschien, nur mehr frei flottierende Viren bei der Zihlung zu beriicksichtigen.

1.2.8 Lyophilisierung und Lagerung von Virussuspensionen

Bei der Lyophilisierung von gereinigten Viren wurde die entsprechende
Suspension nach der Empfehlung von Scumip (1973, 1974) mit 5% Cellulosepulver
versetzt und bei -50 °C eingefroren. Die anschliessende Trocknung wihrend 30 h
erfolgte bei 10~° Torr. Das Lyophilisat wurde in einem Schliffkolben bei 2 °C im
Dunkeln aufbewahrt.

1.2.9 Lagerung von Viren bei -20°C bzw. 2°C

Neben der Lagerung von Suspensionen gereinigter Viren bei 2 °C im
Dunkeln, wurde besonders auch die Lagerung eingefrorener Virussuspensionen
gepriift. Bei diesem Verfahren wurde der Suspension als Gefrierschutz 30%
(Vol./Vol.) Glyzerin beigegeben, davon Proben zu je 2 ml in kleine Tablettengliser
abgefiillt, diese mit einem Gummistopfen verschlossen und bei -20 °C im Dunkeln
gelagert. Die Unterteilung in kleine Proben erlaubte es, von Zeit zu Zeit Biotests
durchzufiihren, ohne dass immer wieder die ganze Probe aufgetaut werden musste.
Diese Vorsichtsmassnahme wurde ergriffen, obwohl nach DaviD er al. (1971a)
wiederholtes Auftauen suspendierter GV von Pieris brassicae (L.) keinen
wesentlichen Aktivitdtsverlust ergeben soll.

1.3. INFEKTION VON RAUPEN UND VIREN
1.3.1 Infektion durch perorale Mikroinjektion

Die Zwangsflitterung der Raupen mit Viren erfolgte nach der Methode von
MARTIGNONI (1955). Anfinglich wurden fiir die perorale Mikroinjektion spite L,

verwendet, die jedoch, wohl im Zusammenhang mit der Hiautung zur Ls, nur
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schwer reproduzierbare Virusmortalitdten lieferten. Die spiter verwendeten, hoch-
stens 24 h alten Ls, ergaben nicht nur befriedigend reproduzierbare Mortalitits-
werte, sondern erlaubten, dank ihrer Grosse, auch eine raschere Manipulation bei
der Mikroinjektion. Tiere, welche die 2 ersten Versuchstage nicht iiberlebten,
wurden ausgeschieden und bei der Auswertung nicht berlicksichtigt, da ein
Absterben nach so kurzer Zeit mit Sicherheit nicht auf Virusinfektion, sondern auf
Verletzung bei der Injektion zurlickgeflihrt werden muss. Die Versuchsdauer
wurde jeweils auf 12 Tage nach der Infektion begrenzt. Tiere, die diese Zeitspanne
tiberlebten, wurden als solche mit negativer Reaktion gewertet.

1.3.2 Tauchinfektion

Bei der einfachen und zuverldssigen Tauchmethode (BEnz, 1960) wurden die
Raupen zwecks Infektion wihrend 3-5 Sekunden in Virussuspensionen einge-
taucht.

1.3.3 Infektion durch kontaminierte Apfelrondellen

Die Infektion von Eilarven mit kontaminiertem Futter wurde nach der von
KEeLLER (1973) entwickelten Apfelrondellen-Methode durchgefiihrt. Dieser
Pathogenitiitstest wurde jedoch nur vereinzelt eingesetzt, da die hochempfindli-
chen Eilarven aufgrund der individuellen Virusaufnahme mit sehr heterogenen
Mortalitdten reagieren konnen.

1.3.4 Diagnose virustoter Raupen

Die Diagnose virustoter, grosserer Raupen erfolgte in der Regel nach
dusseren Symptomen (KELLER, 1973). Nur in Zweifelsfillen mussten Quetschpri-
parate erstellt und diese bei 1000facher Vergrosserung unter dem Phasenkontrast-
mikroskop evaluiert werden. Hingegen bereitete die Diagnose beim Pathogenitéits-
test auf Apfelrondellen gelegentlich Schwierigkeiten, da bei den kleinen Raupen-
kadavern oft keine eindeutigen dusserlichen Symptome feststellbar waren und auch
der lichtmikroskopische Befund nicht immer weiterhalf.

2 Entwicklungsarbeit

2.1 SELEKTION EINES VIRUSSTAMMES MIT ERHOHTER RESISTENZ GEGENUBER KUNST-
LICHER, ULTRAVIOLETTER STRAHLUNG UND SONNENLICHT

Sonnenstrahlung hat eine inaktivierende Wirkung auf Insektenviren
(CANTWELL, 1967; DAVID et al., 1968; MoRrris, 1971; IGNoOFFo, 1973, SCHMID, 1973,
1974). Nach den Untersuchungen des letztgenannten Autors wirkt dabei nicht nur
die ultraviolette Strahlung, sondern auch das sichtbare Licht, doch kommt der UV-
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Komponente die grosste Bedeutung zu. Die inaktivierende Wirkung des Lichtes
wirkt sich natirlich sehr nachteilig aus bei der Applikation im Freiland (STAIRS,
1972; KELLER, 1973, ScuMmiID, 1974). So sind denn auch verschiedene Massnahmen
zur besseren Erhaltung der Virusaktivitit eingefiihrt worden. Neben Vorschriften
bei der Applikation (SMIRNOFF, 1972) sind auch mit Erfolg Schutzstoffe gegen die
aggressive Strahlung eingesetzt worden (IGNoFFO & BATZER, 1971, JAQUEs, 1971;
KELLER, 1973; SCHMID, 1974).

Theoretisch liesse sich eine Wirkungssteigerung auch durch Selektion beson-
ders virulenter Virusisolate vorstellen, doch diirfte der Endeffekt im Freiland kaum
liberzeugen, wenn nicht gleichzeitig eine Selektion besonders lichttoleranter Viren
vorgenommen wiirde. Durch die Inaktivierung der hochgradig lichtempfindlichen
Viren wiirde der Aktivititsgewinn vermutlich sehr rasch wieder zunichte gemacht
werden. Aufgrund dieser Uberlegung haben wir beschlossen, die Selektion eines
strahlentoleranteren Virusstammes zu versuchen, wie dies schon von WiITT &
STAIRS (1975) vorgeschlagen worden war. Ihre Untersuchungen hatten namlich ge-
zeigt, dass Viren sehr heterogen auf UV-Bestrahlung reagieren konnen. Falls zwi-
schen dieser Heterogenitdat und der genetischen Variabilitit innerhalb der Virus-
population ein Zusammenhang bestliinde, sollte die Selektion eines UV-
toleranteren Isolates moglich sein. Die Selektion wurde deshalb mittels einer kiinst-
lichen UV-Quelle durchgefiihrt, wobei auf moglichst naturnahe Bedingungen ge-
achtet wurde (s. Diskussion 2.1.4). Wie die im folgenden beschriebenen Versuche
zeigen, war die Selektion eines lichttolerenteren Virusstammes moglich. Die Ver-
suche zeigten dabei, dass bei der Selektion fiir Resistenz gegen kiinstliche UV-
Strahlung gleichzeitig Resistenz gegen Sonnenlicht erzielt wurde.

2.1.1. Material und Durchfiihrung der Versuche

Selektion durch Bestrahlung mit kiinstlicher UV-Quelle

Ausgehend von einer bei 2 °C gelagerten Virusprobe (s. 1.2.1.) wurden durch
Eintauchen von frisch gehiuteten Ls in eine Suspension mit 10° VK pro ml 20
virose Kadaver gewonnen. Das anfallende Homogenat, das lediglich mit Gaze fil-
triert worden war, diente als Ausgangssuspension fiir die Bestrahlungsversuche.

Die Applikation der Viren erfolgte in einer Sprithglocke, die mit einer Farb-
spritzpistole versehen war. Pro Behandlung wurde 1 ml Suspension mit einem Ge-
halt von 10° Viruskapseln verspriiht, wobei der Zusatz von einem Netz-Haftmittel
(0,1% Etalfix®, Vol./Vol.) einen homogenen Spritzbelag gewiihrleistete.

In einem Vorversuch zur Selektion, bei dem 1 ml Rohsuspension mit 107 Vi-
ruskapseln auf die Apfel gespriiht wurde, hatte sich gezeigt, dass in einem zu dich-
ten Belag infolge gegenseitiger Uberdeckung von Viren und Verunreinigungen ein
gewisser Anteil von Viruskapseln nicht oder nur unvollstindig von der UV-Strah-
lung getroffen wird. Wie Tab. 1 zeigt, trat zwar bis zu einer Bestrahlungsdauer von
90 min eine Steigerung der Inaktivierungsrate ein, doch konnte diese selbst nach
dreifacher Verlingerung der Bestrahlungsdauer nicht mehr weiter gesteigert wer-
den. Bei der Aktivitdtspriiffung wiirden die unbestrahlten Viren selbstverstiandlich
die Mortalitiatswerte verfdalschen, schlimmstenfalls einen etwaigen Selektionseffekt
sogar liberdecken. Aus diesem Grunde wurde bei den Hauptversuchen mit einer
schwicheren Suspension, die nur 10° VK/ml enthielt, gearbeitet.
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Tab. 1: Bestrahlung eines dichten Virusbelages auf Apfeln mit UV.

Bestrahlung N Virustote L1/L2 in %

in Minuten

0 58 100
30 46 40
90 50 20

270 54 22

Die mit Viren bespriihten, insektizidfreien Bohnéipfel wurden iiber Nacht im
Dunkeln bei 13 °C getrocknet und anschliessend, mit Ausnahme der Kontrollapfel,
aus 1 m Abstand mit langwelliger ultravioletter Strahlung (3’150 A, 160 Watt) wih-
rend 10 min behandelt (Quarzlampe Typ 156, Solis Apparatebau Ziirich). Die Akti-
vitit der bestrahlten Viren wurde nach der Methode KELLER (1973) auf Apfelron-
dellen ermittelt, wobei der Virusmortalitdt in der unbestrahlten Kontrolle beson-
dere Aufmerksamkeit geschenkt wurde. Lag der Absterbeprozentsatz bei 100%
bzw. unter 70% wurde jeweils der Ansatz erneut durchgefiihrt, wodurch unter-
schiedlich dichte und vor allem zu dichte Virusbelige auf den Apfeln eliminiert
werden konnten.

Die anfallenden virosen L, bzw. L, lieferten nur sehr geringe Virusmengen,
sodass zwischen den einzelnen Selektionsschritten jeweils eine Passage liber Ls ein-
geschaltet werden musste (Abb. 1). Nach jeder Virusvermehrung wurden 10 virose
Kadaver abgezweigt, homogenisiert und durch Gaze filtriert. Die resultierende
Rohsuspension ergab, nach Festlegung der Viruskonzentration, das Spritzgut fiir
den nidchstfolgenden Selektionsschritt.

Zur Bestimmung der erreichten Resistenz nach Beendigung der Selektion
mussten die Dosis/Mortalitdts-Regressionen der bestrahlten Stimme bestimmt und
verglichen werden. Da die statistische Erfassung der Regressionskurven nur mog-
lich ist, wenn jeder Test mindestens 4 Virusdosen umfasst, deren niedrigste meht
als 0% und deren hochste weniger als 100% Mortalitit ergibt, musste zuerst der fiir
die Tests geeignete Konzentrationsbereich eruiert werden. Die hohe Empfindlich-
keit der Eilarven gegeniiber Viren fiihrt nimlich zwangsldufig zu relativ steilen Kur-
ven, die zwischen 0 und 100% Mortalitit nur einen relativ engen Konzentrations-
bereich umfassen. Vorversuche haben gezeigt, dass der massgebende Konzentra-

\ ; \ 3 |
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Ausgangs- E E ‘% selektionierter
stamm \\\\ 1 \\\\ 2 \\\\ 6 Virusstamm

Kontrolle Kontrolle Kontrolle

@ = Virusvermehrung iber L3; ---—- > o Bestrahlung mit UV; Sy_g = Selektionsschritte.

Abb. 1: Selektionsschema.
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tionsbereich bei den zu versprithenden Virussuspensionen zwischen 10° und 10°
VK liegen diirfte. Deshalb wurden von jedem der beiden Virusstimme 5 Dosen im
Konzentrationsbereich von 8 x 10* bis 5 x 10° VK/ml gepriift. Unter Beriicksich-
tigung der weniger dichten Virusbelidge auf den Testipfeln wurde die Bestrah-
lungszeit von 10 auf 5 min reduziert.

Priifung der Virusstimme im Freiland

Im Anschluss an die Selektion wurde die Strahlenresistenz des Ausgangs-
und des Selektionsstammes auch im Freiland gepriift. Dabei war kein praxisnaher
Bekdmpfungsversuch beabsichtigt, wo ein hohes Mortalititsniveau wiahrend mog-
lichst langer Zeit anzustreben ware, sondern Viren des Grund- und des Selektions-
stammes sollten beziiglich ihrer UV-Toleranz im Freiland miteinander verglichen
werden.

Wie schon bei den Selektionsversuchen im Labor, musste deshalb eine geeig-
nete Konzentration der Virussuspension abgeschitzt werden, die anndhernd 100%
Mortalitdat bewirkt. Versuche von KELLER (1973) mit der relativ hohen Konzentra-
tion von 10° VK/ml ergaben 48 h nach dem Ausspriihen im Freiland beim Aktivi-
titstest im Labor eine Raupenmortalitit von 100% und nach 3 Wochen eine solche
von 67%. Dies deutet darauf hin, dass diese hohe Viruskonzentration eine Anfangs-
mortalitit lieferte, die potentiell weit tiber 100% gelegen haben diirfte. Andererseits
erschien die bei den Selektionen verwendete Konzentration von 10° VK/ml eher
niedrig zu liegen (s. 2.1.1), wenn man bedenkt, dass die Bestrahlung im Freiland
nicht konstant und kontrolliert, sondern unberechenbar erfolgt (Tab. 2). Aufgrund
dieser Uberlegungen wurde die Virusdosis in den Spritzbrithen generell auf 107
VK/ml festgelegt.

Fir eine zusitzliche Verbesserung der UV-Resistenz wurde der Virussuspen-
sion Magermilchpulver beigemischt, wobei neben der bereits von KELLER (1973)
erfolgreich angewendeten Variante mit 1% (Gew./Vol.) eine weitere mit 2% Milch-
pulverzusatz durchgefiihrt wurde.

Die Versuche wurden in einem Obstgarten in Feldmeilen am Ziirichsee
durchgefiihrt, dessen Bdume nicht mit Pestiziden behandeit werden. Das Grund-
stiick liegt an windgeschiitzter Stelle auf einem nach Westen geneigten Hang. Diese
Lage bedingt einen relativ spiaten Sonnenaufgang und einen spiten Sonnenunter-
gang. Fiir die Versuche wurden Hochstimme mittleren Alters der Sorte Cham-
pagner-Reinette ausgewihlt. Da die periodische Priifung der Virusaktivitit ohnehin
im Labor vorgesehen war, wurden lediglich die siidwest orientierten Baumteile
gespritzt, wodurch eine vergleichbare Sonnenexposition der Apfel erzielt werden
konnte.

Fir die Teilbehandlungen der Versuchsbaume wurden je 4 Liter Spritzbriihe
verwendet, die 10" VK/ml Wasser, 1% bzw. 2% Magermilchpulver und 0,1% Etalfix®
enthielt. Die Spritzungen bis zur Tropfnisse erfolgten mit einer Riickenspritze am
28.7.1975 vor Sonnenaufgang, bei praktisch unbewegter Luft. Spritzung bis zur
Tropfnésse ermoglicht die Applikation von homogenen, vergleichbaren Virusbeli-
gen auf den Apfeln, da iiberschiissiges Spritzgut abtropft.

Bei 2 Verfahren wurden nach dem Antrocknen des Spritzbelages die fur den
Versuch vorgesehenen Apfel mit Aluminiumfolie vor Licht abgeschirmt. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Apfel nicht mit der Folie in Beriihrung kamen. Am
Tage der Spritzung und periodisch wihrend drei Wochen wurden frithmorgens, vor
Sonnenaufgang, Probeédpfel gepfliickt und diesen im Laboratorium Apfelrondellen
fiir den Pathogenitétstest nach KELLER (1973) entnommen.
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Tab. 2: Uber die Versuchszeit aufsummierte Klimaeinwirkungen am Versuchsort.

Zeit nach Sonnen- Tagesmittel- Nieder-
Versuchs- schein- temperaturen schlag
beginn dauer
(Tage) (Stunden) (€] (mm)
g 9.8 18,5 -
2 21,2 19,6 -
3 32,9 29,8 -
4 43,3 20,9 -
5 53,8 22,1 -
6 67,3 22,5 -
7 81,0 22,4 -
8 92,2 20,7 -
9 105,7 20,4 ~
10 119,40 21,5 -
1l 1832,:5 21,4 ~
12 Y- % g | 21,0 -
13 141,4 18,8 55,6
14 142,0 15,8 52,7
15 142,0 13,1 22;1
16 152 B 18,1 -
17 160,8 19,7 6,8
18 165,8 18,4 14,0
19 175,8 18,6 -
20 179,3 18,8 4,3
21 181,2 15,7 12,2
@ 8,6 $ 19,5

2.1.3. Resultate

Selektionsversuche
Die Resultate des Selektionsversuches sind in Tab. 3 zusammengefasst. Wie
die Werte zeigen, trat der entscheidende Selektionseffekt sehr rasch beim 3. und 4.

Selektionsschritt ein. Da die beiden folgenden Selektionsschritte keine weitere Re-
sistenzsteigerung mehr ergaben, wurde die Versuchsserie abgebrochen.
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Tab. 3: Erhohung der Resistenz gegen UV-Strahlung bei Viren, applizierte Viruskonzentration 10°
VK/ml.

Selektions- N Verletzungs- Virustote Ueberlebende
schritt mortalitat Raupen Raupen
% % %
1 bestrahlt 110 18 11 71
unbestrahlt 40 5 90 5
2 bestrahlt 105 13 12 75
unbestrahlt 40 7 85 8
3 bestrahlt 110 9 40 51
unbestrahlt 40 7 87 6
4 bestrahlt 120 12 70 18
unbestrahlt 45 3 90 7
5 bestrahlt 115 7 65 28
unbestrahlt 45 4 92 4
6 bestrahlt 125 7 69 24
unbestrahlt 40 10 85 5

Die Virusmortalitdten bei den mit unbestrahlten Viren der Selektionslinie in-
fizierten Kontrollraupen blieben recht konstant bei 85-92%, ein Indiz daftir, dass
die verwendete Sprithkonzentration von 10° VK/ml nicht zu hoch war und dass
wahrend der Selektion keine Selektion virulenterer Viren durchgefiihrt wurde.

Nach Bestrahlung von Viren sowohl des Grund- als auch des Selektionsstam-
mes ergab die Aktivitdtspriifung Regressionsgeraden von dhnlicher Steinheit, wo-
beijedoch beim selektionierten Isolat 5,6mal weniger Viren bendtigt wurden als bei
der Grundsuspension (Abb. 2).

Vergleichende Untersuchung von Selektions- und Grundstamm

Bei der Betrachtung von Viren beider Stimme im Phasenkontrastmikroskop
schien es vorerst, als ob bei den selektionierten Viren vermehrt tiberdurchschnitt-
lich grosse Viruskapseln vorkdmen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Dunnschnitten beider Isolate (s. 2.2.6.) ergaben aber eine statistisch gleiche Vertei-
lung der Kapselgrossen (Abb 3).

Auch der Dichtevergleich im kontinuerlichen Zuckergradienten (s. 2.2.5.) er-
gab keine Unterschiede; fiir beide Stimme wurde eine identische Lage der Virus-
banden festgestellt (Abb. 4).
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Abb. 2: Dosis-Mortalitdtskurven von Viren des Grund- (A) und des selektionierten Virusstammes
(B) nach UV-Bestrahlung wihrend 5 min.

Freilandpriifung der Virusstimme

Die Pathogenitiitstests mit freilandexponiertem Virusmaterial ergaben die in
Abb. 5 dargestellten Resultate. Wie die Wetterdaten der Meteorologischen Zentral-
anstalt (Tab. 2) zeigen, herrschte wihrend der ersten 12 Tage ununterbrochen scho-
nes, sonniges und warmes Wetter. Trotzdem blieb, bei Fernhalten des Sonnenlich-
tes durch Folien, die Aktivitét der Spritzbeldge beider Virusstimme wihrend 3 Wo-
chen voll erhalten. Fir die Verfahren 1-3 mit unbedeckten Apfeln trifft dies nicht
zu. Dabei konnte beim Grundstamm durch eine Erhohung des Milchpulverzu-
satzes auf 2%, gegeniiber dem Verfahren mit 1% Milchpulverzusatz lediglich wih-
rend der ersten 3 Tage eine statistisch signifikant erhohte Mortalitit erreicht wer-
den. Hingegen ergab der Selektionsstamm nach 3, 9 und 15 Tagen Exposition im
Freiland signifikant hohere Mortalitdtswerte als der Grundstamm. Bezliglich dieser
beiden Verfahren lieferte die Regressionsanalyse 2 parallele Kurven der Aktivitéts-
abnahme mit einer verdoppelten TS50 fiir den Selektionsstamm (Abb. 6).
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Abb. 3: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Diinnschnitten mit Viren des Grundstammes
(oben) und des selektionierten Stammes (unten).

2.1.4 Diskussion
Selektionsversuch
Bei jedem Selektionsvorgang, der ein bestimmtes Ziel verfolgt, miissen die
Versuchsbedingungen genauestens durchdacht werden, wenn verhindert werden

soll, dass bereits durch eine ungeeignete Versuchsanordnung die Selektion in eine
falsche Richtung gelenkt wird. Im Fall von L. pomonella muss das Virus frisch ge-
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Abb. 4: Dichtevergleich im kontinuierlichen Zuckergradienten von Viren des Grundstammes (G)
mit selektionierten Viren (S).

Mortalitat (%)

100 -
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25 1

*bezeichnet signifikante Unterschiede in Bezug auf Verfahren 1 mit P <0,05
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Abb. 5: Beeinflussung der Aktivitdt von Viren des Grund- und des Selektionsstammes durch Freiland-
bedingungen:

Verfahren 1: Selektionierte Viren, 1% Milchpulverzusatz

Verfahren 2: Viren aus Grundstamm, 1% Milchpulverzusatz

Verfahren 3: Viren aus Grundstamm, 2% Milchpulverzusatz

Verfahren 4: Selektionierte Viren, 1% Milchpulverzusatz, Abdeckung mit Folie

Verfahren 5: Viren aus Grundstamm, 1% Milchpulverzusatz, Abdeckung mit Folie.
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Abb. 6: Inaktivierung von Viren des Selektions- (A) und des Grundstammes (B) im Freiland.

schliipfte Larven toten, die sich in die Friichte einbohren wollen. Bei der Selektion
wurde deshalb diese Situation imitiert, da dies am ehesten einen Effekt in der ge-
wiinschten Richtung versprach. In diesem Sinne wurden als Testtiere Eilarven ver-
wendet, obwohl diese Jungstadien erfahrungsgemaéss bedeutend schwieriger zu ma-
nipulieren sind als dltere Stadien. Neben der leichten Verletzbarkeit der Tiere und
der problematischen Diagnose der Virustoten, machte sich besonders der grosse
Arbeitsaufwand fiir die Virusvermehrung bemerkbar, mussten doch nach jedem
Selektionsschritt mit den geringen Virusmengen, die die L, lieferten, Ly infiziert
werden. Desgleichen wurde die Bestrahlung der Viren auf dem natiirlichen Sub-
strat fiir die Eilarven durchgefiihrt, obwohl die Verwendung von Glasplatten anstel-
le von Apfeln arbeitsmaissig und in hygienischer Hinsicht einfacher gewesen wire.
Da im Freiland vor allem die langwellige UV-Strahlung (3°000-3’800 A) bis zur Erd-
oberfliache gelangt (BENER, 1963), der Rest aber grosstenteils vom atmosphérischen
Ozon absorbiert wird, ist fiir die Bestrahlung ausschliesslich langwellige UV-Strah-
lung verwendet worden. Abgesehen davon ist die kurzwellige Komponente (1°900-
3’000 A) bedeutend energiereicher und dadurch stirker inaktivierend (DAvID, 1969,
SMIRNOFF, 1972). Sie wurde aus diesem Grunde als fiir eine Selektionierung eher
ungeeignet betrachtet. Es sollte jedenfalls vermieden werden, dass durch einen all-
zu starken Selektionsdruck interessante Genkombinationen vorzeitig ausgeschaltet
und dadurch in unerwiinschtem Ausmass reduziert werden. Der rasche Selektions-
effekt innerhalb von nur 3 Selektionsschritten spricht allerdings dafiir, dass die er-
reichte UV-Resistenz wahrscheinlich auf einem einzigen genetischen Faktor oder
wenigstens nur einem eng gekoppelten Faktorenkomplex beruht. Welche spezifi-
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sche Eigenschaft den Selektionsstamm lichttolerant macht, konnte nicht herausge-
funden werden.

Sicher ausgeschlossen werden kann die Hypothese, die Resistenzsteigerung
beruhe auf einem verbesserten Strahlenschutz durch grossere oder dichtere Virus-
kapseln. Dieses Ergebnis passt zum Befund von IGNOFFo (1973), der bei diesbeziig-
lichen Versuchen mit dem Kernplyedervirus von Heliothis zea BoDDIE die lange
Zeit von manchen Autoren vertretene Meinung, das Kapselprotein vermoge das
Virion vor UV-Strahlung zu schiitzen (CANTWELL, 1967; R1VERS, 1967; SMIRNOFF,
1972), nicht bestétigen konnte.

Freilandpriifung der Virusstimme

Die Versuche im Freiland zeigen, dass die bereits festgestellte, erhohte Resi-
stenz der Viren des selektionierten Stammes gegeniiber kiinstlichem UV-Licht
auch eine erhohte Resistenz gegen das Sonnenlicht umfasst, wobei sich die Aktivi-
tatsabnahme, besonders wahrend der ersten 12 Versuchstage mit konstant sonni-
gem Wetter, von derjenigen des Grundstammes deutlich abzuheben vermochte.
Hingegen brachte die Verdoppelung des Milchpulverzusatzes keine deutliche Ver-
besserung der Viruspersistenz, konnte doch nur bis zum 3. Versuchstag ein ge-
sicherter Unterschied zu Verfahren 2 verzeichnet werden. Diese eher bescheidene
Zusatzwirkung ist mit den Kosten fiir die erhohte Milchpulverzugabe zu teuer er-
kauft, ganz abgesehen von Riickstanden der letzten Spritzung, die das Erntegut ver-
unstalten diirften. Diesbeziiglich gibt hingegen ein Gehalt von 1% Milchpulver in
der Spritzbrithe zu keinen Bedenken anlass.

Durch totale Abschirmung der Virusbeldge vor Sonnenlicht konnte die Akti-
vitit bei beiden Virusstimmen in vollem Umfang erhalten werden. Diese, gegen-
Uuber den Resultaten von KELLER (1973) bedeutend bessere Aktivitdtserhaltung
mag darauf zuriickzufithren sein, dass nicht einzelne Apfel, sondern ganze Frucht-
gehiinge mitsamt den dazugehorigen Astpartien lose mit Aluminiumfolie einge-
bunden wurden, wodurch zwischen der sonnenbeschienenen Folie und den darin
befindlichen Apfeln ein genligend grosser Luftraum erhalten blieb, dass keine vi-
rusinaktivierenden Temperaturen erreicht wurden. Der Versuch zeigt jedenfalls,

dass im Freiland keine Emanationen des Apfels oder der Blitter an der Inaktivie-
rung der Viren beteiligt sind.

2.2 VERSUCHE ZUR OPTIMIERUNG DER VIRUSAUSBEUTE MIT DIAPAUSEINDUZIERTEN
RAUPEN UND KUNSTLICH ERZEUGTEN Lg

2.2.1 Infektion von diapauseinduzierten Raupen mit Viren

Der Apfelwickler iiberwintert als diapausierende, ausgewachsene Raupe. In
der Nord- und Ostschweiz treten 50% der Tiere obligat (genetisch bedingt) in Dia-
pause, wihrend bei den restlichen 50% der Tiere fakultative Diapause durch Kurz-
tag ausgelost wird (WiLDBOLZ & RIGGENBACH, 1969). Der in unserem Institut ge-
zuichtete Stamm des Apfelwicklers ist zu liber 99% fakultativ diapausierend, wobei
bei einer Photoperiode von mehr als 16 Stunden pro Tag oder bei Dauerlicht prak-
tisch keine Tiere diapausieren. Fiir den in den Massenzuchten verwendeten Stamm
der Eidg. Forschungsanstalt Wadenswil gilt Ahnliches.

Versuche mit infizierten Raupen haben gezeigt, dass sich die meisten Tiere,
welche die Verpuppung noch einleiten konnen, ohne Symptome von Granulose
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normal entwickeln. Gelegentlich kommen zwar virose Puppen vor; ihr Anteil liegt
jedoch unter 0,1%. Fiir eine zuverlidssige Infektion von Langtagtieren wiren deshalb
Raupenalter und Viruskonzentration so zu wiihlen, dass die Verpuppung infolge ei-
ner gentigend fortgeschrittenen Pathogenese unterbunden wird. Bei einer Massen-
infektion bringt jedoch die Verwendung eines bestimmten Raupenstadiums
Schwierigkeiten mit sich, weil bei der Aufzucht der Larven die Entwicklung nur
schlecht synchronisiert werden kann (KELLER, 1973). Gleichermassen ist bei einer
heterogenen Stadienverteilung die Wahl einer bestimmten Infektionsdosis proble-
matisch, da ja moglichst viele Altersklassen der Raupenpopulation durch die Viren
in dem Sinne optimal infiziert werden sollen, dass eine moglichst grosse Viruspro-
duktion resultiert. Es wire deshalb vorteilhaft, wenn die Pathogenese nach der In-
fektion wahrend einer moglichst unbeschrinkten Inkubationszeit ablaufen konnte.
Dies liesse sich mit diapauseinduzierten Raupen verwirklichen, falls bei diesen eine
befriedigende Virusvermehrung tiberhaupt zustande kime. Wegen des stark ver-
lingerten letzten Larvenstadiums der diapausierenden Tiere miisste nimlich selbst
eine sehr geringe Infektionsdosis geniligend Zeit haben, um bei Lg eine akute Virose
auszuldsen. Anderseits wiirde moglicherweise die geringe Dosis bei Raupen des 4.
Stadiums ein so langsames Anlaufen der Krankheit bewirken, dass diese die Hau-
tung zur Ls noch vollziehen und die Tiere noch wachsen konnten, bevor sie an der
Virose zugrunde gingen. Neben der grundsétzlichen Frage, ob sich diapausierende
Raupen tiberhaupt infizieren lassen, interessierte deshalb vor allem, in welchem
Ausmass die Infektionsdosis im Vergleich zu Langtagtieren allenfalls reduziert wer-
den konnte. Zu diesem Zweck wurden L, aus Kurz- und Langtagzuchten (s. 1.1)
mit einer minimalen (6 x 10° VK/ml) und einer 100fach héheren Dosis durch
Zwangsfutterung infiziert (s. 1.3.1).

Die in Tab. 4 zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass diapauseinduzierte
Raupen infiziert werden konnen und dass dazu eine etwa 5mal niedrigere Infek-
tionsdosis benotigt wird als fiir die bei Langtag geziichteten Larven. Die kurztagbe-
dingte Verlingerung des Larvenstadiums bei den Diapausierenden bewirkt, dass
schon eine geringe Infektionsdosis von 600 VK pro L, 100% Mortalitit auslosen
kann.

Bei der Diagnose der Virustoten wurde ersichtlich, dass 5-15% der Tiere so-
wohl aus den Kurz- als auch den Langtagzuchten vor dem Absterben zwar keinen
Cocon mehr bilden konnen, sich aber doch noch einzuspinnen vermogen.

2.2.2 Das Spinnverhalten bei infizierten Raupen unter Kurztagbedingungen

Das Einspinnen viroser Raupen vor dem Absterben ist fiir die Virusgewin-
nung unvorteilhaft, da virose Kadaver nicht leicht aus den Gespinsten genommen
werden konnen, sondern hiufig zerfliessen. Dazu kommt, dass diapauseinduzierte
Larven eine intensivere Spinntéitigkeit entfalten als Langtagsraupen. Dies zeigt sich
auch im Umstand, dass der Cocon der ersteren dichter und grosser gesponnen wird
als jener der letzteren (HANSEN & HARwWooOD, 1968). Es wurde deshalb untersucht,
ob sich die Spinntitigkeit der diapauseinduzierten Ls eventuell reduzieren lasse,
wenn der Lichtregimewechsel und damit die Diapauseinduktion erst moglichst spit
vollzogen werde. In diesem Sinne wurden bei Langtag geziichtete Raupen des 4.
und 5. Stadiums im Tauchverfahren (s. 1.3.2) infiziert (10° VK/ml) und erst nach-
traglich unter Kurztagbedingungen weitergeztichtet.
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Tab. 4: Infektion 3 Tage alter L, aus Kurz- (KT) und Langtagzuchten (LT) durch Zwangsfiitterung.

Lichtregime Virus- N Virustote Ueberlebende
dosis Larven Diapausen Puppen
pro L4 in %* in % in %

KT 6 VK 47 41 59 -
LT 6 VK 51 11 = 89
KT 600 VK 44 100 & -
LT 600 VK 45 94 = 6

* Geschdtzte LDSO—Werte: KT = 7 - 9 VK/ml; LT = 40 - 50 VK/ml

Tab. 5: Einfluss des Zeitpunktes der Diapauseinduktion auf das Einspinnverhalten von Raupen (Infek-
tionsdosis 10° VK/ml; allgemein 100 % Mortalitit).

Stadium und Alter N Anteil Virustote unter
der Raupen L4 Gespinst
L4, 3 Tage 52 14 % 15 %
L5, 1 Tag 52 - 15 %

Der verzogerte Beginn der Kurztagbedingungen vermochte jedoch das Auf-
treten von Virustoten unter Gespinsten nicht zu reduzieren (Tab. 5). Bei einer End-
mortalitdt von 100% bei beiden Infektionsstadien vermochten 14% der jlingeren L,
keine Hautung mehr durchzumachen, was darauf hindeutet, dass die verwendete
Infektionsdosis eher etwas zu hoch war. Effektiv liess sich durch eine Senkung der
Viruskonzentration auf 10° VK/ml die L,-Mortalitit reduzieren (vergl. Tab. 6:
3 Tage alte L,).

2.2.3 Einfluss von Infektionsdosis und Raupenalter auf die Pathogenese

Da bei dem in Zuchten unvermeidbaren Stadiengemisch nur wenige Alters-
klassen durch eine Virusdosis optimal infiziert werden konnen, ist einmalige Infek-
tion von Raupenpopulationen problematisch. Ziel jeder Virusproduktionsmethode
muss es aber sein, mit dem geringsten Virusaufwand fuir die Infektion einen maxi-
mal grossen Ertrag zu erreichen, d.h. die Raupen sollten erst im vollig ausgewachse-
nen Zustand sterben. Dies wiirde aber gestaffelte Infektion der bestgeeigneten Rau-
penstadien und damit zwangslidufig das Sortieren des Tiermaterials voraussetzen,
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Tab. 6: Einfluss des Raupenalters und der Infektionsdosis auf die Pathogenese.

Virus- |
Sta- Alter, k(l)rnz_ N N’ Verlauf der Pathogenese L5-Anteil
dium Tage VK /bl (N' absolut! | in% *
15—
L5 3 107 32 |0 ! 100
N HD
1 ==
g 15—
10 36 10+ 100
5
159
1 107 36 10 100
: H 7
(=
151
F
105 27 10 100
5
_
7 =
L4 3 10 41 10 80b
5
5 e
10 44 104 91b
5
20+
7 15
1 10 40 | Ba
5
20+
154
105 42 . 17 a
5
: ; |'5 EB QIS Tage nach Infekt.

*GCleiche kleine Buchstaben bezeichnen nicht signifikante, verschiedene Buch-
staben signifikante Unterschiede mit P< 0,001
[ = Virustote L5, = Virustote L4, g - Mortalitadt durch Bakterien,

= Diapausierende

was sehr zeitaufwendig wire. Es wurde deshalb untersucht, ob sich bei diapausein-
duzierten Raupen durch optimale Kombination von Raupenalter und Infektions-
dosis der Spielraum der Pathogenese so erweitern liesse, dass ein Optimum an gros-
sen, virdsen Kadavern erreicht werden konnte. Zur Klirung der Versuchsfrage
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Tab. 7: Einfluss des Raupenalters und der Infektionsdosis auf das Gewicht virustoter Raupen.

Stadium Alter Virus- N Durchschnittsgewicht* Virusmorta-
in Konz. virustoter Raupen in litdt in %
Tagen VK/ml mg
L4 L5
X s X s**
L4 1 10° 42 30,0 + 7,0  *x* 100
L4 1 107 40 21,6 + 6,3 *ox ok 100
L4 3 157 44 *ox 73,8 + 13,1 b 100
L4 3 107 41 Kok 51,7 + 20,1 a 100
L5 1 10° 41 61,6 + 15,0 a 98
LS 1 107 36 53,7 + 13,7 a 100
L5 3 10° 36 64,4 + 8,2 a 61
L5 3 w! 3 60,2 + 7,8 a 75
* Gleiche, kleine Buchstaben bezeichnen nicht signifikante

Unterschiede, wdhrend verschiedene, kleine Buchstaben oder
deren Fehlen Signifikanz mit P <0,05 bezeichnen.

*¥* s = Streuung

*** P{ir die Auswertung zu geringe Raupenanteile (vergl. Tab. 6)

wurden je 2 diapauseinduzierte Altersklassen von L, bzw. Lg durch Tauchen in Vi-
russuspension mit 10° und 107 VK/ml infiziert.

Abgesehen von den beiden Varianten mit 3 Tage alten Ls und der Variante
von 1 Tag alten Ls, die mit einer Konzentration von 10° VK/ml infiziert wurden,
fiihrten die verwendeten Viruskonzentrationen durchwegs zu 100% Mortalitat
(Tab. 6: Diapausierende; Tab. 7). Wie Tab. 6 zeigt, beeinflusst das Alter der Raupen
beim Infektionszeitpunkt sowohl die Intervallinge als auch den Verlauf des Abster-
bens, vor allem bei den Varianten mit 3 Tage alten Ls. Eine Verzogerung des Infek-
tionszeitpunktes um 1 bis 2 Tage bei den L, ergab einen bedeutend hoheren Anteil
von Ls. Hingegen zeigten verschiedene Infektionsdosen bei gleichaltrigen L, nur
tendenzmaissig erhohte Ls-Anteile. Zwecks Abschitzung des Virusertrages wurden
die Raupenkadaver gewogen (Tab. 7). Dieses Vorgehen ist insofern gerechtfertigt,
als bei offensichtlicher Virose Raupengewicht und Virusertrag befriedigend kor-
reliert sind. Bei allen Verfahren lieferte die niedrige Infektionskonzentration hohe-
re Kadavergewichte, wobei das Verfahren mit 3 Tage alten L,, die mit 10° VK/ml
infiziert wurden, die schwersten Tiere ergab und somit eine besonders grosse Virus-
ausbeute versprach. Die Gewichtsverhiltnisse bei den als L, und Ly gestorbenen
Larven zeigen zudem, dass Kadaver durchschnittlich doppelt so schwer werden,
wenn der Tod erst in einem spiteren Stadium eintritt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es bei einmaliger Tauchinfek-
tion vorteilhaft ist, wenn sich die infizierte Population grosstenteils aus reifen, 2 bis
3 Tage alten L, und jungen, maximal 1,5 Tage alten Ly zusammensetzt. Dabei darf
der Anteil reifer L, zum Infektionszeitpunkt etwas liberwiegen, wenn man bedenkt,
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dass nicht mehr alle 3 Tage alten Ls infiziert werden konnen. Die im Versuch ge-
fundenen Mortalititswerte deuten an, dass die Virusmenge fiir die Tauchinfektion
den Wert von 10° VK/ml nicht iibersteigen soll.

2.2.4 Nahrungsentzug bei infizierten Raupen

Bei der Verwendung von L, und Ls fiir die Infektion liegen Raupen vor, die
keineswegs ausgewachsen sind. Ein maximales Raupenvolumen kann deshalb nur
erreicht werden, wenn nach der Infektion weiterhin Nahrung geboten wird. Diese
durchgehende Flitterung bringt jedoch einen erheblichen Arbeitsaufwand mit sich,
da die Kadaver kurz nach dem Absterben tiglich eingesammelt werden miissen.
Andernfalls zerfliessen sie auf dem Medium, wobei ein Grossteil der Viren verloren
geht. Der grosse Arbeitsaufwand beim tiglichen Einsammeln liesse sich reduzie-
ren, wenn die Raupen in einem Arbeitsgang, gleich anschliessend an die Infektion
vom Medium getrennt wiirden. Die virosen Kadaver konnten auf diese Weise ge-
samthaft nach dem Absterben aller Raupen gewonnen werden.

Nachdem Untersuchungen von SCHNYDER (1967) gezeigt haben, dass die Ent-
wicklung einer Kernpolyedrose in Sterrha seriata (SCHRCK.) beeintrichtigt wird,
wenn die Raupen nach der Infektion nicht weitergefiittert werden, wurde in einem
erginzenden Versuch abgeklirt, ob auch bei L. pomonella die Virusproduktion in
dhnlichem Ausmass durch den Nahrungsentzug betroffen werde.

Zu diesem Zweck wurden L, und Ls durch Eintauchen in eine Virussuspen-
sion (5 x 10° VK/ml)) infiziert, anschliessend vom Medium entfernt und in einer
feuchtigkeitsgesittigten Atmosphire gehalten. Die feuchte Umgebung sollte den
Gewichtsverlust durch Transpiration reduzieren. Als Kontrolle wurden sonst
gleichbehandelte Tiere nach der Infektion weitergefiittert.

Die bewusst hoch gewilhlte Infektionsdosis konnte sich bei Nahrungsentzug
in keinem Fall vollstindig durchsetzen (Tab. 8). Zudem liegen die Mortalitdtswerte
durchwegs tiefer als bei den geflitterten Kontrollen. In allen Féllen waren die Kada-

Tab. 8: Beeinflussung der Mortalitit durch Nahrungsentzug nach der Infektion.

Stadium Alter Virus- Virustote Raupen in %
Tage Konz. mit Nahrung ohne Nahrung
VK/ml

L4 3 5.10° 100 75
N = 42 N = 40

L5 % 5-106 100 83
N = 39 N = 41

L5 2 5-106 86 66
N = 42 N = 44
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ver auch sehr leicht. Die Ergebnisse zeigen, dass eine optimale Virusvermehrung
nur moglich ist, wenn den Raupen nach der Infektion Nahrung geboten wird.

2.2.5 Infektion von Lg mit Viren

Da der Virusertrag durch das Volumen des virésen Kadavers massgebend be-
einflusst wird, ist es naheliegend, bereits bei der Infektion moglichst grosse Raupen
zu verwenden. Maximale Raupenvolumina konnen beispielsweise erreicht werden,
wenn Raupen durch Applikation von Juvenilhormon zu einer zuséatzlichen Larven-
hautung gezwungen werden. Zur Abklidrung ob und in welchem Ausmass sich die
Ubergrossen Lg iberhaupt mit Viren infizieren lassen, wurden solche durch einma-
lige, topikale Applikation (50 pg) des Juvenilhormonmimetikums Altosid® bei
frisch gehéduteten Ly geziichtet. Von 35 Ls wurden 20 durch das tibliche Tauchver-
fahren, der Rest mittels Zwangsfiitterung infiziert. In beiden Fallen wurde die glei-
che Virussuspension (10 VK/ml) verwendet.

Trotz hoher Infektionsdosis starben bei beiden Verfahren nur rund die Hilfte
der Tiere an Virose (Tab. 9). Immerhin zeigen die Versuche, dass sich L mit Viren
infizieren lassen. Der Aufwand an Virusmaterial und Arbeit wire jedoch viel zu
gross, denn Ls ergeben nach Infektion mit einer 100mal geringeren Virusmenge
98% Mortalitit (Tab. 7). Wie die Tab. 4 zeigt, konnte eine entsprechende Mortalitét
bei diapauseinduzierten L, durch Zwangsfiitterung mit Viren sogar schon mit einer
1670mal geringeren Dosis erreicht werden.

2.2.6 Diskussion

Nach den vorliegenden Resultaten eignen sich diapauseinduzierte Raupen
gut fiir die Infektion mit dem Granulosisvirus. Ein maximaler Virusertrag ldsst sich
aber nur dann erreichen, wenn die Infektionsstadien und die Viruskonzentration
gut aufeinander abgestimmt sind. Neben der vorziiglichen Eignung von jungen Lg
konnen fiir die Infektion auch L,-Stadien verwendet werden, doch sollen dabei
nicht, wie von KELLER (1973) empfohlen, in erster Linie frisch gehdutete, sondern
mit Vorteil ausgewachsene L, infiziert werden. Erstere sterben viel zu hiufig bereits

Tab. 9: Infektion von L; mit Viren

Infektion N Mortalitdt Mortalitdt Puppen Halbpuppena

107 VK/ml Virose Bakterien
Tauchen 20 9 3 1 7
Injektionb 15 6 4 2 3

a Uebergangsstadien mit teils larvalen, teils puppalen Merk-
malen

Zwangsfitterung durch perorale Mikroinjektion
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als L,, wiahrend sich die alteren L4 nach der Infektion meistens hdauten und Ls mit
maximalem Kadavergewicht ergeben. Der Vorschlag, bei der Infektion besonders
geeignete Stadien zu verwenden, setzt natlirlich voraus, dass durch Beobachtung
der Raupenpopulation der Infektionszeitpunkt moglichst optimal getroffen wird
(s.2.3).

Die Spinntatigkeit bei diapauseinduzierten Raupen im fortgeschrittenen letz-
ten Stadium ist von untergeordneter Bedeutung, da sich der an und fiir sich schon
bescheidene Einspinnprozentsatz von 5-15% durch vermehrte Verwendung von
L,-Infektionsstadien noch reduzieren lédsst. Bei diesen wird durch das frithe Anlau-
fen der Virose die Spinntitigkeit im folgenden 5. Stadium so stark gehemmt, dass
sie nicht mehr storend in Erscheinung tritt. Schwerwiegender ist der Umstand, dass
Raupen nach der Infektion weitergeflittert werden missen. Der daraus resultieren-
de Mehraufwand scheint jedoch gerechtfertigt, wenn man bedenkt, wie drastisch
der Virusertrag bei Nahrungsentzug sinkt.

Der Einsatz von Lg-Larven kommt fiir eine Virusproduktion kaum in Frage,
da trotz grosser, viroser Kadaver auch bei sehr hohen Infektionsdosen keine befrie-
digende Mortalitdt erzielt werden konnte. Zudem darf nicht ibersehen werden,
dass die Applikation von Juvenilhormon einen zusatzlichen Aufwand an Arbeit
und Material darstellt.

2.3 AUFBAU EINER MASSENZUCHT IM HINBLICK AUF DIE PRODUKTION VON VIREN

Die Vermehrung des spezifischen GV durch Infektion von Apfelwicklerrau-
pen ist zur Zeit die einzige Methode, die es erlaubt, das Pathogen in grosseren Men-
gen herzustellen. Untersuchungen von H.G. MILTENBURGER (miindl. Mitt.) haben
niamlich gezeigt, dass das Virus in Apfelwickler-Zellinien mcht repliziert. Uber-
haupt scheint die Produktion von GV in vitro besondere Schwierigkeiten zu berei-
ten, da es bis anhin lediglich gelungen ist, NPV in permanenten Zellinien zu produ-
zieren (GARDINER & STOCKDALE, 1975, MILTENBURGER et al., 1977). Beim Apfei-
wickler sind die Voraussetzungen zu einer Virusproduktion in vivo insofern giinstig,
als fir die genetische Bekdmpfung durch Freilassung steriler Méidnnchen bereits
Massenzuchtmethoden entwickelt worden sind. Bei dieser Methode werden sehr
grosse Faltermengen bendtigt (WiLDBoLZ & Mani, 1975). Ausdiinnungs-A pfel als
natiirliches Substrat fiir die Massenzucht von Apfelwicklern wurden besonders in
den USA verwendet (HAMILTON & HATHAWAY, 1966). Obwohl die Methode auf
Grund des geringen Zeitaufwandes lange Zeit praktiziert wurde (HATHAWAY, 1967),
kommt deren Verwendung fiir die Virus-Grossproduktion nicht in Frage, da die In-
fektion der Raupen im Apfel drin praktisch unmoglich sein durfte.

Im Bestreben, von Zuchtipfeln unabhingig zu werden, wurden verschiedene
semisynthetische Medien fiir die Zucht von Apfelwicklerraupen zusammengestellt
(REDFERN, 1964; NvaoN, 1968; SENDER, 1969), wobei man vorerst der Ansicht war,
dass die Raupe zu einer optimalen Entwicklung Apfelfleisch, zumindest jedoch die
Keme der Frucht bendtige. Schliesslich zeigte es sich jedoch, dass das Weglassen
von Apfelbestandteilen den Zuchterfolg keineswegs schmilert (Rock, 1967;
SCcHMID-MATTENBERGER, 1968; SENDER, 1970). Diese Erkenntnis ist bedeutungsvoll
bei der Verwendung von Massenzuchtmedien, werden doch durch Weglassen von
Apfelbestandteilen ldstige Infektions- und Vergiftungsquellen im Medium stark re-
duziert.
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Die ersten Massenzuchten des Apfelwicklers wurden schliesslich von BRIN-
TON et al. (1969) in Kanada aufgebaut. Sie modifizierten dazu ein Medium, das von
IoNoFFo (1963) fiir die Zucht von Trichoplusia ni HUEBNER entwickelt worden war.
Interessant am Medium von BRINTON ef al. ist, dass der teure Agar durch Sagemehl
ersetzt wurde und die Zucht in offenen Schalen erfolgen konnte.

Leider eignen sich diese gross angelegten Zuchten nur bedingt zur Produk-
tion von Viren, da die dabei verwendeten Zuchtmedien spezifisch auf die Gewin-
nung von vitalen Faltern ausgerichtet sind, welche das Substrat erst verlassen, wenn
die Entwicklung abgeschlossen ist, d.h. wenn die Tiere nicht mehr mit dem Granu-
losisvirus infiziert werden konnen. Die Infektion muss jedoch spatestens im friihen
5. Stadium erfolgen, wenn die Raupen noch im Medium leben. Bei einer Massen-
zucht zur Produktion von Viren dient deshalb die volle Entwicklung eines Teils der
Tiere bis zum Falter lediglich der Erhaltung der Grundzucht, aus welcher die fir
die Virusvermehrung bendétigten Raupen fortwihrend abgezweigt werden. Wenn
diese Raupen das giinstigste Infektionsalter erreicht haben, sind sie noch nicht be-
reit das Medium selbsttitig zu verlassen. Sie missen zwecks Infektion entweder
vom Medium getrennt oder aber in diesem infiziert werden. Diese angedeuteten
Schwierigkeiten mogen zeigen, dass der Wahl des Zuchtmediums im Zusammen-
hang mit der Produktion von Viren grosse Bedeutung zukommit.

Im Hinblick auf die Produktion von Viren wurden folgende Zuchtmedien des
Apfelwicklers beziiglich deren Eignung miteinander verglichen:

Medium 1: Das bereits erwiahnte Einzelzuchtmedium auf Agarbasis nach HUBER
etal., (1972)

Medium 2: Eine von Drs. E. Man1 und TH. WiLbBoLz an der Eidg. Forschungs-
anstalt Widenswil entwickelte Modifikation des Massenzuchtmediums
von BRINTON et al., (1969) (WiLDBoLZ & MaNI, 1971).

Da die Zusammensetzung der beiden Medien und auch deren bisherige Verwen-

dung sehr verschiedenartig ist, kann es nicht verwundern, wenn sie im Zusammen-

Tab. 10: Vergleichende Betrachtung von Medium 1 und 2 beziiglich Eignung zur Virusproduktion.

Vorteile Nachteile
Medium 1 Geschlossenes Lediglich in Einzel-
Zuchtsystem zuchten erprobt

Raupenentwicklung
auf bzw. dicht

unter der Medium-

oberfldche
Medium 2 Verwendung in Offenes Zucht-
Massenzuchten system

Raupenentwicklung

im Medium drin
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hang mit der Methodik zur Virusproduktion Vor- und Nachteile aufweisen
(Tab. 10). Das erste Medium ist relativ teuer und wurde nie fur die Massenzucht ge-
testet. Es hat jedoch den Vorteil, dass sich die Raupen gewohnlich nicht in das Me-
dium einbohren, so dass sie, wenn sie das fiir die Infektion giinstigste Stadium er-
reicht haben, leicht zuginglich sind. Dies gilt nicht fiir das zweite Medium, das sich
dafiir bereits fiir Massenzuchten bewihrt hat.

2.3.1 Versuche zur Wahl des Massenzuchtmediums
Versuche mit dem Medium auf Agarbasis

Bei dem lediglich in Einzelzuchten erprobten Agarmedium musste in erster
Linie abgekliart werden, ob dessen Verwendung auch in einer Massenzucht in Fra-
ge komme.

Durchsichtige Acetatschachteln mit Deckel (200 x 200 x 35 mm) wurden
6-8 mm hoch mit Medium beschichtet. Durch den Einsatz eines Kartonrasters mit
144 quadratischen Einheiten (16 x 16 x 15 mm) wurde die Mediumoberfliache in
einzelne Kompartimente unterteilt, wodurch der Kannibalismus der wanderfreudi-
gen Eilarven reduziert werden konnte. Die Zuchtbedingungen entsprachen sonst
denjenigen gewohnlicher Einzelzuchten (HUBER et al., 1972), wobei allerdings den
hygienischen Verhiltnissen erhohte Aufmerksamkeit geschenkt wurde. Neben der
tiblichen Eiblatt- und Materialdesinfektion wurden die Rastereinsitze aus Karton
mit Paraffin beschichtet, wodurch Pilzsporen am Karton als Infektionsquellen weit-
gehend eliminiert werden konnten. Samtliches Zuchtmaterial, das mit dem Me-
dium in direkte Beriihrung kam, wurde in einer sterilen Impfkammer aufbewahrt.
Ebenso wurde das Beschichten und Offnen der Acetatbehilter unter sterilen Bedin-
gungen vorgenommen. Diese intensiven, hygienischen Massnahmen waren not-
wendig, weil sich sonst bereits nach dreitagiger Raupenentwicklung vereinzelte
Bakterienkolonien auf den Medien entwickelten.

Die intensiven Desinfektionsmassnahmen erflillten die in sie gesetzten Er-
wartungen aber nur teilweise. Bakterieninfektionen konnten wohl total eliminiert
werden, doch traten bereits nach siebentigiger Zucht erste Kolonien von Aspergil-
lus niger auf, die iiberdies von den Raupen relativ rasch verschleppt wurden. Die
geschlossenen Zuchteinheiten schliessen wohl die Umgebungsluft als Infektions-
quelle grosstenteils aus, doch herrscht in den Zuchteinheiten selbst ein sehr feuch-
tes Klima, das Pilzinfektionen sehr beglinstigt. Infektionsversuche deuteten darauf
hin, dass die Primérinfekte grosstenteils von den Eibléittern ausgehen. Bezogen auf
die angesetzten L, lieferte die Zucht im Durchschnitt einen Falterertrag von 40%.

Versuche mit dem Massenzuchtmedium der Eidg. Forschungsanstalt Wadenswil

Die Produktion von bisher nahezu 1 Mio. Faltern wihrend der letzten 3 Jahre
mag beweisen, dass mit dem zweiten Medium unter nicht sterilen Zuchtbedingun-
gen in offenen Schalen mit Erfolg geziichtet werden kann (WiLbBoLZ & MANI 1971,
1975). Selbstverstandlich miissen auch bei diesem System die hygienischen Ver-
hiltnisse streng kontrolliert werden, doch ist die Kontaminationsgefahr bei diesem
Medium recht klein. Bakterieninfektionen fehlen gidnzlich und Verpilzung setzt nur
dann ein, wenn infolge ungeniigender Kontrolle die Sporendichte in der Umluft zu
hoch wird oder aber die Feuchtigkeitsverhiltnisse nicht richtig angepasst sind. Der
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letzte Punkt ist wichtig, denn die relativ geringe K ontaminationsgefahr bei Medium
2 ist grosstenteils auf die oberflichliche Austrocknungsschicht zuriickzufiihren.

Leider vollzieht sich die Raupenentwicklung fast vollstandig im Innern dieses
Mediums, so dass die infektionsbereiten Tiere vorerst von diesem separiert werden
miissen. Diesbeziigliche Versuche haben aber gezeigt, dass mit Wirme ein
befriedigender Prozentsatz der Raupenpopulation aus dem Medium getrieben
werden kann (s. 2.4.1).

Die vergleichenden Versuche fiihrten zum Schluss, dass die einfachere Kon-
trolle der Zuchthygiene des Mediums 2 von so ausschlaggebender Bedeutung sei,
dass sich der Aufwand fiir das Austreiben der infektionsbereiten Raupen dafur
rechtfertige.

Grundmethodik der Massenzucht

Die Publikation der in der Forschungsanstalt Wiadenswil entwickelten Metho-
de wird vorbereitet (ManI1, 1978). Zum besseren Verstindnis der folgenden Versu-
che wird sie hier nur kurz erldutert.

Das Zuchtmedium auf Sdgemehlbasis wird in einem heizbaren Rihrwerk zu-
bereitet und anschliessend in Portionen zu 2.5 kg in Zuchtschalen (36 x 30 x 5 ¢cm)
abgefiillt. Dies ergibt eine Schichtdicke des Mediums von ca. 25 c¢cm. Zur
Verlangsamung des Austrocknungsprozesses wird die Mediumoberfliche mit
einem Paraffinfilm versehen (HowgLL, 1967). Die Medien werden nach 3 Tagen
mit Streifen aus Wachspapier mit schliipfreifen Eiern des Apfelwicklers belegt. Es
wird darauf geachtet, dass je Zuchtschale 800-1000 Eier vorhanden sind. An-
schliessend werden die Schalen in einen Zuchtraum von 26 °C und 70-90% rH
gebracht. Nach dem Schliipfen bohren sich die Eirdupchen in das Medium ein, wo
sie sich nach vollzogener Raupenentwicklung verpuppen. Die Gestelle mit den
Zuchtschalen werden zu diesem Zeitpunkt mit Winden umgeben und die schli-
pfenden Falter werden mit Hilfe von Licht und bewegter Luft gesammelt. Zur
Eiablage werden die Falter in eine spezielle Vorrichtung gebracht, wo sie die Eier
auf glattes Wachspapier ablegen.

Im folgenden wird die Grundzucht als Massenzucht- bzw. Raupenproduk-
tionseinheit bezeichnet.

2.3.2 Festlegung der Zuchtbedingungen fiir eine Massenzucht zur Virusgewinnung
Die Bedeutung der Mediumstruktur

Beim Aufbau einer Massenzucht mit dem Medium auf Sdgemehlbasis zur
Virusgewinnung konnen die an der Eidg. Forschungsanstalt Widenswil
angewendeten Zuchtbedingungen nicht vorbehaltlos tibernommen werden, da auf
Grund der apparativen Einrichtungen, die je nach Labor sehr verschieden sein
konnen, die fein aufeinander abgestimmten Zuchtbedingungen kaum auf Anhieb
kontrollierbar sind. In diesem Zusammenhang haben eigene Erfahrungen gezeigt,
dass Anpassung und Fixierung der verschiedenen Zustandsgrossen auf eine
definierte, horizontale Schichtung im Medium ausgerichtet sein miissen.

Eine optimale Schichtung des Mediums, wie in Abb. 7 dargestellt, ist flir die
Anzucht der Raupen von grosser Bedeutung. Die oberflachliche Trockenschicht,
die bei kontrollierter Zuchthygiene weitgehenden Schutz vor Bakterien- und Pilzin-
fektionen bietet, soll moglichst diinn sein, da einerseits die in diesem Bereich
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Mediumdicke Raupenanteil

Q

(mm) (%)
55 Deckschicht, rel. trocken 10 = 15
1577 Mittelschicht, knetbar, 60 - 65
rétlichbraun
10 A
5 - Grundschicht, rel. feucht, 25 - 30
klebrig-knetbar, hell

Abb. 7: Verteilung der Raupen in einem Medium mit optimaler Schichtung.

lebenden Raupen relativ klein bleiben und andererseits durch eine Ausdehnung
der Trockenschicht die Dicke der fiir die Raupenentwicklung wichtigen feuchten
Schichten reduziert wiirden. Die mittlere Mediumschicht mit knetbarer Konsistenz
und rotlichbrauner Farbung beherbergt den grossten Teil der Raupenpopulation
und soll demzufolge mindestens 10 mm dick sein. Die ebenfalls knetbare, jedoch
heller gefirbte, klebrige Grundschicht dient als Wasserreserve zur Befeuchtung der
Mittelschicht. Die hellere Fiarbung der Grundschicht beruht auf dem hohen
Wassergehalt, der dem Luftsauerstoff den Zutritt erschwert. Obwohl sich die
Raupen hauptsiachlich in der mittleren Schicht aufhalten, weist doch praktisch jeder
Fressgang eine Fortsetzung in die sehr feuchte Grundschicht auf.

Beeinflussung der Mediumstruktur durch nassere Zubereitung

Ein um 20% erhdhter Wasserzusatz bei der Mediumbereitung erleichtert
nicht nur das Abfiillen der Zuchtschalen, sondern ldsst auch bei tolerierbarer
Austrocknung der Mediumsoberfliche eine Reduktion der relativen Feuchtigkeit
der Umgebungsluft von 90-95% auf 80-85% rH =zu, was die Gefahr von
Pilzinfektionen sehr stark senkt. Leider ldsst dabei aber auch die Schichtung des
Mediums zu wiinschen iibrig, da die nasse Grundschicht auf Kosten der wichtigen
Mittelschicht zu machtig bleibt. Dies hat zur Folge, dass die Austreibrate der
Larven abnimmt. Zudem macht es den Anschein, dass latente Virosen durch rela-
tiv nasse Medien aktiviert werden.

Obwohl deshalb eine Kontrolle des Austrocknungsprozesses iiber erhohte
Wasserzugabe bei der Mediumbereitung nicht in Frage kommt, brachten diese
Versuche doch den Hinweis, dass eine relativ niedrige Luftfeuchtigkeit jegliches
Pilzwachstum zu unterdriicken vermag.

Beeinflussung der Mediumstruktur
durch Abdeckung und Wasserzufuhr wihrend der Anzucht

Da eine relativ niedrige Luftfeuchtigkeit das Verpilzungsproblem weitgehend
zu losen vermag, diirfte es sich lohnen, den damit verbundenen beschleunigten
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Austrocknungsprozess unter Kontrolle zu bringen. Abgesehen von einer relativ
nassen Mediumbereitung, kann der Wassergehalt im Medium durch Abdeckung
der Zuchtschalen bzw. durch Wasserbeschickung wihrend der Anzucht beeinflusst
werden.

Bei der relativen Luftfeuchtigkeit von 80-85% wurden neben 2 offen gehalte-
nen Zuchtschalen zwei Einheiten sofort nach dem Einfiillen des Mediums mit
Cellophanfolie abgedeckt. Bei 2 weiteren Schalen wurde iiber einen perforierten
Doppelboden sieben Tage nach dem Schliipfen der L, von unten her 50 ml Wasser
an das Medium abgegeben.

Nach 14 Tagen wurden bei allen 3 Verfahren die Medien sowie die darin
befindlichen Raupen untersucht. Im Zusammenhang mit der relativ niedrigen Luft-
feuchtigkeit konnte lediglich beim Verfahren mit Abdeckung eine einigermassen
gute Struktur des Mediums verzeichnet werden. Beim offenen Medium hatte sich
eine zu maichtige Austrocknungsschicht gebildet, wogegen die Medien bei der
Wasserbeschickung, infolge der unterschiedlichen Kapillaritit der Mittelschicht,
teilweise durchnisst wurden, was die Entwicklung von Pilzen an der Oberfliche
begiinstigte. Die in Tab. 11 aufgefiihrten Resultate zeigen, dass die Raupen in abge-
deckten Zuchtschalen, trotz einer akzeptablen Mediumstruktur, sehr schlecht
gedeihen, was sich sowohl im geringen Gewicht, als auch am hohen Anteil der im
Medium tot aufgefundenen Raupen dussert.

Beeinflussung des Austrocknungsprozesses
durch Paraffinierung der Mediumoberfliche

Nach der Empfehlung von HowgLL (1967) wird bei der Zubereitung des
Zuchtmediums als abschliessende Massnahme die Mediumoberfliche mit einem
diinnen Paraffinfilm versehen, indem warmes, fliissiges Paraffin auf das Medium
gespriitht wird. Diese Schutzschicht kann jedoch bei einer relativen Luftfeuchtigkeit
von nur 80-85% den oberflichlichen Austrocknungsprozess nur ungentigend ver-
zogern. Es wurde deshalb gepriift, ob der gewlinschte Austrocknungsgrad durch
stiarkere Paraffinierung erreicht werden konne.

Niedrig schmelzendes Paraffin (Smp. ca. 50 °C) wurde auf 70 °C erhitzt und
mit einem gldsernen Sprithkopf in 3 Schichtdicken auf je 2 Zuchtmedien aus 30 cm
Abstand gespriiht. Bei der diinnsten Wachsschicht wurden 6 Streifen appliziert,

Tab. 11: Beeinflussung der Raupenentwicklung durch Abdecken der Medien bezw. Wasserzufuhr von
unten. (Zuchtbedingungen 28°C, 80-85% r.H.)

Verfahren N Raupengewicht Mortalitat
nach 14 Tagen in g (%)
Abdeckung 86 9,4 + 5,3 28
Wasserzufuhr 92 34,1 + 11,4 5
unbedeckt 81 30,6 + 12,4 4
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wobei die Sprithdauer fiir jeden einzelnen Streifen 4 Sekunden betrug. Die beiden
anderen Wachsfilme setzten sich aus 12 bzw. 18 Streifen zusammen. Die Einhal-
tung eines Sprithabstandes von 30 c¢m ist insofern wichtig, als die beim Verlassen
der Diise fliissigen Wachstropfchen als feste Teilchen auf dem Medium auftreffen
sollen, da die Wachsschicht keineswegs hermetisch abschliessen, sondern einen
gewissen Gasaustausch zwischen Luft und Medium erlauben soll.

Aus den Ergebnissen in Tab. 12 geht hervor, dass die Austrocknung bzw.
Schichtung der Medien durch verschieden dichte Paraffinfilme beeinflusst werden
kann, wobei der Vergleich der 3 Verfahren zeigt, dass bei Applikation von 12
Paraffinstreifen das Medium am ehesten die anzustrebende Idealschichtung erhélt.

Tab. 12: Beeinflussung der Mediumstruktur durch verschieden dicke, oberflichlich applizierte
Paraffinfilme.

Anzahl Deckschicht Mittelschicht Grundschicht
Sprithungen (mm) (mm) (mm)

6 Streifen 4 - 5 9 = 10 5 -6
12 Streifen 3 - 4 9 - 10 6 - 7
18 Streifen 3 - 4 8 — 9 8§ - 9
Idealstruktur 3 - 4 10 - 11 7 - 8

Einfluss von Luftfeuchtigkeit und Paraffinierung
auf die Eientwicklung und den Puppenertrag

Durch Applikation einer geeigneten Paraffinmenge kann bei konstanter Luft-
feuchtigkeit eine optimale Mediumstruktur reproduziert werden, was fur die Ent-
wicklung einer ergiebigen Raupenpopulation beste Voraussetzungen schaffen
sollte. Sicherheitshalber wurde dennoch untersucht, inwiefern der verstiarkte ober-
flichliche Wachsfilm die Raupenentwicklung vom Ei bis zur Puppe beeinflusst.

Nach Auszihlung der Eier auf Eibldttern und Belegung der Medien mit
diesen, wurden je 2 Zuchtschalen bei 65 bzw. 85% rH inkubiert, wobei jeweils eine
der beiden Schalen mit 12 Wachsstreifen behandelt worden war.

Die in Tab. 13 aufgefiihrten Resultate zeigen, dass die Schliipfrate der L,
durch relativ hohe Luftfeuchtigkeit verbessert werden kann, wihrend der Paraffin-
film die Aufwachsrate positiv beeinflusste. Moglicherweise wirkt die Paraffinierung
bei hoherer Luftfeuchtigkeit tiberdies der Verpilzungsgefahr entgegen.

Notwendigkeit einer definierten Luftfiihrung wihrend der Raupenanzucht

Bei der Installation einer Massenzucht bereitet die Festlegung einer
geeigneten Luftumwilzung in den Zuchtrdumen am meisten Schwierigkeiten
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Tab. 13: Einfluss von Paraffinierung (12 Streifen) und Luftfeuchtigkeit auf das Schliipfen der Eilarven
und den Puppenertrag.

Paraffin rel. Luft- Ansatz geschliipfte Puppen
feuchtigkeit Eier Eilarven (L)
2 N % von N % von L
+ 65 1468 GgeE 289
= 65 1780 592 20°
+ 85 1775 71b 29d
- 85 1672 64°C £
a-e

Gleiche Buchstaben bedeuten keine, ungleiche Buchstaben je-
doch statistisch gesicherte Unterschiede mit P < 0,05.

Das Zuchtmedium musste wegen Verpilzung eliminiert werden.

(Dr. E. Mani, pers. Mitt.). Eigene Erfahrungen haben gezeigt, dass konditionierte
Luft bei zu rascher Zirkulation die Medien in kurzer Zeit austrocknet, wihrend zu
geringe Luftbewegung bei den offenen Medien unweigerlich zu Pilzbesatz fiihrt.
Dies zeigte sich besonders eindriicklich beim Versuch, eine Massenzucht in
klimatisierten Einheiten ohne Luftumwilzung anzusetzen. Da die Luft lediglich in
Abhingigkeit vom sporadischen Dampfeinlass bewegt wurde, sonst aber iiber den
Medien stagnierte, konnten selbst durch Praventivmassnahmen, wie Mediumberei-
tung bei hoherer Temperatur und Abschirmung der Medien von der Laborluft
durch Plasticvorhidnge, die Verpilzung nicht verhindert werden. Da am Entomolo-
gischen Institut der ETH keine Klimaanlage mit regelbarer Luftfiihrung zur Verfii-
gung stand, wurden die Massenzuchteinheiten in eine Klimakammer mit konstant
28 °C gebracht, in der die Luftbefeuchtung durch dusserst feines Versprithen von
Wasser (Defensor, Typ 3001) erfolgte. Dies erwies sich als dusserst vorteilhaft. Im
Gegensatz zur Luftbefeuchtung mit Wasserdampf wird bei dieser Befeuchtungs-
methode die Mediumoberfliche andauernd mit kleinen Wassertropfchen beliefert,
was den Austrocknungsprozess auch bei 80-85% rH verlangsamt. Die Forderlei-
stung des Befeuchters war so eingestellt, dass das Gerit fiir die Aufrechterhaltung
der gewiinschten Luftfeuchtigkeit fast andauernd in Betrieb stand und daher

gleichzeitig als Ventilator eine geeignete Luftbewegung iiber den Medien zustande
brachte.

2.3.3 Durchfiihrung der Massenzucht

Die Zuchtmethodik wurde, mit Ausnahme der folgenden Modifikationen,
von Dr. E. MaNI libernommen. Zur Verhinderung von Primirinfektionen durch
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Pilze wurden die Trigerstoffe Sigemehl und Papiermasse wihrend zehn Minuten
in einem Rithrwerk mit Dampfzufuhr statt mit 110 © mit 150 °C Kesseltemperatur
beheizt. Die Paraffinierung der Medien wurde, entsprechend den Ergebnissen des
unter 2.3.2 beschriebenen Versuches, verstirkt. Unmittelbar nach dem Abfiillen
des Mediums wurden die Zuchtschalen wihrend zwei Tagen bei 15 °C und 40% rH
gelagert, wodurch eine optimal diinne, pilzabweisende Trockenschicht an der
Mediumoberfliche realisiert werden konnte. Sicherheitshalber wurden die
Eistreifen wihrend 5 min mit 10%igem Formalin desinfiziert, 1 h lang gewéssert
und anschliessend getrocknet. Das Schliipfen der Eilarven erfolgte wihrend vier
Tagen im Dunkeln bei 28 °C und 80-85% rH. Zur priaventiven Bekdmpfung von
Pilz- und Bakterienkontaminationen wurde der Zuchtraum nach jeder abgeschlos-
senen Raupenentwicklung mit ca. 20 ml Formol bedampft. Desgleichen wurde das
Vernebelungsgerit wochentlich gewaschen und mit 1% Desogenlosung desinfiziert.

Die arbeitsintensiven Desinfektionsmassnahmen dringten sich besonders
auf, weil anstelle eines Fungistatikumgemisches aus Sorbin- und Propionsdure
nurmehr die erste Komponente den Medien beigemischt wurde. Nach Dr. E. MaNI
(miindl. Mitt,) flihrte nadmlich Propionsdure im Medium zu reduzierten
Puppengewichten. Moglicherweise liesse sich jedoch die Kontrolle der
Zuchthygiene vereinfachen durch den Einsatz von Orthophaltan bzw. Orthozid, da
nach Untersuchungen von BaTHoN (1977) bei deren Anwendung pilzfreie
Zuchtmedien fuir Mamestra brassicae (L.) bei gleichzeitig normaler Entwicklung der
Tiere erzielt werden konnten.

Gemiss den oben beschriebenen Bedingungen konnten sieben liickenlos
sich folgende Apfelwicklergenerationen in gut strukturierten, praktisch pilzfreien
Medien geziichtet werden. Je Generation wurden dabei jeweils fiinf Zuchtschalen
angesetzt von denen jede einen Ertrag von 200-400 Raupen lieferte. Leider musste
die Zucht aber bereits nach der siebten Generation unterbrochen werden, da,
beginnend in der 4. Generation eine auffillige Mortalitit durch Granulosis in
Erscheinung trat, die in der 7. Generation rund 80% der vorhandenen Raupen
totete. An sich kann ein enzootisches Auftreten von Granulosis in einer
Massenzucht toleriert werden (BRINTON et al., 1969), sicher aber nur solange die
Viroseinzidenz konstant niedrig bleibt.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass die Infektion der Zucht darauf zuriickzufiih-
ren war, dass wiahrend den betroffenen Zuchtgenerationen an unserem Institut
Infektionsversuche mit dem Granulosisvirus durchgefiihrt wurden. In diesem
Zusammenhang muss deshalb darauf aufmerksam gemacht werden, dass eine
saubere Trennung von Zucht- und Infektionseinheiten eine unabdingbare Voraus-
setzung flir das lingerfristige Funktionieren einer Massenzucht ist. Dies ergibt sich
schon aus dem Umstand, dass selbst bei nicht auf Virusproduktion ausgerichteten
Massenzuchten strengste hygienische Massnahmen erforderlich sind. So werden
beispielsweise besonders infektionsgefihrdete Einheiten geschiitzt durch separate
Zuginge zu den Zuchtriumen (VaGo, 1972). Noch weitergehende Vorsichtsmass-
nahmen sehen neben raumlicher Isolation auch Personaltrennung und Ultraviolett-
Schleusen fiir das Zuchtmaterial vor (RAULSTONE & LINGREN, 1969; GRIFFIN &
LinDING, 1973). Die Erfahrung hat zudem gezeigt, dass eine Insektenmassenzucht,
die als Basis fiir eine Virusproduktion dient, mit Vorteil separat in einem anderen
Gebidude untergebracht wird. Andernfalls riskiert man in vermehrtem Ausmass
Infektionen der Grundzucht (INoFFo, 1973). Aus diesen Griinden wurde nicht
mehr weiter versucht, die Grundzucht am Entomologischen Institut weiterzufiih-
ren.
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Auf Vorschlag und dank dem freundlichen Entgegenkommen der Herren
Drs. E. Man1 und Th. WiLbBoLz von der Eidg. Forschungsanstalt Widenswil
wurde hinfort eine gute rdumliche und personelle Trennung der Virusproduktion
von der Tierproduktion dadurch ermdoglicht, dass die Medien an der
Forschungsanstalt zubereitet, dort auch mit Eilarven aus der Grundzucht belegt
und die Raupen wihrend 7 Tagen angezogen wurden.

2.4 ENTWICKLUNG EINER METHODE FUR DIE GEWINNUNG VON VIREN IN EINER
APFELWICKLER-MASSENZUCHT

2.4.1 Vorversuche
Trennung von Massenzuchtraupen vom Medium

Die Verwendung von Massenzuchtraupen fiir die Virusproduktion setzt vor-
aus, dass diese, vor der Infektion mit Viren, vom Medium getrennt werden (s.2.3).
Diesbeziiglich sind verschiedene Methoden auf deren Eignung gepriift worden.

Zuchteinheiten, die fiir die Virusproduktion bestimmt waren, wurden 7 Tage
nach dem Eiansatz aus der Grundzucht abgezweigt (s.2.3.3) und zwecks Induktion
der Diapause bis zur Raupeninfektion unter Kurztagbedingungen bei 24 °C und

GC N

60

Zeit

Abb. 8: Austrieb von Raupen aus Massenzuchtmedien mit Wirme (A = T Wasserbad, B = T Medium;
Sédulen bzw. N = ausgewanderte Raupen).
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80-85% relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Reduktion der Zuchttemperatur
von 28 auf 24 °C wurde als prophylaktische Massnahme gegen Pilzinfektionen
vorgenommen, da die Weiterzucht unter Kurztagbedingungen in einer
Klimaeinheit ohne Luftumwilzung erfolgen musste (s.2.3.2).

Nach Dr. E. MaNI (mundl. Mitt.) verlassen diapauseinduzierte Raupen am
Ende der Raupenentwicklung das Massenzuchtmedium auf der Suche nach einem
trockenen Ort zum Einspinnen. Die Virusproduktion konnte somit relativ einfach
gestaltet werden, wenn es geldnge, solche Raupen beim Verlassen des Mediums
mit dem GV zu infizieren. Entsprechende Versuche haben jedoch gezeigt, dass
nicht nur die Auswanderungsraten diapauseinduzierter Raupen stark variieren und
oft nur 40% erreichen, sondern sich diese Tiere zudem auch mit sehr hohen
Virusdosen nur ausnahmsweise infizieren lassen. Damit die Infektion in einem
glinstigeren Stadium durchgefiihrt werden konnte, musste deshalb unter Zwang ein
verfrithter Raupenaustrieb vorgenommen werden. Zu diesem Zweck wurden ver-
schiedene Versuche durchgeflihrt.

Raupenbesetzte Medien wurden zwischen 2 Kupfernetzen unter Gleich- oder
Wechselstrom gesetzt. Die Raupen reagierten jedoch in keiner Weise auf geringe
Reizstrome bzw. Reizspannungen. Hingegen verliessen bei erhohtem Stromfluss
auf Grund der Wirmewirkung bis zu 64% der Raupen das Medium.

Mit dem Einsatz eines Wasserbades, das mit einem Thermostaten beheizt
wurde, konnten Austreiberaten zwischen 60 bis 90% erreicht werden. Die
Erwiarmung der Medien erfolgte dabei stufenweise mit Wasserbadtemperaturen
von 35 °C, 40 °C und 60 °C wihrend 4-6 h, wobei 80-85% der auswandernden
Raupen das Medium verliessen, wenn die Temperatur in diesem 40-47 °C betrug
(Abb. 8). Die Raupen wurden in einem auf die Mediumoberfliche aufgesetzten
Raster aus Plexiglas (Lange 31,5 cm, Breite 25,5 cm, Hohe 3,0 cm), bestehend aus
80 quadratischen Kompartimenten mit 3 cm Seitenlinge abgefangen. Dieser Raster
war an der Oberseite mit feiner, fiir die Raupen unpassierbarer Gaze, an der
Unterseite gegen das Medium hin, mit passierbarer Gaze (Maschenweite 3,5 mm)
versehen. Der verbesserte Raupenaustrieb mittels Wasserbad war auf den gleich-
massigen Ubergang der Warme vom Wasser zum darliberliegenden Medium und
den sich darin entsprechend gleichmaissig von unten nach oben aufbauenden
Wirmegradienten zurlickzuftihren. Der grosse Zeitaufwand von 4-6 h fiir einen
Raupenaustrieb konnte nicht reduziert werden, da bei hoheren Wasserbadtempera-
turen der fiir den Raupenaustrieb glinstige Temperaturgradient von 40-47 °C im
Medium zu rasch aufgebaut wird, so dass die meisten Raupen auf dem teilweise
verbauten Weg zur Mediumoberfliche mit der ansteigenden Temperatur nicht
Schritt halten konnten und folglich im Medium starben (Tab. 14). Ein solcher
Effekt wurde auch festgestellt, als versucht wurde, die Temperatur kontinuierlich
statt stufenweise zu steigern.

Die Untersuchung von Zuchtmedien hat gezeigt, dass Unterschiede im
Austreibeerfolg grosstenteils auf eine im Vergleich zur Idealstruktur (s.2.3.2) unvor-
teilhafte Mediumschichtung zurlickzufiihren sind. Die Griinde hiefiir waren bei
der Zubereitung der von der Eidg. Forschungsanstalt Widenswil bezogenen
Zuchtmedien zu suchen. Wegen Schwierigkeiten mit latenter Virose und/oder
Verpilzung wurde dort zur Zeit dieser Versuche der Wassergehalt des Mediums
variiert (Dr. E. Man1, mundl. Mitt.). Ein Versuch, die Unregelmissigkeiten im
Raupenaustrieb dadurch zu umgehen, dass den Raupen Ausschlupfoffnungen
geschaffen wurden, indem mit 1 mm dicken Nigeln 12 mm tiefe Locher in die
obere Schicht des Mediums gepresst wurden, scheiterte, weil einerseits die Raupen
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Tab. 14: Beeinflussung des Raupenaustricbs durch verschieden rasche Wirmezufuhr und durch
Lochung der Medien.

Verfahren N Raupen im Medium ausgewanderte Raupen
% %
A 334 62 38
B 360 52 48
¢ 272 44 56

A = Temperaturstufen des Wasserbades: 40, 50, 6o°c; B = kon-
tinuierlicges Aufheizen des Mediums mit einer Wassertempera-
tug von 55°C; C = Temperatustufen des Wasserbades 35, 40,

60 C; Lochung der Medien.

die vorgegebenen Locher nur in beschrinktem Ausmass fir die Auswanderung
bentitzten und anderseits die durchlochte Schicht zu stark austrocknete (Tab. 14).

Fiir die folgenden Austreibeversuche sind schliesslich speziell priparierte
Zuchtmedien verwendet worden. Dabei wurde von der Idee ausgegangen, dass die
Raupenauswanderung stark erleichtert wiirde, wenn vor dem Austreiben das wich-
tigste Hindernis, die ausgetrocknete Deckschicht des Mediums, von diesem
entfernt werden konnte. Verschiedene Versuche fiithrten schliesslich zu der
Losung, dass auf eine flache Mediumschicht eine, auf einer raupendurchlissigen
Gazeschicht aufgetragene, abhebbare Deckschicht gebracht wird. Zur Herstellung
dieser Schicht wurde eine besondere Vorrichtung geschaffen. Wie die Tabelle 15
zeigt, hat sich eine Deckschicht aus 600 g Medium als optimal erwiesen; sie ist
leicht abhebbar und enthilt nur so wenige Raupen, dass auf ein Austreiben dieser
Tiere verzichtet werden kann. Bei der Zubereitung der Zuchtmedien wurde
deshalb wie folgt vorgegangen: Von den insgesamt 2,6 kg Medium pro Zuchtschale
wurden 2 kg auf dem Schalenboden mit einem Streichblech ausgeebnet (Abb. 9).
Die restlichen 600 g Medium wurden in die besondere Vorrichtung zur Herstellung
der Deckschicht gebracht und ebenfalls mit dem Streichblech ausgestrichen (Abb.
10-12). Nach vollzogener Nivellierung wurde der Klemmrahmen der Vorrichtung
entfernt, die Gaze mitsamt der anklebenden Deckschicht von der Grundplatte
abgezogen und auf die vorgingig ausgeebnete Grundschicht gelegt (Abb. 13). Die
Weiterbehandlung der Medien und der Raupenanzucht erfolgten bis zum siebten
Tag gemiiss den Bedingungen, die fiir die Grundzucht gelten.

Der Austreibezeitpunkt wurde fiir jeden Zuchtansatz einzeln bestimmt,
indem, ausgehend vom l6ten Tag nach Ansetzen der Eier, tiglich in Zuchtmedien
100 Raupen auf deren Stadium untersucht wurden, bis ein Ls-Anteil von 35-45%
erreicht war (s.2.2.3). Dann wurde die Deckschicht mit Hilfe des Gazestiickes
abgezogen (Abb. 14), und aus dem Ubrigbleibenden Medium wurden die Raupen
ausgetrieben. Wegen der nunmehr grosstenteils offen liegenden Raupenginge
(Abb. 15), durfte in den so priparierten Medien die Temperatur rascher gesteigert
werden als in den nicht aufgetrennten Medien (s. oben). Verschiedene Versuche
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Tab. 15: Prozentualer Austrieb von Raupen aus Massenzuchtmedien mit Wirme.

Deckschicht N % Larven

Gew. Qual. Lar- tot im in Deck- auf im
g * ven Medium schicht Medium Raster
450 u 340 17 3 8 17
600 g 338 7 3 E3 7
800 g 218 4 31 15 4
1000 u 220 2 55 12 2

*Abziehbarkeit der Deckschicht: g = gut, u = ungeniigend

fiihrten zum Ergebnis, dass mit einer konstanten Wasserbadtemperatur von 70 °C
nicht nur Austriebsraten von 80-90% erzielt, sondern auch die fiir den Austrieb
bendtigten Zeiten auf 40-45 min reduziert werden kénnen.

Nachfiitterung der infizierten Raupen

Wie unter 2.2.4 gezeigt wurde, kann nur bei Weiterflitterung der Raupen nach
der Infektion mit dem GV ein befriedigender Virusertrag erreicht werden. Unter-
suchungen mit infizierten Raupen auf Medien, die mit Leichtmetalleinsiitzen in
cinzelne Kompartimente unterteilt waren, haben gezeigt, dass die Kompartimente
keine Raupenschlupfwinkel aufweisen diirfen, d.h. ganz mit Medium aufgefiillt
sein missen, wenn eine intensive Nahrungsaufnahme der Raupen gewihrleistet
und ihr Spinnverhalten (s. 2.2.2) verhindert werden soll. Dies bedingt sehr niedrige
Kompartimentwinde. Die Versuche flihrten zur Entwicklung der unten beschrie-
benen Nachzuchteinheit, wobei eine mit Einzelzuchtmedium ausgestrichene
Streckeisenplatte die Kompartimente lieferte (s. 2.4.2).

Trennung der virosen Raupen von der Nachzuchteinheit

Zur Virusgewinnung miissen die kranken Raupen vom Nachfiitterungssub-
strat getrennt werden. Am einfachsten wire eine Methode bei der die moribunden
Raupen selbstindig vom Medium wegwandern wiirden, wie dies bei Einzelzucht-
raupen des Apfelwicklers bei der Suche nach einem Verpuppungsplatz normal ist
(HUBER et al., 1972) und als «Wipfeln» bei der Kernpolyedervirose der Nonnenrau-
pe zum typischen Krankheitssyndrom gehort (KoMAREK & BREINDL, 1924; BENZ,
1963). Zur Klirung der Versuchsfrage, ob Massenzuchtraupen des Widenswiler-
stammes gleichfalls das feuchte Medium auf der Suche nach einem trockenen Ein-
spinnort verlassen, wurden 1 Tag alte Ls nach dem Austreiben mit dem Wasserbad
durch Tauchen in einer Virussuspension von 10° VK/ml infiziert und nach der von
HUBER et al. (1972) beschriebenen Methode in 18 offenen Einzelddschen weiterge-
zuchtet. Mit den restlichen Raupen wurde, nach Beschichtung des Bodens von
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Abb. 9-15: Herstellung der Grundschicht durch Ausebnen von Zuchtmedium mit einem Streich-
blech (9); Nylongaze (10); Platte aus Aluminium (11); Herstellung der Medium-Deckschicht (12).
Ein Klemmrahmen fixiert das Gazestiick (10) auf der Aluminiumplatte (11); Zuchtschale mit
Medium und eingefiigtem Gazestiick (13); Gazestiick mit aufliegender Deckschicht teilweise von der
Grundschicht abgehoben (14); offenstehende Raupengiinge im abgedeckten Zuchtmedium (15).
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Tab. 16: Selbstindige Wegwanderung infizierter und nicht infizierter Raupen vom Nihrmedium.

Verfahren N Infektionsdosis Virose Auswanderung
VK/ml % %
5
A 108 10 92 24
B 126 105 100 28
B 108 = 100 58
c 108 105 100 12
C 126 = = 96
A = Massenzuchtraupen auf nicht unterteilter Mediumoberfld&che

in grossen Dosen; B = Massenzuchtraupen und C = Einzelzucht-
raupen in offenen Einzelzuchtddschen mit Medium.

Tab. 17: Infektion ausgetriebener Raupen mit Viren und Bestimmung des Frassstoppes (in Tg) bei
erneuter Ernithrung.

Konz. Stad. N Virtse Virdse L4 Prass-=
VK/ml % % stopp
5
10 L4 40 100 54 5
105 L5 45 100 o 5
lO4 L4 64 g1 24 5
lO4 L5 70 96 - 5
103 L4 59 84 8 6
3
10 L5 64 78 & 4
- L4 42 5 - 7
= L5 38 = - 3
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140 x 75 x 35 mm grossen Polystyrendosen mit Agarmedium, die nicht unterteilte
Mediumoberfliche mit je 18 Raupen besetzt. Zum Vergleich wurden zusétzlich
Einzelzuchtraupen mit der gleichen Virusdosis infiziert und nach der Einzelzucht-
methode weitergeziichtet. Die in Tab. 16 aufgefiihrten Resultate zeigen, dass Rau-
pen des Widenswilerstammes eine geringere Tendenz haben, das Medium zu ver-
lassen und dass die Auswanderungsrate bei virdsen Tieren stark sinkt. Beim Ver-
fahren mit nicht unterteilter Mediumoberfliche konnte zwar nach der Infektion
wihrend 3 Tagen eine vermehrte Wandertitigkeit der Raupen beobachtet werden,
doch fiihrte dies, neben einer unter 100% liegenden Virusmortalitit, nur zu auffillig
kleinen Raupenkadavern.

Da bei natiirlicher Auswanderung der moribunden Raupen somit nur ein
sehr geringer Teil der Population erfasst werden konnte, wurde auch fiir die Tren-
nung der virdsen Tiere von den Nachfiitterungseinheiten das Austreiben mittels
Wiirme eingesetzt. Anstelle eines Wasserbades wurde jedoch ein Sandbad verwen-
det, da bei ersterem das heisse Wasser die flache Nachfiitterungseinheit iiberfluten
und die darin befindlichen Raupen abtéten wiirde.

Austreibezeitpunkt und optimale Infektionsdosis

Im Hinblick auf eine optimale Virusgewinnung musste vorerst der optimale
Austreibezeitpunkt und die optimale Infektionsdosis eruiert werden. Zu diesem
Zweck wurden L, und Ls nach dem Austreiben mit dem Wasserbad mit verschie-
denen Virusdosen durch Tauchen infiziert und anschliessend zwecks Bestimmung
des Fressstoppes tiaglich gewogen. Die Wigungen haben gezeigt, dass innerhalb der
einzelnen Verfahren die Nahrungsaufnahme verschieden lang dauert. Als Krite-
rium fiir das Einstellen der Nahrungsaufnahme wurde deshalb jener Zeitpunkt ge-
wihlt, bei dem das Gewicht bei mehr als 50% der Raupen stagnierte oder abnahm.
Die in Tab. 17 aufgefiihrten Resultate zeigen, dass die Anwesenheit von Viren bei
L, die Dauer der Nahrungsaufnahme verkiirzt, wihrend bei Lg das Gegenteil zu-
trifft.

Erwartungsgemass brachte die Konzentration von 10% VK/ml neben einer
Mortalitdt von 100% einen relativ hohen L,-Anteil (s. 2.2.2). Die niedrigste Konzen-
tration von 10° VK/ml brachte wohl erstaunlich hohe, im Vergleich zu den hdheren
Dosen jedoch zu stark reduzierte Mortalititen. Fir die Masseninfektion mit Viren
wurde deshalb eine Konzentration von 10* VK/ml verwendet. Die Raupen stellten
bei dieser Virusdosis 5 Tage nach der Infektion die Nahrungsaufnahme ein. Dabei
zeigte sich jedoch, dass zu diesem Zeitpunkt die Virose bereits weit fortgeschritten
war und infolgedessen bis zu 35% der kranken, bereits bewegungstrigen Raupen
nicht mehr von der erwdrmten Nachflitterungseinheit wegzuwandern vermochten.
Das Austreiben der Raupen aus der Nachfiitterungseinheit wurde deshalb bereits
4 Tage nach der Infektion vorgenommen, wodurch der Anteil der wanderungsun-
fihigen Raupen auf 10-20% reduziert werden konnte.

2.4.2 Methode zur Virusgewinnung

Die Raupen-Abfangvorrichtung

In der Absicht, die Raupen nach dem Verlassen des heissen Zuchtmediums
moglichst rationell abzufangen, ist eine spezielle Vorrichtung, bestehend aus fol-
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Abb. 16-19: Vorrichtung zum Abfangen von Raupen. Klemmrahmen (16); Abfanggaze (17); Dich-
tungsrahmen (18); Abfangraster (19). Gummidichtungen, Verbindungsstreifen aus Polyvinylchlorid.
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genden Einzelteilen, konstruiert worden: Klemmrahmen (Abb. 16), Abfanggaze
(Abb. 17), Dichtungsrahmen (Abb. 18), Abfangraster (19). Lidnge und Breite des
Dichtungsrahmens und des Abfangrasters sind so zu wihlen, dass sie auf das in der
Zuchtschale befindliche Medium gesetzt werden konnen. Entsprechend ist der
Klemmrahmen und die Abfanggaze den Ausmassen des Dichtungsrahmens anzu-
passen. Der Abfangraster aus Aluminium, der die Mediumoberfldche in K omparti-
mente unterteilt, hat die Aufgabe, die auswandernden Raupen rasch vom heissen
Medium wegzufiihren. Der Dichtungsrahmen, ebenfalls aus Aluminium, der auf
den Abfangraster zu liegen kommt, ist das tragende Element der Vorrichtung. Sie
ist oben durch die aufliegende Abfanggaze verschlossen. Diese wird durch den
Klemmrahmen abgedichtet und verunmoglicht den aus dem Medium getriebenen
Raupen das Wegwandern. Zur Vermeidung von Schlupfwinkeln, die das Einspin-
nen der Raupen beglinstigen, wurde der obere Teil des Dichtungsrahmens konkav
ausgebohrt. Die Abfanggaze, die mit den freihdngenden, fir die Raupen passier-
baren Gazestlicken bis zum Abfangraster reicht, iibernimmt von der Mediumober-
fliche die der Warme ausweichenden Raupen. Die Gazestiicke sind mit 2 mm brei-
ten Streifen aus Aluminiumblech versehen, wodurch deren Zerknittern verhindert
wird.
Das Raupenaustreiben

Nach Bestimmung des Ls-Anteils in den Zuchtmedien und nach Entfernen
der Deckschicht (s. 2.4.1) wird das Medium durch Eintauchen der Zuchtschale in
ein Wasserbad von konstant 70 °C kontinuierlich aufgeheizt. Nach einer Erwér-
mung von 10 min, wenn sich bereits ein Teil der Raupen zur Mediumoberfliche
emporgearbeitet hat, wird auf diese die oben beschriebene Abfangeinheit lose auf-
gesetzt. Sie darf nicht sofort auf das Medium gepresst werden, da sie sich sonst zu
sehr erwirmen wiirde. Erst nach 10 min wird die nun immer noch relativ kithle Ab-
fangeinheit mit einem Gewicht von 2 kg beschwert, wodurch den unter Wirme-
stress stehenden Raupen auf dem Medium der Kontakt mit dem Abfangraster er-
leichtert wird. Aufgrund der offenstehenden Larvenginge lasst sich der fiir die Rau-
penauswanderung massgebende Temperaturbereich im Medium von 40-47 °C
rasch aufbauen, sodass der Raupenaustrieb schon nach 40-45 min beendet werden
kann.

Tab. 18: Durchschnittliche Abwanderung von Raupen aus ihren Medien beim Einsatz eines
Wasserbades und einer speziellen A bfangvorrichtung.

Anzahl L3 L4 (%) L5
Raupen kurz vor gehdutet

N = 250-350 % Hdutung %
an Gaze - - 40 35
tot auf Medium 4 6 1 ples
tot in Medium 2 3 1 6%

*grosstenteils frisch gehdutete L5
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Die in Tab. 18 aufgefiihrten Resultate zeigen, dass 88% der Raupenpopulation
aufgrund der Wirmewirkung das Medium verlassen. Fiir die Infektion mit Viren
kommen jedoch nur 75% der Raupen in Frage, da von ihnen 13% das heisse Me-
dium zu spit verlassen und auf diesem sterben. Bei diesen Tieren handelt es sich,
neben vermehrt wirmeempfindlichen L; und frisch gehduteten Ls, vor allem um
L,4, die kurz vor der Hdutung stehen und infolgedessen nicht gentigend aktiv sind,
um der Wirme auszuweichen. Ahnliche Verhiltnisse zeigen sich bei den Raupen,
die das Medium nicht verlassen haben.

Infektion der Raupen mit Virus und Weiterzucht

Nach beendetem Raupenaustrieb werden die Teile (1)-(3) der Abfangvor-
richtung withrend 5 sek in eine Virussuspension mit 10* VK /ml getaucht, wobei die
an der Abfanggaze verweilenden Raupen infiziert werden. Anschliessend wird den
Raupen mit Hilfe einer in den Abb. 20-23 dargestellten Nachfiitterungs-Vorrich-

Klemmrahmen mit runder Gummi-
dichtung

Abfanggaze mit gewinkelter
angeleimter PVC-Folie sta-

bilisiert
 E——

Stahlplatte mit Streckeisen

Dichtungsrahmen mit Vierkant-
Gummidichtung (x)

Klemme
Abb. 24: Nachfiitterungseinheit schematisch im Schnitt dargestelit.

Abb. 20-23: Vorrichtung zur Nachfiitterung infizierter Raupen. Chromstahlplatte mit aufgeleimtem
Streckeisen ohne Agrarmedium (20); Streckeisen-Einsatz mit Agrarmedium beschichtet (21);

Streckeisen-Einsatz von unten her in Dichtungsrahmen (18) eingesetzt (22); Einheit fertig zur Inku-
bation, abgedichtet mit der Abfanggaze (17), dem Klemmrahmen (16) und zusitzlichen Klammern (23).
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tung erneut Nahrung geboten. Die komplette Einheit ist in Abb. 24 schematisch im
Schnitt dargestelit.

Bei der Beschichtung des Streckeisens wird dieses in Schraglage mit Agarme-
dium (HUBER et al., 1972) libergossen und anschliessend das iiberschiissige Me-
dium abgestreift. Die Wabenstruktur des Streckeisens, die dadurch zum Vorschein
kommt, ist eine wichtige Voraussetzung fiir eine rasche und standortgebundene Be-
siedlung des Mediums durch die Raupen. Bei liberdecktem Streckeisen wandern
namlich die Raupen auf der nicht unterteilten Mediumoberfliche verstirkt umher,
was zu reduzierten Kadavergewichten fiihrt. Die infizierten Raupen werden wéh-
rend 4 Tagen bei Kurztag, 24 °C und 80-85% rel. Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Gewinnung viroser Raupen und des Viruspriparates

Zur Virusgewinnung werden die virosen Raupen mit Hilfe eines Sandbades
aus der Mediumschicht des Streckeisens zu den passierbaren Gazestiicken der Ab-
fanggaze getrieben, die, zwecks Raupenaufnahme, das Streckeisen vollstindig ab-
decken (Abb. 24). Grosste Aufmerksamkeit muss dabei der Temperatur des Sand-
bades geschenkt werden, da die im Agarmedium meist vollstindig eingebohrten
Raupen gewohnlich direkt auf der aufzuheizenden Chromstahlplatte liegen. Ein
Raupenaustrieb von 80-90% kann deshalb nur erreicht werden, wenn wihrend ei-
ner Anpassungsphase von 15 min mit 35 °C und bei der anschliessenden Austreibe-
phase wihrend 20 min mit max. 48 °C geheizt wird. Anschliessend wird die Abfang-
gaze mit den bereits offensichtlich virdsen Raupen bis zu deren Ableben in ein
Virussammelgefiss gehingt, wo die virosen Kadaver nach 4-6 Tagen abgewaschen
werden. Die anfallende Rohsuspension wird homogenisiert, filtriert (s. 1.2.2) und
anschliessend bei -20 °C gelagert (s. 2.5).

Tab. 19: Durchschnittliche Ausbeute an virdsen Kadavern pro Zuchtschale.

Anzahl Raupen pro Zuchtschale vor dem Austrieb 300 (100%)

Raupenverlust durch Wasserbadeinsatz

auf Medium 10-15%

in Medium 10-15%

Raupenverlust durch Sandbadeinsatz 10-20%

weitere Verluste (Wegwanderung etc.) 5-10%

Verluste total 35-60%
anfallende Kadaver pro Zuchtschale 120-195 (40-65%)

Tab. 20: Durchschnittlicher Virusertrag (Anzahl VK) pro Zuchtschale.

Infektionskonzentration (VK/ml) 104
Virusaufwand (VK) flir Infektion pro Zuchtschale 4.105
Virusertrag (VK) pro Zuchtschale 5,5.1O12
Vermehrungsfaktor 1,4.107
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Ausgehend von Populationen mit 250-350 Raupen pro Zuchtschale (Tab. 18),
konnen 40-65% der Tiere als virose Kadaver gewonnen werden (Tab. 19). Die Aus-
ziahlung der filtrierten Homogenate ergab die in Tab. 20 aufgefiihrten Vermeh-
rungsraten. Virusertrage in dieser Grossenordnung lassen sich jedoch nur erzielen,
wenn die beschriebenen Bedingungen genau eingehalten werden. Besondere Auf-
merksamkeit ist dabei der kontrollierten Erwdarmung der Medien mit dem Wasser-
und dem Sandbad zu schenken.

2.5 LAGERUNG VON VIRUSPROBEN

Die praktische Anwendung des Pathogens in grosserem Umfang setzt eine
Virusproduktion voraus, die sich je nach Bedarf iiber mehrere Monate erstreckt. Es
ist deshalb wiinschenswert, dass das Virus fiir die Zeitspanne zwischen Produktion
und Anwendung moglichst optimal eingelagert werden kann. Neben einem mini-
malen Aktivitdtsverlust soll vor allem der Aufwand fiir die Aufarbeitung der Viren
im Zusammenhang mit der Lagerung klein gehalten werden.

Hohe Lagertemperaturen beeintrachtigen die Aktivitit der Viren rasch
(ROBERT, 1969; CUNNINGHAM, 1970; DAVID et al., 1971 b), dagegen liben Tempera-
turen bis weit unter den Gefrierpunkt keinen negativen Einfluss aus (TANADA,
1953). Auch anderen abiotischen Faktoren, wie pH-Verschiebungen und Salzkon-
zentrationen, muss Beachtung geschenkt werden (CHAMBERS, 1968).

2.5.1 Verfahren

Im Anschluss an das unter 1.2.1 beschriecbene Reinigungsverfahren wurden
Viruspriparate nach folgenden Verfahren eingelagert:
(1) Lagerung lyophilisierter Viren (s. 1.2.7)
(2) Lagerung von Viren in Suspension bei 2 °C (s. 1.2.8)
(3) Tiefkiihlen suspendierter Viren bei -20 °C (s. 1.2.8)
(4) Lagerung vorerst tiefgeklihlter Proben bei 18 °C.

Im Bestreben die Haltbarkeit einer GV-Suspension unter praxisnahen Bedin-
gungen zu priifen, wurden tiefgefrorene Proben nach 30 Wochen aufgetaut und fiir
den Rest der Versuchsdauer bei 18 °C gelagert.

2.5.2 Aktivitdtspriifung

Im Laufe von 64 Wochen wurden periodisch von allen gelagerten Prdparaten
Proben entnommen und in Biotests (s. 1.3.1) auf ihre Pathogenitét geprift. Die
LDso-Werte wurden mittels Komputer nach einem Programm fiir die Probit-Analy-
se von DAuM UND KILLCREAS (1966) berechnet.

2.5.3 Resultate
Die Resultate sind in Abb. 25 dargestellt. Da die Lyophilisierung bereits im

Nulltest einen signifikanten Aktivitatsverlust ergab, wurden mit diesem Material
lediglich 2 Biotests durchgefiihrt. Die beiden anderen Lagerverfahren bei 2 °C und
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Abb. 25: Vergleich der LDsp-Werte von 4 Lagerverfahren bei Viren: Lagerung bei + 18°C (A), bei + 2°C
(B), bei - 20°C (C),Lyophilisation (D).

-20 °C ergaben nach 30 Wochen noch keinen signifikanten Unterschied. Hingegen
war das Tiefkiihlverfahren der gewohnlichen Kiihlung insofern iiberlegen, als bei
jenem selbst nach weiteren 34 Wochen Lagerung bei 18 °C noch keine Aktivitiits-
verminderung festgestellt werden konnte, was fiir die gewdhnliche Kiihlung bei
2 °C nicht zutraf. Nach 64 Wochen Lagerung konnte deshalb ein statistisch gesi-
cherter Unterschied zwischen dem Verfahren 2 einerseits und dem kombinierten
Verfahren 4 anderseits verzeichnet werden.

2.5.4 Diskussion

Nach den vorliegenden Resultaten erweist sich die Tiefkiihlung glycerinisier-
ter Virussuspensionen und Aufbewahrung bei -20 °C als bestes Lagerverfahren.
Nebst einem minimalen Arbeitsaufwand fiir die Herstellung solcher Priparate und
einer sehr guten Erhaltung der Virusaktivitit, hat diese Methode die weiteren Vor-
teile, dass bei eventuell vorhandenen Mikroorganismen deren Entwicklung ge-
stoppt wird und dass die Viren nicht sedimentieren konnen, wodurch eine uner-
wunschte Verklumpung weitgehend vermieden wird.

Auch die Lagerung mit Puffer und Antibiotica bei 2 °C (Verfahren 2) hat sich
bewihrt. Dabei fiihrten 2 von 4 Biotests sogar zu einer allerdings nicht signifikanten
Virulenzsteigerung. Solche Phinomene sind bei langfristigen Testserien nicht sel-
ten, da die Sensibilitit der Testorganismen variieren kann (DaviD & GARDINER,
1967, Scumip, 1973). Obwohl nicht ausdriicklich gepriift, muss jedoch
angenommen werden, dass diese Proben nach einer Weiterlagerung bei hoherer
Temperatur doch mehr Aktivitit eingebiisst hiitten, als dies bei der 2 °C der Fall
war. Deshalb haben wir das Tiefkiihlverfahren dem gewohnlichen Kiihlverfahren
vorgezogen.

Wider Erwarten hat das Lyophilisat bereits im Nulltest eindeutig am
schlechtesten abgeschnitten. Abgesehen davon, dass die jederzeit anwesenden,
freien Viruspartikeln durch Trocknung Schaden nehmen (HEIMPEL, 1967), wird der
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Lyophilisationsvorgang die Aktivitit der eingekapselten Viruspartikeln kaum
beeinflusst haben ScuMID, 1973, 1974). Die reduzierte Aktivitit im Biotest diirfte
viel eher auf die nicht homogene Verteilung der Viren beim Resuspendieren
zurickzufiihren sein. Die ungeniigende Verteilbarkeit ist wahrscheinlich die Folge
einer Aggregatbildung wihrend des Trocknungsprozesses. Nach HEIMPEL (1967)
verbinden sich dabei Viren mit dem Trigerstoff (Cellulosepulver) und Raupen-
resten zu Aggregaten, die sich spater nie mehr vollkommen resuspendieren lassen.
Beim Biotest diirfte die Konzentration der Viren in der Suspension, infolge relativ
rascher Sedimentation der Aggregate, wihrend der Mikroinjektion laufend
abnehmen, wodurch der Infektionstiter einer starken Schwankung unterworfen
wird. Da ein optimaler Schutz der Apfel einen moglichst homogenen Virusbelag
voraussetzt, dirfte sich die Aggregatbildung auch im praktischen Spritzversuch
negativ bemerkbar machen.

Auf die Praxis bezogen, ergeben sich nach den Resultaten mit den Verfahren
3 und 4 folgende Richtlinien fiir die Produktion: Wihrend rund 30 Wochen
(beispielsweise von September bis April) konnten Viren produziert und praktisch
ohne Virulenzverlust bei -20 °C eingelagert werden. Entsprechend dem Termin der
ersten Apfelwicklerspritzung (Anfang Juni) konnten die Virussuspensionen im
Laufe des Monats Mai an die Obstproduzenten versandt werden, wo die Préiparate
bei einer Kellertemperatur von 18 °C fiir eine ganze Saison ohne signifikanten
Virulenzverlust gelagert und verwendet werden konnten.

3 Schitzung der Produktionskosten

3.1 ALLGEMEINES

Im Hinblick auf eine zukiinftige Herstellung des Viruspriparates ist es wichtig
zu wissen, welches Ausmass die dabei entstehenden Kosten annehmen. Eine
Kostenkalkulation, wie sie liblicherweise in der Industrie angewendet wird, kommt
jedoch nicht in Frage, da im vorliegenden Fall verschiedene Kostenelemente, wie
Zinsen auf eingesetztem Kapital, Miet- und/oder Abschreibungskosten etc. nur
unbefriedigend erfasst werden konnten und zudem der Produktepreis bei deren
Kalkulation auf unrealistische Weise angehoben wiirde. Bei der folgenden
Betrachtung wurden deshalb diese K osten ausgeklammert und lediglich die bei der
Virusproduktion direkt anfallenden Produktionskosten beriicksichtigt. Hiezu
kommen in Betracht: Rohmaterialkosten, Kosten durch Abschreibung spezieller
Vorrichtungen (s. 2.4.2), Fremdleistungskosten und Lohnkosten.

3.2 DER ARBEITSAUFWAND

Die Grosse der Raupenzuchten wird vorwiegend durch die verfligbare, teuere
Arbeitsleistung festgelegt. Da letztere moglichst kostensparend eingesetzt werden
soll, darf bei der Raupenanzucht sowie auch in der riumlich abgesonderten Einheit
fiir die Virusproduktion nur je eine Person eingesetzt werden. Praktische Erfahrung
hat gezeigt, dass die Zubereitung von 40 Schalen (= 1 Charge) fiir die
Raupenanzucht von einer Person in einem Tag bewiiltigt werden kann. Dabei wird
bei Berlicksichtigung der im Produktionsprozess anfallenden, grosstenteils
termingebundenen Arbeiten (Tab. 21) der Zeitpunkt der Mediumbereitung mit
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Tab. 21: Termingebundene Arbeiten bei der Virusproduktion: 10 Tage in der Raupenproduktionseinheit,
12 Tage in der Virusproduktionseinheit.

Fortlaufende Wochentag Arbeit
Anzahl Tage

o Dienstag Mediumzubereitung

3 Donnerstag Belegung der Medien mit Eiern An-

zucht der Larven wdhrend 7 Tagen

10 Donnerstag Verlegung der Zuchtschalen in

die Virusproduktionseinheit

17/18%* Donnerstag/Freitag Raupenaustrieb, Infektion und
Nachfiitterung
21/22% Montag/Dienstag Raupenaustrieb mit Sandbad

*MOglichkeit zur Verschiebung der Termine auf den ndchstfolgenden
Tag bel verzdgerter Raupenentwicklung

Vorteil auf den Dienstag verlegt. Gemaiss diesem Zuchtkonzept liessen sich pro
Jahr 48 Chargen mit einem Gesamtausstoss von ca. 500000 infektionsbereiten
Raupen bzw. ca. 250000 virésen Kadavern produzieren. Ein 4wochiger Unterbruch
im laufenden Produktionsjahr wire dabei fiir Reparatur- und Desinfektionsarbeiten
zu reservieren.

3.3 VEREINFACHTE KOSTENRECHNUNG

Die Ergebnisse einer stark vereinfachten Kostenrechnung sind in Tab. 22
zusammengestellt. Die Lohnkostenberechnung (a, c¢) basiert auf dem Aufwand
(40000.- Fr./Jahr = 100%), den ein Arbeitgeber unter Beriicksichtigung aller
Leistungen aufzubringen hat. Dabei wurden jedoch nur jene Arbeitsstunden
beriicksichtigt, die fiir die Herstellung einer Charge virdser Raupen nétig sind. In
der A pfelwicklergrundzucht wird bei dieser Einschrinkung ein Laborant zu 33%, in
der Virusvermehrungseinheit zu 50% ausgelastet. Bei den Materialkosten (b, d) sind
Aufwinde (Zutaten fiir die Zuchtmedien, Desinfektionsmittel etc.) beriicksichtigt,
die bei der Produktion dauernd anfallen. Bei den Vorrichtungen wurde unter der
Annahme einer 10jahrigen Nutzungsdauer ein Abschreibungssatz von 0,2% pro
Charge festgelegt. Die Fremdleistungskosten (b, d), ebenfalls auf eine Charge bezo-
gen, beinhalten Aufwinde fiir elektrischen Strom und Wasser.
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Tab. 22: Produktspezifische Kosten je Spritzung einer ha Apfel-Dichtpflanzung.

A) Virus-Produktionskosten je Charge zu 40 Zuchtschalen:

(1) Kosten bei der Raupenproduktion: Mediumzubereitung und Beschickung von 40
Zuchtschalen pro Woche mit Medium, Eiern, etc. (nach MANI, miindl. Mitt.):

(a) Lohnkosten (Arbeitsauslastung = 33%) Fr. 250.--

(b) Material- und Fremdleistungskosten* u 50.--

(2) Kosten bei der Virusproduktion je Charge:

(c) Lohnkosten (Arbeitsauslastung = 50%) Fr. 417.--
(d) Material- und Fremdleistungskosten* " 60 ==
(e¢) Vorrichtungen und Apparate, Abschreibungssatz bei
10j&hriger Nutzung = 0,2% von Fr. 20'000.=-- " 40.--
Produktionskosten je Charge (a-e) Fr. B817.--

B) Produktspezifische Kosten je Spritzung je ha:

(1) Virusproduktionskosten je Spritzung je ha zu 450 B&umen:
10

Virusaufwand / Baum (nach BENZ et al. 1977) = 4.10 VK
Virusaufwand / Spritzung / ha = 18.1012 VK
Virusproduktion je Charge (s. 4.2.) = 220.1012 VK
Produktionskosten / Spritzung / ha Fr. 67.--

(2) Produktspezifische Zusatzkosten / Spritzung / ha (700 1l/ha):

Kosten flir 7 kg Magermilchpulver (1% g/v) Fr. 17.50
Kosten far 0,7 Liter Etalfix (0,1% g/v) " 2.50
Kosten der Zusatzstoffe / Spritzung / ha " 20 .--

Virusproduktionskosten / Spritzung / ha, incl. Zusatzstoffe Fr. 87.--

* Wasser, Elektrizitat.

Die Angaben in Tab. 22 zeigen, dass bei der Virusproduktion (a-e), bei
ausschliesslicher Beriicksichtigung der Produktionskosten, der Aufwand fiir Lohne
einen Kostenanteil von mehr als 80% einnimmit.

4 Diskussion

Bei der Entwicklung einer Methode zur Produktion des Granulosisvirus von
L. pomonella mit Hilfe einer Massenzucht des Wirtsinsektes wurde fiir die Infektio-
nen ein speziell auf UV-Toleranz selektionierter Virusstamm verwendet, der im
Vergleich zu einem nicht selektionierten Stamm im Freiland eine verdoppelte A kti-
vitdtszeit (TS50) aufweist. Da fiir die zukiinftige Massenproduktion des Granulosisvi-
rus ausschliesslich der selektionierte Stamm verwendet werden soll, muss dafiir
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gesorgt werden, dass er seine besonderen, positiven Eigenschaften nicht verliert.
Dies konnte auf 2 Wegen erreicht werden: 1. Es wird eine grosse Vorratsmenge
Stammvirus erzeugt und diese in Portionen tiefgefroren, so dass die zur Infektion
bendtigten Virusmengen jahrelang aus diesem Vorrat bezogen werden koénnen.
2. Das Pathogen wird von Zeit zu Zeit in Ls vermehrt. Dabei wirde sich
Gelegenheit bieten, das Virus jeweils vorgiangig (nach den unter 2.1.1 beschriebe-
nen Bedingungen) einer Bestrahlung zu unterziehen, wodurch die spezifischen
Eigenschaften des Selektionsstammes immer wieder dem spezifischen Selektions-
druck ausgesetzt wiren und sich somit erhalten wiirden.

Das Fiillen der Zuchtschalen mit dem zihen Massenzuchtmedium auf
Sdgemehlbasis erfordert relativ viel Arbeit, zumal bei den Schalen fir die
Virusproduktion ein Stiick Gaze ins Medium eingebaut werden muss. Leider ldsst
sich zur Zeit der Arbeitsaufwand durch Verwendung diinnfliissigerer Medien nicht
reduzieren, da bei erhohtem Wassergehalt latent vorhandene Virosen verstirkt
aktiviert werden. Es diirfte sich deshalb lohnen, einen Apfelwicklerstamm zu
isolieren, bei dem die Viroseinzidenz auch bei relativ nassem Medium gering
bleiben wiirde.

In hygienischer Hinsicht ist dieses Medium recht robust. Mit einfachen
Massnahmen lassen sich bei keinesfalls sterilen Laborbedingungen normalerweise
pilzfreie Zuchten erzielen. Wahrscheinlich wire es moglich, Pilzinfektionen auf
den Medien, die auf Grund anderer Zuchtbedingungen (Luftbefeuchtung und
-umwilzung) auftreten konnten, durch Aufsprithen einer Fungizidlosung zu
verhindern. Obwohl nicht nidher gepriift, diirfte ein erst nach dem Einbohren der
Eirdupchen applizierter Fungizidfilm die Tiere kaum beeintrichtigen, zumal dieser
nur an der Mediumoberfliche wirksam wire und vor dem Austreiben der Raupen

mitsamt der Deckschicht entfernt wiirde (entsprechende Versuche sind vorgese-
hen).

Beim Austreiben der ausgewachsenen Raupen aus der Nachflitterungseinheit
wurde ersichtlich, dass die vorgeschriebenen Sandbadtemperaturen auf keinen Fall
Uiberschritten werden diirfen. Dies wire am ehesten gewihrleistet, wenn 2
Sandbider mit konstanter Temperatur bereitgestellt wiirden; das eine mit 35 °C fiir
die Anpassungsphase, das andere mit 48 °C flir das Austreiben der Raupen. Falls
bei den verwendeten Sandbidern die Wirme nicht gleichmissig an die Nachfiitte-
rungseinheit abgegeben wird, diirfte es sich lohnen, den Raupen das Auswandern
zu erleichtern. Dies liesse sich erreichen, wenn das Streckeisen mit seinen wabenar-
tigen Zellen nicht mit der Grundplatte aus Chromstahl verleimt, sondern lediglich
mit einer Klammer auf dieser festgehalten wiirde. Durch Kehren des Streckeisens

kurz vor der Erwidrmung wiirden dann die vollstindig in das Medium eingebohrten
Raupen freigelegt.

Die Produktion von Insektenpathogenen ist relativ aufwendig und fiihrt im
Vergleich zu chemischen Mitteln zu hoheren Kosten (IGNoFFo, 1967, 1970). Bei der
Schitzung der Produktionskosten fiir das Apfelwickler-Granulosisvirus-Praparat
wurde ersichtlich, dass die Arbeitsleistung den grossten Kostenanteil beansprucht.
Eine spezielle Verteuerung bringt dabei der Umstand mit sich, dass 2 raumlich und
personell getrennte Produktionseinheiten betrieben werden miissen. Im Vergleich
zur Arbeitsleistung kommt das zur Produktion verwendete Rohmaterial relativ

billig zu stehen. Dies gilt allerdings nicht fiir die bei der Applikation aufgewendeten
Materialien.
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Der relativ grosse Aufwand konnte jedoch gerechtfertigt sein, wenn man
bedenkt, dass mit dem Virus die Giberwinternde Raupenpopulation zu einem hohen
Prozentsatz eliminiert werden kann (HUBER & DickLER, 1975, BENzZ et al. 1977).
Diese drastische Populationssenkungen diirften namlich nach einigen Virusanwen-
dungen zur Folge haben, dass der A pfelwickler in den Folgejahren jeweils mit nur
einer Behandlung pro Jahr bekdmpft werden konnte. Trotzdem diirfte sich zur Zeit
einer Virusproduktion nur dann einrichten lassen, wenn es gelange, die
Grundzucht und die Virusvermehrung je einem geeigneten, bereits bestehenden
Betrieb anzugliedern.

Bevor an eine Grossproduktion des Granulosisvirus des Apfelwicklers
gedacht werden kann, muss jedoch als vordringlichste Massnahme dessen
gesetzliche Zulassung fiir die Anwendung im Pflanzenschutz in die Wege geleitet
werden. Nach erreichter Zulassung wird es zudem unerlasslich sein, das Viruspro-
dukt gezielt bei den Obstproduzenten einzufiihren. In gleichem Ausmass miissen
aber auch die Apfelkonsumenten informiert werden. Da bei Virusanwendung bei
relativ hohen Apfelwicklerpopulationen noch relativ viele Apfel von den Jung-
riupchen angebissen werden, bevor sie sterben, und die Anbiss-Stellen als
Schonheitsfehler auf den Friichten sichtbar bleiben (BENZ et al. 1977), miisste auch
eine gewisse Umerziehung der Konsumenten angestrebt werden, sofern nicht eine
andere Verwertungsmoglichkeit fiir diese Friichte in Frage kime.

5 Zusammenfassung

Da sich das Granulosisvirus des A pfelwicklers als dusserst wirksam zur Popu-
lationskontrolle dieses Schiadlings erwiesen hat, wurde eine Produktionsmethode
entwickelt, die den praktischen Einsatz dieses Pathogens als mikrobiologisches
Schidlingsbekampfungsmittel ermdglichen soll.

Sonnenexponierte Virusbelage werden relativ rasch inaktiviert. Zwecks
Verbesserung der Persistenz im Freiland wurde eine Selektion auf UV-Resistenz
durchgefithrt. Vom selektionierten Isolat wurden nach Bestrahlung im
Laboratorium fiir gleiche Effekte 5,6mal weniger Viren benétigt als vom
Virusgrundstamm. Beim Vergleich der beiden Virussuspensionen im Freiland
konnte beim Selektionsstamm eine verdoppelte Wirksamkeitsdauer verzeichnet
werden. Hingegen erbrachte eine Erh6hung des Milchpulverzusatzes von 1 auf 2%
in den Spritzbrithen keine wesentlich verbesserte Schutzwirkung gegen das
Sonnenlicht. Lediglich bei vollstindiger Abschirmung vor Licht blieb die Virus-
aktivitit wihrend 3 Wochen in vollem Umfang erhalten. Dabei zeigte sich auch,
dass Emanationen aus Apfel und Blatt die Aktivitit der Viren nicht beeintrichtigen.

Im Hinblick auf eine optimale Virusausbeute wurde die Eignung von
diapauseinduzierten Raupen fiir die Virusproduktion untersucht. Bei Kurztag
gezlichtete, diapauseinduzierte Raupen im L,-Stadium liessen sich leichter
infizieren als bei Langtag gezlichtete L,; die bei ersteren bendtigte Infektionsdosis
ist ca. Smal geringer. Bei einmaliger Tauchinfektion der verschiedenen Stadien
einer Raupenpopulation konnen maximale Kadavergewichte und eine optimale
Infektionsrate erzielt werden, wenn zum Infektionszeitpunkt die Raupenpopula-
tion grosstenteils aus reifen 2-3 Tage alten L, und maximal 1,5 Tage alten Ls
besteht. Dabei darf die Infektionskonzentration den Wert von 10° Granulosis-
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kapseln/ml nicht iibersteigen, und den infizierten Raupen muss weiterhin Nahrung
geboten werden. Fur die Praxis hat sich eine Infektionskonzentration von 10*
Granulosisviren/ml als optimal erwiesen.

Die Verwendung von kiinstlich erzeugten L fiir die Virusproduktion dirfte
vorldufig nicht in Frage kommen, da diese Tiere auch mit ungewdhnlich hohen
Virusdosen nur unbefriedigend infiziert werden kénnen.

Als Grundlage fir die Massenproduktion des Granulosisvirus wurde eine
Massenzucht bzw. Semi-Massenzucht des Apfelwicklers vorgesehen. Da das
verwendete Zuchtmedium neben einer umfangreichen Raupenproduktion auch
eine rationelle Infektion der Tiere erlauben muss, wurde ein am eigenen Institut
entwickeltes Medium auf Agarbasis mit dem an der Eidg. Forschungsanstalt
Widenswil entwickelten Massenzuchtmedium auf Sdgemehlbasis verglichen.
Letzteres erhielt den Vorzug, weil bei diesem Medium die Verhiitung bakterieller
und pilzlicher Kontaiminationen bedeutend weniger aufwendig ist.

Im Bestreben, die Installation der Massenzucht von Neuinvestitionen
moglichst unabhingig zu machen, wurden verschiedene Zuchtbedingungen, in
Anlehnung an die bereits bestehende apparative Einrichtung untersucht bzw.
angepasst. Dabei erwiesen sich die oberflichliche Applikation von Paraffin in
definierter Schichtdicke und die Anwendung einer geeigneten Luftfeuchtigkeit und
Luftumwilzung mit definierter Luftfiihrung als wichtigste Massnahmen zur
Steuerung des Austrocknungsprozesses in den Medien und zur Aufrechterhaltung
einer ausreichenden Zuchthygiene. Bei sorgfiltiger Einstellung kann auch mit
geringem apparativem Aufwand eine definierte Luftfiihrung mit optimalem Effekt
erreicht werden.

Eine lingerfristige Apfelwicklerproduktion in Semi-Massenzucht ist wegen
der Gefahr von Virusepizootien nur moéglich, wenn die Zuchteinheit riumlich und
personell von der Virusproduktionseinheit wirksam getrennt wird.

Da eine optimale Virusproduktion die Infektion der Raupen mittels definier-
ter Virusdosis innerhalb einer ziemlich eng umschriebenen Entwicklungsphase
(L4/Ls) voraussetzt und sich die Raupen ausschliesslich innerhalb des Mediums
entwickeln, musste eine rationelle Methode gefunden werden, um die Raupen im
geeigneten Zeitpunkt fiir die Infektion zuginglich zu machen. Im wesentlichen
werden dabei die Raupen mittels Erhitzung von unten her aus dem Medium ausge-
trieben. Dieser Prozess wird dadurch erleichtert, dass mit einem bei der Mediumzu-
bereitung eingefligten Gazestiick die ausgetrocknete Deckschicht des Mediums
abgezogen und dieses dadurch geoffnet wird. Fir die Erhitzung des geoffneten
Mediums zum Austreiben der Raupen hat sich der Einsatz eines heizbaren Wasser-
bades am besten bewihrt.

Fiir das Abfangen der aus dem Medium wandernden Raupen wurde eine
spezielle Vorrichtung gebaut. Diese kann, mitsamt den Raupen, zwecks Infektion
der letzteren, in eine Virussuspension getaucht werden. Anschliessend wird die
Abfangvorrichtung mit den infizierten Raupen auf eine ebenfalls besonders
konstruierte Nachfiitterungsvorrichtung mit Agarmedium gebracht, wo sich die
Raupen einbohren. Nach 4 Tagen werden die ausgewachsenen, virésen Raupen zur
endgililtigen Virusgewinnung durch Erhitzung auf einem Sandbad ausgetrieben.

Mit dieser Methode konnen 40-65% der Raupen, die vor dem Austreiben mit
dem Wasserbad im Massenzuchtmedium vorhanden waren, als virose Kadaver
gewonnen werden. Bei einem Vermehrungsfaktor von 14. 107 entspricht dies
einem durchschnittlichen Virusertrag von 5,5 x 10'? Granulosiskapseln pro
Zuchtschale.
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Als bestes Lagerverfahren hat sich das Tiefkiihlen glycerinisierter
Virussuspensionen bei -20 °C erwiesen.

Beim Versuch einer vereinfachten Kostenschitzung wurde ersichtlich, dass,
bei ausschliesslicher Beriicksichtigung der direkt anfallenden Produktionskosten,
das Virusprodukt etwa gleich teuer zu stehen kommt wie ein Handelspraparat eines
gebriauchlichen, chemischen Insektizides auf Organophosphatbasis. Die A ufwen-
dungen fir das Virusprodukt werden jedoch bereits verdoppelt, wenn die Kosten
fur die Zusatzstoffe bei der Applikation (Milchpulver, Etalfix) mitgerechnet
werden.
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