DIE POLYEDERKRANKHEIT DES GRAUEN
LARCHENWICKLERS GRAPHOLITHA
(SEMASIA) DINIANA

. k
Mit 9 Abbildungen Von DR. ELSE JAHN, Innsbruc

Zu den Ursachen, die den Zusammenbruch des letzten groBen Massen-
auftretens des grauen Larchenwicklers Grapholitha (Semasia) diniana in
Westdsterreich (Nordtirol 194647, Osttirol und Westkdrnten 1947) im
Frithjahr 1948 herbeifiihrten, gehdrte neben anderen biotischen Faktoren
(parasitischen und riuberischen Tieren) auch das Auftreten einer soge-
nannten Wipfel- oder Polyederkrankheit. Diese Krankheit war im Friih-
jahr 1948 fast bei allen aufgefundenen, parasitischen und rauberischen
Tieren entgangenen Exemplaren des Lirchenwicklers festzustellen und be-
wirkte in den gesamten Lirchenbestinden aller Hohenlagen, Expositionen,
Altersklassen, Bonititen, Lirchen-Rein- und -Mischbestinden usw. den end-
giiltigen Zusammenbruch der Kalamitit. Der Korperinhalt der Raupen fort-
geschrittener Krankheitsstadien hatte sich jauchig zersetzt und zeigte neben
zerfallenden plasmatischen Massen unzihlige kristallinische Korperchen von
Durchmessern von 0,4—6 #, Die kleinsten dieser Korperchen waren von
kokkenartigem Aussehen, die groferen zeigten den fiir Polyeder typischen
Aufbau: Eine stark lichtbrechende, lockere, hiufig kokkenartige Korperchen
enthaltende Zentralsubstanz, eine etwas anders gebaute, ebenfalls stark licht-
brechende Rindenschicht und waren von einer zarten, scharf abgegrenzten
Hiillmembran umgeben. Hiufig zeigten diese Korperchen auch ein bis vier
oder auch mehr zentral verlaufende Spalten. Diese Korperchen nahmen auch,
wie es fiir die Polyederkrankheiten typisch ist, in den Zellkernen ihren Ur-
sprung und es wurden im weiteren Verlauf der Krankheit samtliche Zell-
kerne der Gewebe und Organe in Polyeder umgebildet. Das Auftreten solcher
Polyederkrankheiten namentlich im Stadium der Massenvermehrung ist von
den verschiedensten Insektenarten und Gruppen bekannt und seit Jahren
(1856) hat sich die wissenschaftliche Forschung immer wieder mit diesen
kristallinischen Korperchen beziiglich ihres Aufbaues, ihrer chemischen
Reaktionen, ihrer Entstehung und der Frage ihrer Natur beschiftigt. Die
Polyeder wurden einerseits als Reaktionsprodukte des Zellkernes gegeniiber
von als Chlamydozoa bezeichneten Erregern angesehen, andererseits als
Stadien von Erregern. Die in den Polyedern aufscheinenden Korperchen
(auch als Elementarkorperchen bezeichnet) konnten als Entwicklungsstadien
von Erregern festgestellt werden. Im letzten und vorletzten Jahrzehnt konnte
den Polyedern nun Viruscharakter nachgewiesen werden (ESCHERICH,
JANISCH, ROEGNER, BERGOLD, SCHRAMM). BERGOLD wies nach,
daB} es sich bei den kokkenartigen Korperchen (Elementarkorperchen) um
Virusaggregate handelt. Die Polyeder sind nach seinen Feststellungen ein-
heitliche Kristalle von Virusmolekiilen, und zwar ist die Rindenschicht der
Polyeder besser kristallisiert als das weiche amorphe Innere. Die Ursache
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der Polyederkrankheit istonach -BERGOLD ~das Polyeder-Virus-Protein,
das in drei verschiedenen Zustinden vorkommt: ,,den Virusmolekiilen, den
aus diesen bestehenden Virusaggregaten und den daraus aufgebauten Poly-
ederkristallen. Den Kreislauf der Polyeder im Tierkérper beschreibt
BERGOLD aihnlich wie ESCHERICH: ,Im Darm kommt es zur Auf-
losung: der Polyeder, wobei ungeheure Mengen von Virusaggregaten und
Molekiilen frei werden, die durch die Darmzellen ins Serum gelangen und
von da in die Zellen der Gewebe. Das Kerneiweil der befallenen Zellen
wird fast zur Ginze in Viruseiweil umgewandelt, und infolge der nun herr-
schenden hohen Konzentration, Reinheit und bestimmter py- und Salz-
konzentrationsbedingungen assoziieren die Virusmolekiile zu den sichtbaren
Virusaggregaten, die zu den kristallinischen Polyedern heranwachsen.*
Wichtig ist auch die Feststellung, daB Polyeder sich rein gewinnen lassen
und durch sie ebenso wie durch ihre Loésungen infizierte Raupen an den
typischen Symptomen der Polyederkrankheit verenden.

Es konnten nun vermittels der Anwendung dreier Verfahren an den
Lirchenwicklerpolyedern Feststellungen gemacht werden, die vielleicht zur
Klirung der Natur der Polyeder einen weiteren Beitrag liefern konnten.

1. Das Eisessigverfahren  Vermittels dieses Verfahrens
zeigten sich Bildungen, die auf Zusammenhinge und Auseinanderhervor-
gehen der einzelnen Polyederkdrperchen hinwiesen.

Wenn den Ausstrichen polyederkranker Larchenwicklerraupen Methylen-
blau in wisseriger Losung, hernach in wenigen Tropfen Eisessig beigefiigt
wurde und nach Eintrocknen des Praparates das EinschluBmittel, zumeist
Euparal, so =zeigten sich im ganzen Priparat verstreut zystenartige
Bildungen verschiedener Groé8e und Anordnung, einzeln und in Ketten
zusammenhidngend und sich vielfach in alle Richtungen des Raumes ver-
zweigend. Die groBeren Zysten wiesen Durchmesser von 7—20 u auf.

Erfolgte ‘die Farbung des Ausstriches erst nach erfolgter Eisessig-
behandlung (Polyeder nehmen nach Vorbehandlung mit Sduren oder Laugen
den Farbstoff leichter an), so zeigten sich innerhalb der zystenartigen Hiillen
kristallinische Korper, deren Strukturen auf Hervorgehen dieser Korper
aus Polyedern deutlich hinwiesen (Abb. 1).

Bei Betrachtung der Ausstriche noch lebender Raupen zeigten sich nun
unter den zerfallenden plasmatischen Massen plasmatische Kiigelchen, aus
denen bei bestimmter Beleuchtung unter mikroskopischer Beobachtung
kristallinische Korperchen aufleuchteten. Ferner fanden sich im EinschluB3
lufttrockener Ausstriche neben freien Polyedern haufig wolkige Massen,
aus denen nach langerer Zeit des Einschlusses grolere Formen von Poly-
edern frei wurden. In den Ausstrichen abgestorbener Raupen fanden sich
haufig grofere Polyeder mit Durchmessern von 6—g9u, die vielfach noch
die Konturen einer schleimigen Hille zeigten, die auch mehrere kleinere
und groBere Polyeder miteinander verbinden konnten.

Bei Behandlung des Ausstriches eines abgestorbenen Lirchenwickler-
parasiten mit Eisessig zeigten sich freie Polyeder mit ausgesprochener
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Kristallgestalt, die deutlich' die Bildung ~von" Tochterkristallen innerhalb
von Mutterkristallen aufzeigten. Reste von schleimigen Hiillen, die Tochter-
und Mutterpolyeder noch verbanden, machten ihr Hervorgehen auseinander
kenntlich (Abb. 2).

Bei lingerer Einwirkung von Eisessig auf die Ausstriche polyederkranker
Raupen zeigten sich innerhalb plasmatischer Hiillen bandférmige Kristalle,
die radial oder in zwei Halbkreisen gegen den Mittelpunkt der Zyste zu
angeordnet lagen; oder auch ausgesprochene rhombische Kristalle, die frei
oder auch innerhalb von plasmatischen Hiillen sich vorfinden konnten.

Abb. 1. Abb. 2.

Abb. 1. Kristallinische Korper, die in plasmatischen Hiillen erscheinen, wenn dic
Farbung erst nach Eisessigbehandlung vorgenomnten wurde.
Vergroferung 200 : 1.

Abb. 2. Eisessigpriparat. Innerhald dewtlich umrissener sechseckiger Kristalic
scheinen je zwei Tochterkristalle auf, die auch die Mutterkristalle vei-
lassen. Vergriflerung 600:1.

Es diirfte also der Eisessig die Fahigkeit haben, die plasmatischen
Hillen, in denen die grofleren Formen der Polyeder im nicht behandelten
Ausstrich hiufig stecken, zu fixieren und im Ausstrich zu erhalten und
dadurch die Zusammenhinge der einzelnen Polyeder zueinander sichtbar zu
machen?). Bei stirkerer Einwirkung von Eisessig diirfte es zur Verquellung
und Auflésung der Polyeder innerhalb der schleimigen Hiillen kommen
(Polyeder 18sen sich in starken Siuren und Laugen auf) und nach Ver-
dunsten des Eisessigs zur Auskristallisation bandformiger und rhombischer

1) DaB die in den Iisessigpriparaten vorhandenen Zysten hiufig ecinen
groBeren Kérperdurchmesser als Polyeder in nicht behandelten Praparaten
zeigen, diirfte darauf zuriickzufithren sein, daB 1. Polyeder in konzentrierter
Essigsiure um mehr als /3 ihrer Grofle anschwellen konnen und 2. noch dic
gallertige Hiille dazukommt.
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Kristalle, die ausgesprochenen Kristallcharakter zeigen, wihrend die eigent-
lichen Polyeder durch Auftreten verschiedener Schichten innerhalb ihrer
Korper (Zentralschicht, Rindenschicht, Hiillmembran) den Eindruck einer
inneren Organisation erwecken. Die Auskristallisation ausgesprochener
Kristalle ware den Pflanzenviren zu vergleichen, die man auch in kristalli-
sierter IForm gewinnen kann (RUSKA, SMITH).

2.Die Trockenmethode., Diese Methode ist zur Feststellung des
Auftretens von Polyedern vorziiglich geeignet und 1aBt ferner den Bau
der Polyeder besonders deutlich in Erscheinung treten. Sie besteht darin,
dafl man Ausstriche polyederkranker Tiere einfach lufttrocknen 1iaBt. Die
Polyeder und kokkenartigen Korperchen heben sich nach erfolgtem Ein-
trocknen ganz deutlich von allen Gewebsteilen und -resten ab. Dies diirfte
wahrscheinlich durch die vollige Abwesenheit von Wasser in diesen Kérpern
bedingt sein (dies wurde fiir Viren bereits festgestellt), wodurch bei Trocken-
leit keinerlei Verinderungen in ihnen auftreten. Als Trockenpraparat kénnen
Polyeder, ohne Veranderungen zu erleiden, monate- und jahrelang auf-
bewahrt werden.

3. Die Einwirkung von Xylol. Unter Einwirkung von Xylol
auf lufttrockene Ausstriche vollzogen sich mikroskopisch sichtbare Um-
wandlungsprozesse von Polyedern zu den kokkenartigen Korperchen oder
zu Korperchen, die wieder ausgesprochene Polyeder darstellten:

Diese Umwandlungen vollzogen sich in Form von Spaltungs-, Auflosungs-
und Kristallisationsprozessen: Die Spaltungsprozesse gingen in der Art vor
sich, daBl zunichst die Zentralsubstanz in Teilstiicke zerfiel und darauf die
Rindenschicht in einer Art und Weise durchspaltete, daB jedes Spaltstiick
cinen Teil der Zentralsubstanz erhielt. Ferner konnten durch weitgehenden
Zerfall der Zentralschicht oder durch plotzliches Aufscheinen in ihr die
kokkenartigen Korperchen entstehen, die hiufig noch innerhalb des Aus-
gangspolyeders zu Polyedern heranwachsen konnten und durch spalten-
formige Offnungen oder Auflosung des Mutterpolyeders frei wurden
{Abb. 3 a, b).

Der Ausbildung der kokkenartigen Korperchen ging jedoch hiaufig das
Aufscheinen stibchen-, hantel-, hufeisen- und fadenformiger Bildungen
innerhalb der Zentralsubstanz voraus, wobei letztere vielfach sich ring-
jormig angeordnet hatte. Diese stdbchen-, hufeisen-, hantel- und faden-
férmigen Bildungen zerfielen zumeist letzten Endes in die kokken-
artigen Korperchen, die wiederum zum Ausgangspunkt neuer Polyeder
wurden. Mit der Zentralmasse des neu heranwachsenden Polyeders
wurden diese Korperchen dann anscheinend ein einheitliches Gebilde.
In manchen Fillen blieben sie jedoch auch als Mittelpunkt des neugebildeten
Polyeders noch durch einige Zeit erhalten, und es konnte dann auch beob-
achtet werden, dafl die Bildung der stabchenartigen Korper von ihnen
ausging (Abb. 4 und 5).

Unter Einwirkung von Xylol konnte auch beobachtet werden, dal} winzige
Polyeder sich zunichst durch eine Art von Kristallisation vergroBerten,
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Abb. 3a. Abb. 3b.

Abb. 3a, Polyeder in Viererspaltung. Vor Durchfithrung der Spaltung hat sich
die Zentralschicht (auf der Abbildung hell erscheinende Schicht) in vier
Teile geteilt. Vergroflerung 1700:1.

Abb.3b. In radialen Ebenen sich spaltende Polyeder. Vergriferung 1200:1.

Abb. 4. Abb. 5.

Abb. 4. Umwandlungsstadien grofier zu kleinen Polyedern unter Xyloletnwirkung.,
Im groflen Polyeder (Mitte) haben sich zwei hufeisenformige Bildungen
ergeben. Vergroflerung 1100:1.

Abb. 5. Umwandlungsstadien grofer zu kleinen Polyedern unter Xyloleinwirkung.

Der Umwandlung geht haufig eine Ringbildung der Zentralsubstanz vor-
aus. Vergroferung 1100:1.
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dann zwei-, drei- und vierfach spalteten; Dabei riickten hiufig stabchen-
formige Bildungen an die Pole der Polyeder, wo sie von Zentralsubstanz
keilférmig umgeben wurden. Die Polyederspaltung vollzog sich dazwischen,
bei Zweispaltern senkrecht dazu. Im Endstadium nahmen die in den
Zwischenstadien vielfach runden Formen der Polyeder hiufig ausgesprochene
Kristallgestalt an und bildeten sich dann auf eine der vorher beschriebenen
Weisen in kleine Polyeder und in die kokkenartigen Korperchen um. Die in
der Zentralsubstanz aufscheinenden Bildungen fanden sich bei Polyedern
dieser Stadien auch sternférmig angeordnet vor (Abb. 06).

Abb. 6. Ausbildung stabchenformiger Bildungen in Polyedern unter Xwylolein-
wirkung. Zwischen den beiden, den Polen der Polyeder zuwandernden
Stabchen vollzieht sich die Polyederspaltung. Vergrifierung 1700:1.

Auch konnte beobachtet werden, daBl von bestimmten Kristallflichen von
Polyedern ausgehend, ahnlich wie bei Kristallen, durch eine Art von
Kristallisation neue Polyeder gebildet wurden. Die Ausbildung solcher
Polyeder erfolgte aber immer erst dann, wenn sich Zentralsubstanz vorher
an die betreffende Stelle angelagert hatte.

Mit diesen angefiihrten Beobachtungen diirfte wohl ein genauerer Ein-
blick in hier unter chemischen Einfliissen erfolgte Umwandlungsvorgange
von Polyedern (vermittels Trennungs-, Spaltungs-, Aufldsungs- und
Kristallisationsvorgingen) zu Korpern gewonnen worden sein, die wieder
ausgesprochene Polyeder darstellen, namentlich iiber die dabei im Polyeder-
inneren sich abspielenden Vorginge. Ferner dirfte auch die Art, wie sich
diese Umwandlungen vollziehen, einen weiteren Hinweis auf die Natur der
Polyeder geben. Die Polyeder wurden, wie eingangs schon darauf hin-
gewiesen, von BERGOLD als Kristalle von Virusmolekiilen nachgewiesen,
und BERGOLD konnte auch aus gelosten Polyedern wieder Rekristallisation
von Polyedern erzielen. Bei diesen Beobachtungen konnte aber, was beson-
ders interessant ist, die Feststellung gemacht werden, dafl durch chemische
Einfliisse hervorgerufene Spaltungen eines Polyeders in jedem Spaltprodukt
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Tochterpolyeder, die alle Merkmale eines Polyeders aufzeigen und sich selbst
wieder zu polyederartigen Korperchen zu spalten vermdgen, ergeben (Abb. 7
und 8). Ferner, daBl es bei Auflésungs-, Spaltungs- und Kristallilations-
prozessen, hier gleichfalls durch chemische Einfliisse hervorgerufen, zu be-
stimmten Differenzierungen innerhalb der Polyeder kommt und bestimmte
Vorginge innerhalb ihres Kérpers sich abspielen. In der Literatur finden
sich beziiglich der Spaltungsprozesse einige interessante Hinweise, z. B. bei
KOMAREC, PROWAZEC, BERGOLD), daf Polyeder unter Druck und
nach KOMAREC auch unter der Einwirkung von NaCl und Pepsin in 3—4

Abb. 7 Abb. 8.

Abb.7 Dreifach gespaltener Polyeder, der am Ende der Spaltung eine Gliede-
rung jedes Spaltstiickes in Zentralschicht und Rindenschicht zeigt. Ver-
groflerung 1200:1.

Abb. 8. Finffach gespaltener Polyeder, dessen Spaltstiicke sich weiter spalten.
Vergroferung 1200:1.

oder mehr gleich groBe, strahlig angeordnete deltoidische Stiicke zerspringen,
ferner dal KNOCHE ovale Korperchen einzeln oder in Teilungsform aus-
treten sah. Bei den an Lirchenwicklerpolyedern beobachteten Spaltungs-
prozessen handelte es sich jedoch nicht um einfache Spaltstiicke, sondern
um Korper, die in ihrem Aufbau bereits ganz dem Mutterpolyeder ent-
sprachen, d. h. sie wiesen nach Abschluf} der Spaltung wieder eine Gliederung
ihres Aufbaues in Zentralschicht und Rindenschicht auf und zeigten einc
umlaufende Hiillmembran. Ferner gingen der Ausbildung von Spalt-
produkten, die zur Ausbildung neuer Polyeder fiihrten, stets bestimmte
Differenzierungen und Vorgange im Iuneren des Polyeders voraus.

Bei diesen spielte, wie aus den vorangegangenen Kennzeichnungen der
einzelnen Vorginge deutlich hervorgeht, die Zentralsubstanz die wichtigste
Rolle (Zerfall, Trennung, Keil- und Ringbildung, Ausbildung stibchen-,
hantel- und hufeisenférmiger Bildungen usw.). Nur ausgehend von Teil-
oder Zerfallsstiicken dieser Substanz oder von in ihr aufscheinenden
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Korperchen konnte es zur Ausbildung neuer-Polyeder aus schon vorhandenen
kommen.

Innerhalb des Tierkorpers diirfte es zu diesen Umwandlungsprozessen
der Polyeder erst kommen, wenn die Polyeder aus den geplatzten Zellkernen
in die Leibeshohle gelangen?!). Dort diirften diese Korperchen von plasma-
tischen Hiillen der zerfallenden Gewebe umgeben werden und sich inner-
halb dieser spalten und heranwachsen, wobei die Hillen diese Vorginge
mitmachen. In bestimmten Stadien diirfte es dann zur volligen Umbildung
groBerer Polyeder zu den kokkenartigen Korperchen (Elementarkdrperchen)
kommen, von welchen dann wieder die Bildung neuer Polyeder ihren Aus-
gang nimmt.

Die Art, wie sich diese Umwandlungsvorgange vollziehen, diirfte viel-
leicht einen weiteren Hinweis auf die Natur der Polyeder geben. Ganz
eigenartig sind ja vor allem die zur Zeit der Umwandlungsstadien der
Polyeder, die ja aus umgewandelten oder umgestimmten Kerneiweiflen auf-
gebaut sind, aufscheinenden Differenzierungen, die irgendwie an Bestand-
teile des Zellkernes erinnern. Namentlich die zur Zeit der Spaltungs- und
Auflésungsvorgange aufscheinenden Stibchen und hufeisenférmigen Korper-
chen, die wieder in die kokkenartigen Korperchen zerfallen, erinnern daran.
In diesem Zusammenhang ist es auch interessant, daBl die Virusforschung
bestimmte Zusammenhinge zwischen Viren und Genen bereits vermutet
und auch festgestellt hat. So schreibt z. B. SCHWALB: ,Es zeigt aber
das Virus auch den Charakter eines Molekiils mit konstanten chemischen
und physikalischen Eigenschaften und ist als solches oft mit Genen ver-
glichen worden.”“ Bekannt ist ferner, so nach SMITH, daf} die Viren aus
derselben Art von Proteinen wie die Gene bestehen und ihre chemischen
Eigenschaften jenen des Kernkorperchens, Nukleolus, in der lebenden Zelle
ahneln, und daB sie ferner auch eine Art von Mutationsvermdgen besitzen.
Man konnte zusammen nun mit den hier an Lirchenwicklerpolyedern ge-
machten Beobachtungen auch zu der Auffassung kommen, dafl es sich bei
diesen Viren um eine Erregergruppe handelt, der Gencharakter zukommt,
und die sich aus der Zellsubstanz ihrer Wirte zellartige Gebilde schaffen.
in denen sie sich auch so vermehren konnen, wie es Gene in Zellen tun,
d.h. daB sich mit der Teilung der Zelle die Gene, mit Spaltung der zell-
artigen Korper die Viren teilen. Diese zellartigen Korper konnten in ihrem
Aufbau mehr oder weniger vollkommen sein, d. h. sie kénnten im Vergleich
zur pflanzlichen und tierischen Zelle alle den Kernbestandteilen und dem
Protoplasma vergleichbaren Bestandteile oder Differenzierungen enthalten
oder auch nur dem Zellkern bzw. Chromatin bzw. Genen vergleichbare
Bestandteile. Dabei konnte die Plasmahiille dem Protoplasma, der kristal-
linische Korper dem Zellkern, sein Zentralkorper der Nukleolarsubstanz
und dem Chromatin und die in ihnen aufscheinenden Bildungen Chromosomen
und Genen verglichen werden. Diese zellartigen Korper, Polyeder, diirften

1) Nur Polyeder, die sich bereits in der Leibeshohlenfliissigkeit frei vor-
fanden, ergaben unter Einwirkung von Xylol die Umwandlungsprozesse.
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jedoch vielfach auBerst labil-sein, vielleicht auch hidufig in den Korpern
der Wirtstiere nur zeitweise vorhanden sein (z. B. fand ich selbst in den
Ausstrichen mancher erkrankter Puppen nur die kokkenartigen Korperchen
vor) und in Ausstrichen, namentlich in behandelten und Schnittpriparaten
vielfach schon nicht mehr vorhanden sein.

Es sollten diese Ausfiilhrungen vor allem der Schilderung von Beob-
achtungen dienen, die an Lirchenwicklerpolyedern gemacht wurden. An
diese Ausfithrungen schlof sich eine Vermutung, die aber noch durch
weitere chemische, mikrobiologische, zytologische Untersuchungen usw.
eine Stiitze erfahren miifite. Die wichtigsten Ergebnisse dieser Beob-
achtungen waren, daB 1. Lirchenwicklerpolyeder sich zu Ko&rpern spalten
konnten, die wieder Polyeder ergaben und 2. daB bei allen Spaltungs-, Auf-
16sungs- und Kristallisationsprozessen, die zur Ausbildung neuer Polyeder
fiihrten, im Inneren der Polyeder Differenzierungen aufschienen und sich
Vorginge abspielten, die an Bestandteile des Zellkernes und Vorginge in
diesem zur Zeit der Teilungsstadien der Zellen erinnerten.

Die photographischen Aufnahmen der Polyeder erfolgten am Zoologischen
Institut der Universitat Innsbruck, wofiir an dieser Stelle namentlich Herrn
Dozenten Dr. Heinz JANETSCHEK herzlich gedankt sei.
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