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338 H. ApaM: Himocytire Reaktionen der Insektenhdmolymphe

Einfiihrung

Untersuchungen iber die Aufgaben der Imsektenhdmolymphe innerhalb des
Stoffwechselgeschehens des Insektenorganisrnus nehmen in jingster Zeit einen
immer breiteren Raum ein. Dabei stehen die vielfdltigen Fragen humoral oder
cytdr bedingter Immunitits- oder Resisterazerscheinungen gegen Insektizide,
endogene Parasiten, als auch pathogene Mikroorganismen oftmals im Brenn-
punkt des Interesses.

Da bei der Bekimpfung schadlicher Insektenarten die Anwendung mikro-
bieller Priparate zunehmend an Bedeutung gewinnt, ergibt sich die Notwendig-
keit, einige weitere grundsatzliche Fragen himsichtlich spezieller Funktionen der
Insektenhdmolymphe zu untersuchen.

Die im folgenden dargestellten Versuche wurden hauptséchlich an Raupen des
Kiefernspanners (Bupalus piniarius L.) durchgefithrt. Dabei kamen unter
Laboratoriums- und Freilandbedingungen sieben kommerzielle Bacillus thurin-
giensis-Priaparate in verschiedenen Dosierungen zur Anwendung.

Bs sollte Aufschlufl dariiber erlangt werden, inwieweit die bakterielle Wirkung
von Bacillus thuringiensis-Praparaten durch oytire Abwehrreaktionen der
Himolymphe beeinflufit wird. Weiterhin war es das Ziel der Untersuchungen,
die als Folge einer Infektion mit Bacillus tAuringiensis auftretenden Verande-
rungen in der Hémolymphe von Raupen des Kiefernspanners sowie den Infek-
tionsverlauf anhand von Bluthildern zu erkennen.

Material und Untersuchungstechnik
1. Zuehimethodik

Zur Gewinnung des Untersuchungsmaterials wurden die aus den Puppen des Kiefern-
spanners gezogenen Falter in Freilandzuchtkéfige zur Eiablage gebracht.

Um fiir die einzelnen Versuchsgruppen méglichst gleichaltrige Raupen zur Verfiigung zu
haben, kamen tiglich frisch geschlipfte Raupen zu je 10 Stiick in kleine, mit feuchtem
FlieBpapier ausgekleidete Petrischalen, in denen sie bis zur ersten Hiautung verblieben. Als
Futter wurden gut abgespiilte Kiefernnadeln geboten. Zum Zeitpunkt der Behandlung mit
Bacillus thuringiensis-Praparaten wurden 50 gleichaltrige Raupen nach einem bestimmten
Versuchsprogramm auf die durch Gazehauben isolierte Wirtspflanzen @bertragen. Nach
12 Tagen erfolgte die Applikation der Bakterienpréparate mittels Handsprithgerdten.
Da es sich.bei den Wirtspflanzen um 5—6jahrige Kiefern handelte, geniigte eine Menge von
50 cm? pro Pflanze. Aus den Versuchsserien, die mit 19- und 29 igen Suspensionen behan-
delt waren, wurden von jeweils drei Tieren einer Versuchsgruppe im 24- bzw. 48stiindigem
Rhythmus Blutbilder angefertigt. Diese Raupen kamen zur weiteren Beobachtung in ge-
sonderte (lasgefdBe.

Als Futter wurden diesen Tieren abgeschuittene Kiefernzweige der entsprechend behan-
delten Pflanzen geboten. Damit war eine fortwihrende Kontrolle iiber die weitere Wirkung
der Bacillus thuringiensis-Infektion méglich. Wahrend des gesamten Versuchszeitraums
wurde den Raupen nur einmal Blut entnommen.

Etwas anders gestaltete sich die Versuchsdurchfihrung bei geringeren Konzentrationen.
Auf Grund orientierender Vorversuche unter Laboratoriumsbedingungen handelt es sich bei
einer Konzentration von 0,59, um eine Dosis, die etwa auf der Grenze zwischen letalem und
subletalem Effekt liegt. Deshalb wurde die Anzahl der Versuchstiere auf 100 erhéht und im
24- beziehungsweise 48stiindigem Rhythmus von jeweils zwei Raupen Blutbilder hergestellt.

DOI: 10.21248/contrib.entomol.20.3-4.337-370



Beitrage zur Entomologie, Band 20, Nt. 3/4; 1970 : 339

Auf Grund der gesonderten Aufzucht war es moglich, die Hautungsphasen ziemlich genaun
zu erfassen. Allgemein lief sich bei den Versuchspopulationen ein Hiutungszeitraum von
etwa 6—8 Tagen ermitteln.

Parallel zu diesen Versuchen lief gleichzeitig unter denselben Aufzuchtbedingungen je-
weils eine Kontrollserie. Damit war eine vergleichende Auswertung der Blutbilder gewihr-
leistet und eine Beurteilung der effektiven Wirkung der zur Anwendung gelangten Bacillus
thuringiensis-Suspensionen moglich.

2. Himatologische Verfahrenstechnik

Fir die Herstellung von fixierten und geférbten Blutbildern wurde die den Spannern
eigene Fortbewegungsweise ausgenutzt, indem die gebildete ,,Schlaufe* des Raupenkérpers
mit einer weichen Federpinzette zusammengehalten und die durch einen Einstich in das
Riickengefi hervorquellende Korperflissigkeit mit der geschliffenen Kante eines Objekt-
trigers abgenommen und mit gleichméBigem Druck auf einem Deckglas ausgestrichen
wurde.

Die Fixierung und Férbung der Ausstriche erfolgte im Anschlufl an eine Osmiumriuche-
rung und Kaliumpermanganatsptlung nach der MAY-GRONWALD-G1EMsA (ROMANOWSKI)-
Methode mit folgenden Zeiten: May-GrRUNwWaLD-Fixierung 3 Minuten, May-GrUNwALD-
Farbung (Hinzufiigen der gleichen Menge destillierten Wassers) 10 Minuten, Fiarbung nach
OreMsA 35 Minuten.

Zur Ermittlung der relativen Hamocytenzahlen im Blut der einzelnen Raupenstadien
wurden mit unwesentlichen Anderungen die gleichen Verfahrenstechniken und -geriite be-
nutzt, wie sie fir die entsprechenden Untersuchungen bei Strongylogasier- Arten Apam (1965)
zur Anwendung kamen.

3. Histologische Bearbeitungsverfahren

Die Beeinflussung der himopoietischen Organe durch die Bakterieninfektion wurde fort-
laufend anhand histologischer Schnittpriparate ermittelt. Dabei kamen folgende Verfahren
zur Anwendung: Fixierung: 79%;ige Formollosung, (24 Std.), Auswaschen unter flieBendem
Wasser (12 Std.), Alkoholstufen 109, bis 909, (jeweils 1 Std.). Isobuthylalkohol (12 8td.).
Mythylbenzoat-Celloidin-Gemisch (24 Std.). Benzol- beziehungsweise Benzol-Paraffin-
Paraffin (62 °C).

Die Farbung der Schnittprédparate erfolgte nach der von Rommrs (1948) beschriebenen
Azan- oder CrossmoxN-Firbung.

Allgemeines

Die Wirksamkeit mikrobieller Priparate ist abhingig vom Endotoxingehalt und gleich-
berechtigt vom Gehalt an keimfihigen Sporen (Keimprozente). Bei einer Uberdosierung
kommt es verhéltnismaBig schnell zu einer Septikdmie (KrIEG 1962), wobei das Endotoxin,
indem es die Darmwand zerstort, als Schrittmacher wirkt; bei einer geringeren Dosierung
geht der Septikimie erst eine starke Vermehrung der Keime im Darm voraus, wodurch eine
Unterdosierung nachtriglich ausgeglichen werden kann (WiscaxD 1960).

Auch ist im Kulturfiltrat von bestimmten Varietéten des Bacillus thuringiensis ein wirk-
samer Faktor enthalten, der — mit gewissen Vorbehalten — als ,,Exotoxin® bezeichnet
wird. Das Exotoxin wird nur von den vegetativen Zellen produziert und eilt damit zeitlich
der Endotoxinbildung voraus, die mit der Sporulation zeitlich und funktionell gekoppelt ist
(Kr1iEc 1962).

Zu den ersten unspezifischen Symptomen einer Wirkung des Sporen-Endotoxin-Kom-
plexes gehort es, dall die infizierten Raupen ihre Nahrungsaufnahme einstellen. Im fort-
geschrittenen Stadium tritt eine typische Erschlaffung des sonst turgeszenten Raupen-
korpers ein. Diese nach der Kontamination auftretenden duflerlichen Erscheinungen gehen
auf die spezielle Darmwirksamkeit des Endotoxins zuriick; letzteres konnten HEmmper &
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Awaus (1959) unter anderem anhand von Réntgen-Kontrastdarstellungen am Darm von
Bombyzx mori belegen. Beziiglich der Darmlihmung nimmt MarTouraT (1960) eine neuro-
toxische Aktion des Endotoxins auf den Darm an.

Ausgehend von den histologischen Befunden Taxapas (1953) bei Pieris rapae und Heru-
PEL & Ancus (1959) bei Bombyx mori, 16sen sich bereits zu einem fritheren Zeitpunkt der
Erkrankung die Darmzellen von der Basalmembran, die Toxinwirkung wird von ihnen als
eine fermentative Auflésung von Zellkitt und der aus einem Mucopolysacharid bestehenden
Zellmembran interpretiert.

Erwihnenswert ist, daB nach Axeus (1956¢) bei der Injektion von geldstem Endotoxin
in der Himocoele dasselbe bei Bombyx mori-Raupen wirkungslos bleibt. Weiterhin soll
verschiedentlich kein fermentativer Abbau des parasporalen Kristalls zu dem eigentlichen
Toxin im Darmkanal stattfinden. Diese Befunde erkliren, warum eine Gruppe von Lepi-
dopteren, die Noctuiden, gegen den Sporen-Endotoxin-Komplex von Bacillus thuringiensis
praktisch unempfindlich sind (MarToUurRET 1962).

Nach Buomer (1960) ist die aktive Keimabwehr des Wirtsorganismus (Phagocytose,
Bakterizidie-Steigerung) nur gegen solche (= apathogene) Bakterien wirksam, die keine
Septikimie bewirken, wenn sie in das Hamocoel injiziert werden. Bei den anderen (= patho-
genen) Bakterien hingegen wird eine Phagocytoselihmung beobachtet, die auf Protein-
agen-Wirkung beruhen soll (Kriee 1961). Daher ist, was die zelluldre Keimabwehr gegen-
iiber Bacillus thuringiensis und seinen Verwandten anbetrifft, nach der Injektion dieser
Bazillen in Larven von Bombyz mori, Melolontha melolontha oder Neodiprion sertifer eine
Phagocytose wirksam.

Eine Frhohung der Bakterizidie der Hémolymphe vakzinierter Raupen von Galleria
mellonello (1..) im Sinne von Brrees (1958) und STErEENS (1959) konnten nach Injektion
von Bacillus thuringiensis oder Bacillus cereus-Vakzine als Antigen nicht festgestellt werden
(Krisc 1958).

Eine Produktion echter Antikérper als Ausdruck einer humoralen Keimabwehr bei In-
sekten wurden nach Injektion von Bacillus thuringiensis oder Bacillus cereus ebensowenig
wie nach Injektion anderer Antigene beobachtet (Krira 1957).

Zur aktiven Keimabwehr rechnet Kriee (1961) vor allem die Phagocytosetitigkeit der
Himocyten und die Knétchenbildung. Neben dieser zelluliren Keimabwehr sind auch humo-
rale Abwehrreaktionen bekannt geworden, die anfinglich vergleichbar schienen mit der
Antikérper- und Antifermentbildung bei Wirbeltieren.

Ubereinstimmung herrscht gegenwirtig dariiber, daB eine Immunitét der Insekten nicht
mit der spezifischen Antikérperbildung der Wirbeltiere gleichzusetzen ist.

MarxE (1965) gelang der Nachweis, dafl die natiirliche Immunitét der Schaben gegeniiber
einer beschrinkten Anzahl von Bakterien (Gram-positiv) darin beruht, daB im Insekten-
korper das bakteriolytische Enzym Lysozym gebildet werden kann. Das Lysozym ist nach
ScruMACHER (1958) ein Ferment, welches das in der bakteriellen Zellwand vorkommende
Mucopolysaccharid lysiert und selbst ein einheitliches basisches Polypeptid darstellt. MEss-
~ER (1965) hat iiber 120 Insektenarten verschiedener Klassen und Ordnungen auf Lyso-
zymvorkommen getestet und in dber 909, der Fille mit einigen Unterschieden gute Lyso-
zymproduktion nachweisen kénnen.

Untersuchungsergebnisse

1. Zur Kenntnis des Blutbildes ven Raupenstadien des Kiefernspanners
Bupalus piniarius (LINNAEUS)

a) Klassifizierung der Himocytenformen

Hinsichtlich einer allgemeingiiltigen Klassifizierung der in der Insekten-
hiamolymphe vorkommenden Hamocytentypen zeigt die neuerliche Durchsicht
der Literatur nach wie vor eine Vielfalt unterschiedlicher und sich widerspre-
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chender Auffassungen, die es sehr schwierig machen, eine einheitliche Nomen-
klatur zu vertreten. Nach wie vor wurden deshalb bei der notwendigen Grup-
pierung der Himocyten im Raupenblut von Bupalus piniarius in der Haupt-
sache die Arbeiten von RoEDER (1653) und WiccLESWORTH (1964) als Grundlage

benutzt.
In der nachfolgenden Ubersicht sind die charakteristischen Zelltypen im

Raupenblut des Kiefernspanners aufgefiihrt.

1. Proleukocyten (im Sinne RoEDERs 1953 und Yracer & Muxsow 1941) sind in groBer
Zahl besonders bei Jungraupen und wihrend oder unmittelbar nach einer Hiutungsphase
zu beobachten. Im Gegensatz zu differenzierten Formen sind sie verhiltnismiBig klein
(4—5 p) und an dem riesigen, stark farbbaren Kern leicht zu erkennen, das Zytoplasma ist
nur als ein schmaler Saum vorhanden. Sie sind wie bei Tenthredinidenlarven als junge, in-
differente, wachsende Formen anzusehen, aus denen spezialisierte Typen hervorgehen
koénnen (Fig. 2).

2. Makronucleocyten zeichnen sich als bereits differenzierte und durch ihre Gréfe
(14 —18 p) auffillig gekennzeichnete Zellen aus. Sie besitzen keine feste Gestalt. In der
Regel ist der Zellkern im Verhiltnis zum Plasmavolumen sehr gro83, jedoch lassen sich zwi-
schen ihnen und den Proleukocyten zahlreiche Zwischenstufen beobachten. Das Zytoplasma
ist stark basophil (Fig. 1, 22).

3. Mikronucleocyten sind ebenfalls auffillig grofe, basophile Blutzellen (12--22 p), die
im Gegensatz zu den Makronucleocyten an dem verhiltnism#Big kleinen Zellkern zu er-
kennen sind. Das Zytoplasma ist nur schwer anfirbbar (Fig. 6, 13, 22). Obwohl sie in ihrer
Form sehr variabel sind, kénnen sie im Gegensatz zu den entsprechenden Typen bei Ten-
thrediniden leicht von den basophilen

4. Amdbocyten unterschieden werden. Letztere sind durch ihre spindelférmige Gestalt
gekennzeichnet, die hidufig bis ins Extreme reicht (Linge 30—40 u, Durchmesser 2—3 p)
(vermiformcells RoEDER, 1953). Das Zytoplasma ist leicht anfarbbar (Fig. 3).

5. Plasmatocyten. Eine sichere Unterscheidung zwischen diesen, gleichfalls basophilen
Blutzellen und den Mikronucleocyten, aber auch oftmals zu den Amébocyten hinsichtlich
der Form ist sehr schwierig (Fig. 4); lediglich die etwas stirkere Firbbarkeit des Zytoplas-
mas und das Kern-Plasmaverhiltnis gegeniiber den Mikronucleocyten 1aBt eine gewisse
gesonderte Typisierung zu.

6. Sphaerulazellen sind einheitliche, rundliche Hémocyten, die sich fast immer durch
eine etwa ,,wabenihnliche Struktur des Zytoplasmas auszeichnen, Ihre Grofle schwankt
zwischen 6 und 9 p. Nach Larrscrmnko (1933), Hrpy (1958) und Sart (1955) sind die
Zellen mit grofen, runden Einschliissen angefullt und treten besonders zahlreich wihrend
der einzelnen Héutungsphasen auf. Eine sichere Entscheidung, ob sie zu den basophilen
oder eosinophilen Typen gehéren, ist nicht moglich (Fig. 10).

7. Granulocyten. Dieser Zelltyp ist im Blut von Spannerraupen nicht hiufig. Sie ge-
héren zu den eosinophilen Formen. Das leicht firbbare Zytoplasma ist mit verschieden
geformten, winzigen (rétlichen) Einschliissen versehen, die mehr oder weniger zahlreich sein
kénnen. In der Regel ist ihr Vorkommen zeitlich gesehen auf die mittlere Phase zwischen
zwei Hiutungen beschrinkt. Ihre Form ist ldnglich oval bis etwa spindelférmig (Lénge
10—12 p, Durchmesser 4—5 u) (Fig. 1).

8. Adipoleucocyten konnten im Spannerblut nicht nachgewiesen werden.

9. Oenozotoide. Dieser bekanntlich vorwiegend sedentére Zelltyp wurde in den Blut-
bildern ebenfalls nicht angetroffen und scheint also im Gegensatz zu verschiedenen Ten-
thrediniden in der Himolymphe von Bupalus piniarius nicht vorzukommen.
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In den Blutbildern von Raupenstadien des Kiefernspanners wurden Phagocyten im
Sinne eines einzigen funktionsgebundenen Zelltwyps nicht beobachtet. Vielmehr ist die
Fahigkeit zur Phagocytose in erster Linie den Mikronucleocyten und im weiteren den
Makronucleocyten sowie Plasmatocyten gegeben.

b) Die normalen Verdnderungen im Blutbild wahrend der Raupen-
entwicklung

Auf der Basis der beschriebenen Versuchsanordnung war es moglich, wihrend
der durchschnittlich etwa 80 Tage dauernden Entwicklungszeit der Raupen den
Verlauf der auftretenden normalen Veranderungen des Blutbildes zu verfolgen.
Die dazu im 48stiindigen Rhythmus kontinuierlich angefertigten Blutausstriche
lieBen deutlich werden, daf das Verhiltnis der einzelnen Hamocytentypen zu-
einander in den aufeinanderfolgenden Entwicklungsphasen einem standigen
Weochsel unterliegt. Parallel zu diesen, gewissermalen ,,qualitativen‘ Verande-
rungen ging ein rhythmischer Wechsel der relativen Hdmocytenzahlen einher.

Die gleichfalls kontinuierlich durchgeftihrten Blutzellenzidhlungen zeigten,
dal zu den Zeiten der Hautungsphasen sich die relativen Hamocytenzahlen einem
Tiefpunkt ndhern, um danach — etwa zum mittleren Zeitpunkt zwischen zwei
Hiutungsphasen — ihren Hohepunkt zu erreichen. Diese Erscheinung ist &hnlich
der, wie sie bei der Bestimmung der quantitativen Schwankungen der Himo-
cytenzahlen von Strongylogaster-Arten bereits beschrieben wurde (Apam 1965).

Die Blutbilder 23 Tage alter Jungraupen weisen in der Hauptsache Pro-
leukocyten auf; der Anteil bereits spezialisierter Zelltypen (Makronucleocyten,
Plasmatocyten) ist gering. Dieses Verhéltnis dndert sich bereits nach 2—4 Ta-
gen, die Zahl der spezialisierten Typen ebenfalls sehr rasch ansteigt (Fig. 1—7).

Wie die entsprechenden Schnittpriparate zeigen, sind wihrend dieser Phase
der Entwicklung die thorakalen und abdominalen Bildungszentren stark ver-
groBert. Diese bemerkenswert rasche Entwicklung von Proleukocyten zu spezia-
lisierten Zellen ist besonders bei Jungraupen ausgeprigt; obwokl, wie spéiter
noch auszufiihren sein wird, auch zu anderen Zeiten der Entwicklung Proleuko-
cyten gebildet werden, verlaufen jedoch die Differenzierungsprozesse dann we-
sentlich langsamer.

Nach etwa 10—12 Tagen, vom Eischlupf an gerechnet, verringert sich die
Zahl der Hamocyten von etwa 2,8 Millionen pro mm? Blut auf weniger als
700000 pro mm? (Tab. 1). Obwohl die Determination der Blutzelitypen in der
Zihlkammer nur mit groBen Vorbehalten durchzufiihren ist, scheint die starke
Verringerung der Hamocytenzahlen vorwiegend suf Kosten der bereits speziali-
sierten Typen zu gehen. Die zu dieser Zeit in den Blutausstrichen anzutreffen-
den Makro- und Mikronucleocyten sowie Plasmatocyten, aber auch Sphaerula-
zellen, zeigen in ihrem Zytoplasma mehr oder weniger zahlreiche Vakuolen von
unterschiedlicher GroBe. Ganz vereinzelt sind auch degenerierende Zell-
kerne zu sehen (Fig. 7—12). Zwischen 14 und 18 Tagen nach dem Eischlupf
erfolgte in der Regel die Hiutung zum II. Raupenstadium. Offensichtlich sind
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die ,,qualitativen’ und , quantitativen Verdnderungen damit in Zusammen-
hang zu bringen. Wihrend und kurz nach der erfolgten Hautung ist ein
rascher Anstieg der Hidmocytenzahlen zu verzeichnen und erreicht nach etwa
4—5 Tagen wiederum einen Hohepunkt. In der Anfangsphase iiberwiegen
die Proleukocyten, und erst zum genannten Maximum éndert sich das Verhéltnis
zugunsten spezialisierter Zelltypen. Blutbilder aus dieser Entwicklungsphase
zeigen neben Makro- und Mikronucleocyten einen sehr hohen Anteil an Plasma-
tocyten und nur wenig vakuolisierte Sphaerulazellen. Auffillig ist dabei, daB
besonders die Mikronucleocyten und zu einem kleineren Teil auch die Makro-
nucleocyten eine auffillige Grofle (bis zu 22 1) besitzen (Fig. 4—7). Weiterhin
ist die Formenmannigfaltigkeit der einzelnen Typen, besonders aber der Plas-
matocyten, bemerkenswert. Diesen Beobachtungen ist hinzuzufiigen, dafl das
Zytoplasma zahlreicher Hémocyten (besonders der Amdbocyten und Mikro-
nucleozyten) stark mit Vakuolen durchsetzt ist, wobei oft die Zellgrenzen sehr
diffus erscheinen und nicht klar auszumachen sind. Hierbei ist es oftmals
schwierig, eine sichere Trennung zwischen Amébocyten und Plasmatocyten
sowie selbst der Mikronucleocyten vorzunehmen, da die Zellkerne ebenfalls sehr
voluminés sind. Vereinzelt anzutreffende Granulocyten zeigen wenig auffillige
Verdnderungen.

Nach etwa 24 Tagen zeigten die Ermittlungen der relativen Hamocyten-
zahlen eine abfallende Tendenz, um etwa am 28. und 30. Tag wiederum ein
Minimum zu erreichen (Tab. 1). In dieser Phase war der Anteil an extrem vakuo-
lisierten Amobocyten und Plasmatocyten sowie Mikronucleocyten und Sphaeru-
lazellen in den Blutbildern besonders gro. Die Anzahl der freien Kerne in der
Himolymphe hatte sich gegentiber der ersten Héutungsphase weiter erhoht.
Obwohl das Verhaltnis zwischen Proleukocyten und bereits spezialisierten Zellen
dieser Entwicklungsphase in der Blutzdhlkammer nur schwer zu bestimmen war,
lassen die gefdrbten Blutausstriche eine Schitzung zu, die ein Verhaltnis von
etwa 1:5 zugunsten der spezialisierten Typen erkennen lat.

Dieser stindige Wechsel zwischen indifferenten und spezialisierten Zellen
sowie das Ansteigen und Abfallen der relativen Hémocytenzahlen von Hiutung
zu Héutung wiederholt sich in jeder der vier Entwicklungsphasen (Tab. 1). Eine
wesentliche Anderung ergibt sich nach der letzten Hautung. In dieser Periode
sind fast keine Proleukocyten in den Blutbildern anzutreffen, ebenso keine der
genannten Himocytenformen, die nicht mehr oder weniger, oftmals extrem
vakuolisiert sind, also mit Stoffwechselprodukten iiberladen scheinen. Weiter-
hin ist die sehr hohe Zahl an freien Zellkernen auffiallig. Verschiedentlich finden
sich in den Blutausstrichen Zusammenlagerungen von vielen Zellen unterschied-
licher Typen (sogenannte ,,Himocyten-Konglomerate*). Diese Blutbilder sind
fiir diese Phase der Raupenentwicklung charakteristisch.

Es muB allerdings erwihnt werden, dafl eine exakte Bestimmung der relativen
Zahlen in der THoMaschen Zihlkammer schwierig ist, da die verhdltnisméaflig
groflen, freien Zellkerne ebenfalls sichtbar sind und vielfach bei der Auszahlung
mitgewertet werden.
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2. Der Enflufl von Bacillus thuringiensis auf die Himolymphe
von: Raupenstadien des Kiefernspanners

a) Die Wirkung letaler Dosierungen von Bacillus thuringiensis

Es kamen folgende kommerzielle Prapaxate von Bacillus thuringiensis zur An-

wendung:

Dendrobacillin, Bactospeine bouillie,
Baktukal, Entobakterin 3/66,
Biospor 2802, Biotrol.

Bactospeine mouillable,

Die Wirkung dieser Mittel wurde neben visuellen Beobachtungen nur anhand der in den
Blutbildern beobachteten Verdnderungen der beschriebenen Hidmocytenformen diagnosti-
ziert. Dabei kamen Dosierungen von 1%, und 29 zur Anwendung.

DiePréiparate wurden mittels Handsprithgerdten aus einer Entfernung vonetwa zwei Metern
auf die Zweige gespritzt. Bei der Beurteilung der Ergebnisse ist dabei zu bericksichtigen,
dal die Verteilung der Sprithmittel wesentlich dichter liegt als bei der Ausbringung durch
Flugzeuge oder andere Grofigerite.

Es sei vorweggenommen, dafl eine unterschiedliche Wirksamkeit der angegebenen Bacil-
lus thuringiensis-Praparate anhand der verwendeten Blutbilddiagnostik nicht zu ermitteln
war, es sei denn, man zieht den Zeitfaktor in Betracht. Danach wére die Wirkung von Bio-

trol, Biospor und Entobakterin am raschesten.

Das zweifellos unterschiedliche Keimvermogen der einzelnen Mittel wurde bei der Beur-
teilung nicht bertcksichtigt.

Da Bakterien-Praparate als FraBgift wirken, ist bei einem Vergleich ihrer Wirkung unter-
einander weiterhin zu bedenken, daB nicht die auf das Substrat applizierte Dosis, sondern die
von der Appetenz des Wirtes abhéingige peroral aufgenommene Menge letztlich fiir die Wir-
kung entscheidend ist.

Aus diesen Griinden sind die im Folgenden beschriebenen Beobachtungen fiir alle sieben
verwendeten Mittel insgesamt zusammengefafit angegeben. Auf Erscheinungen, die mog-
licherweise auf die Besonderheit eines Préparates zuriickzufiihren sein kénnten, wird beson-
ders verwiesen.

Die Applikation von Bacillus thuringiensis-Suspensionen erfolgte 18 —20 Tage
nach dem Eischlupf der Raupen und etwa 5—6 Tage nach der Hautung zum
II. Raupenstadium (Tab. 2—8). Bei einer Dosierung von 19, und 2%, waren
bereits nach 4—8 Stunden atypische Verdnderungen in den Blutbildern zu ver-
zeichnen (Fig. 14—17). Die Intoxikation setzt also bereits ein, wenn die Ver-
mehrungsprozesse der Keime im Darm noch laufen. Offensichtlich treten pri-
mére Darmschidigungen weit frither auf als allgemein angenommen wird.

Diese Verdnderungen in der Hédmolymphe sind besonders deutlich an der
abnormen Vakuolenbildung im Zytoplasma von Mikronucleocyten zu erkennen
(Fig. 18); gleichzeitig zeigen Sphaerulazellen eine zunehmende, sehr unregel-
méaBige Vakuolenbildung, die im CGegensatz zu den Vorgéngen im normalen
Stoffwechselgeschehen an einem ganz bestimmten Punkt der Zelle beginnen und
sich sektorenférmig ausweiten (Fig. 16). Im Verlauf weniger Stunden zeigen
auch andere Typen wie Makronucleocyten, Amébocyten-Plasmatocyten dhn-
liche Erscheinungen, besonders im Zytoplasma, wobei gleichzeitig eine starke
Hypertrophie der Zellkerne einhergeht (Fig. 18—24). Ein weiteres Phénomen,
das auf eine bakterielle Infektion schlieBen 1484, ist die sehr rasche Zunahme der
Gesamtblutzellenzahl. Die aus dieser Entwicklungsphase angefertigten Schnitt-
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praparate zeigen eine starke VergroBerung der abdominalen Blutbildungs-
zentren. Es werden dabel Werte erreicht, die die normalen Grenzen wesentlich
ibersteigen (Tab. 1). Diese Erscheinungen treten nicht nur als Folge einer bak-
teriellen Infektion auf, sondern sind auch bei Verletzungen oder im Rahmen der
Abwehrreaktionen gegen eingedrungene Parasiteneier beobachtet worden
(MeTaLNirov 1924; Parcrop 1920; Apam 1965 et al). In den Blutbildern
konnten zu diesem Zeitpunkt — etwa 15 Stunden nach der erfolgten Infektion —
poch keine Bakteriensporen oder vegetative Stadien nachgewiesen werden.
Somit sind die beobachteten Verinderungen der Himocyten auf die Reaktion
gegeniiber einem stofflichen Prinzip zuriickzufithren.

Bis zu 24 Stunden nach der Infektion sind die Verhéltnisse nicht wesentlich
verdandert, mit der Ausnahme, dall die Zahl der von der Infektion betroffenen
Himocytentypen in starkem Male ansteigt (Fig. 25). Parallel damit treten
auch zunehmende Vakuolenbildungen in den stark hypertrophierten Zellkernen,
besonders bei Mikronucleocyten und Plasmatocyten, auf (Fig. 23, 24).

Interessanterweise lassen sich diese Beobachtungen sehr gut mit den Unter-
suchungen iber Insektizideinwirkungen von A. Brazmsmwsra (1966) verglei-
chen. Die Autorin untersuchte die Kontakt- und Gaswirkung der Insektizide
Aldrin, Dieldrin und HCH-Verbindungen auf die Himolymphe von Blatta orien-
talts LinNArUs und Drosophila melanogaster MEIGEN. Sie stellte fest, daf} die
verwendeten Praparate pathologische Verdnderungen in der Struktur des Zell-
kerns und des Zytoplasmas von Mikronucleocyten und Amébocyten verur-
sachen. Die Schidigungen &uBern sich durch zunehmend stérker werdende
Vakuolenbildung im Nucleus und im Zytoplasma und fithren letztlich zur voll-
stindigen Degeneration dieser Hamocyten.

Diese Gleichheit der Ergebnisse 148t darauf schlieBen, daB die Wirkungsweise
von Bakterienpraparaten anfanglich denen von Insektiziden gleichzusetzen ist.
Ob es sich bei den durch die Infektion hervorgerufenen Verdnderungen der
Himocyten um eine wirkliche Aufnahme bactericider Stoffe in die Blutzelle
handelt, bedarf der Nachprifung durch histochemische Methoden. Offensicht-
lich deutet die primire Vakuolenbildung im Zytoplasma auf eine echte Abwehr-
reaktion hin, die mit den bekannten hémocytéren Phagocytoseerscheinungen
in Verbindung gebracht werden konnte. Jedoch kann bei diesen Vorgéingen
nicht von einer Phagocytose die Rede sein, da es sich um eine Aufnahme und
anschlieBende Lokalisierung (Vakuolisierung) flissiger Stoffe handelt. Hier
wire wohl der Begriff Tinakocytose T besser angebracht.

Inwieweit diesen zelluldren Abwehrreaktionen primér oder sekundér humo-
rale Immunreaktionen vorausgehen oder ob iiber die Blutflissigkeit der Anstof
zur Tinakocytosereaktion an die hadmocytiren Klemente tbermittelt wird,
konnte nicht festgestellt werden und bleibt nach wie vor ein allgemein ungeklir-
tes Problem. Einen Hinweis iiber ¢ine humoral bedingte Immunreaktion brin-
gen die Arbeiten von MALKE (1965) und MEssNER (1965), wonach im Insekten-
kérper nach erfolgter bakterieller Infektion das bakteriolytische Enzym Lyso-
zym gebildet wird, das begrenzt eine Immunreaktion erméglicht.
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Der weitere Verlauf der bakteriellen Infektion 148t sich anhand der Blutbilder
folgendermaBen darstellen:

Nach etwa 24—28 Stunden zeigten sich in den Blutausstrichen in zunehmen-
dem MafBle Bazillensporen und vereinzelt bereits die ersten vegetativen Stadien
(Fig. 20—32). Obwohl unter Umsténden zu erwarten war, daB diese zelluldren
Elemente von den Hémocyten phagocytiert werden (wie beispielsweise Tusche-
partikel), konnte das in keinem Fall beobachtet werden. Wenn auch oftmals der
Eindruck entstand, war es nicht immer sicher, ob es sich nicht nur um eine ober-
flachliche Auflagerung — hervorgerufen durch die Fixations- und Farbemani-
pulationen — handelte (Fig. 33).

Nach etwa 30 Stunden zeigte sich eine ra.pide Verdnderung in den Blutbildern.
Die Zahl der vegetativen Stadien von Bacillus thuringiensis vergroferte sich
sehr rasch. Dabeikam es zu mehr oder weniger langen Kettenbildungen (Fig. 35,
42). Fast alle Hamocytenformen zeigten beginnende Degenerationserscheinun-
gen, und zwar dergestalt, daf das Zytoplasma der einzelnen Blutzellen mit zahl-
losen, oft riesigen Vakuolen durchsetzt war und die schon vorher anormal ver-
groBerten Zellkerne zerfielen (Fig. 32, 36).

In diesem Stadium war es nicht mehr moglich, einzelne Hamocytentypen sicher
voneinander abzugrenzen. Gleichzeitig wurden zunehmend freie, degenerierte
Zellkerne angetroffen. Offensichtlich durch die Uberbeanspruchung der Hamo-
cyten kamen die immer noch zahlreich gebildeten, indifferenten Proleukocyten
nicht zur Spezialisierung, sondern zerfielen zu formlosen Elementen (Fig. 39, 41).
Wie Vergleichsuntersuchungen aus der Kontrollserie zeigten, beginnen in dieser
Entwicklungsphase die vorbereitenden Reaktionen zur zweiten Hautung, das
heiBlt, daB auch unter normalen Bedingungen die Hamocyten funktionell auBler-
ordentlich stark beansprucht werden (Tab. 1). In der Mehrzahl der Félle sind
in den Blutbildungszentren bereits deutlich pathologische Veridnderungen zu
bemerken, die sich vom Zentrum etwa strahlenformig ausbreiten. In dieser
Phase wird also deutlich, da} an erfolgreiche Abwehrreaktionen gegen die Ba-
cillus thuringiensis-Infektion seitens des Raupenorganismus nicht mehr zu den-
ken ist. In der Folgezeit zerflieBen die von der Infektion betroffenen Hémo-
cyten zu einer formlosen Masse und schlieBen sich zu mebhr oder weniger groflen
. Konglomeraten® bezichungsweise ,,Aggregationen® zusammen. In diesen
Gebilden sind nur noch vereinzelt Zellkernelemente zu erkennen (Fig. 43—48).

Diese Vorgéinge sind zeitlich nur schwer voneinander abzugrenzen. AuBerlich
erscheinen die Larven als gesund, aber eine genauere Nachprifung zeigt, dafi
schon seit geraumer Zeit keine FralBtdtigkeit mehr vorliegt, die Turgeszens des
Raupenkorpers vollig nachgelassen hat und die Raupen nur noch passiv auf den
Kiefernnadeln liegen. In dieser Phase ist also die Agonie schon seit einiger Zeit
eingetreten. Aus den Tabellen (2—8) ist ersichtlich, dafi eine Infektion mit
Buacillus thuringiensis bei einer Konzentration von 19, und 2%, unter den ge-
nannten Bedingungen nach frithestens 5 und spatestens 16 Tagen zum Ab-
sterben der behandelten Raupen fithrt.
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Bin zweiter Versuch wurde unter den gleichen Versuchsbedingungen mit
Spannerraupen kurz vor der Hiutung zum letzten Stadium und einer Praparate-
dosis von 1%, und 29, durchgefithrt. Die dabei auftretenden Erscheinungen in
den Blutbildern zeigten nur unwesentliche Unterschiede hinsichtlich des Ver-
laufes der Infektion. Auch der Zeitraum bis zum Absterben der Raupen war fast
gleich wie bei dem Versuch mit Jungraupen des Kiefernspanners.

Wesentlich anders gestalteten sich die Verhaltnisse bei der Verwendung von
Bacillus thuringiensis-Suspensionen geringerer Konzentrationen.

b) Beobachtungen iiber die Verdnderunger im Raupenblut bei An-
wendung subletaler Dosierungen von Bacillus thuringiensis

Es wurde der Versuch unternommen, die beschriebenen Abwehrreaktionen
mittels Unterdosierungen naher zu studieren. Vorversuche mit Dosierungen von
0,1%, 0,2% bis 0,5%, zeigten, daB letztere Dosis am besten geeignet war, um die
zweifellos begrenzten Abwehrmoglichkeiten des Raupenorganismus deutlicher
widerzuspiegeln.

Die Versuchsanordnung sowie die Art der Applikation der Bakterienpripa-
rate wurde gleichfalls nach dem schon beschriebenen Schema, jedoch mit der
doppelten Zahl von Versuchstieren durchgefithrt. Wie auch bei dem im vorher-
gehenden Kapitel beschriebenen Ablauf des pathologischen Geschehens nach
einer Infektion mit verschiedenen Bacillus thuringiensis-Praparaten traten an-
fangs die gleichen Verdnderungen auf. Danach wurden etwa nach 4-8 Stunden
die ersten atypischen Erscheinungen, besonders im Zytoplasma von Mikro-
nucleocyten beobachtet. Auf Grund des gewéhlten Zeitpunktes der Applikation
der Bakterienmittel — kurze Zeit nach der Hautung zum II. Raupenstadium —
war die Zahl der Blutzellen im stetigen Anstieg begriffen. Wie die Bestimmun-
gen der relativen Blutzellenzahlen zeigten, lag allerdings eine enorm hohere
Produktivitit der Blutbildungszentren vor, so dafl zur Zeit des Kulminations-
punktes Werte ermittelt wurden, die fast um das Doppelte hoher lagen, als sie
unter normalen Entwicklungsbedingungen registriert werden kénnten (Tab. 1).

Bei dieser Versuchsanordnung zeigte sich auch deutlich die unterschiedliche -
Wirkung der verwendeten Praparate, die im Endeffekt an der verschieden groBien
Uberlebensrate sehr deutlich zum Ausdruck kam, wobei zweifellos das indivi-
duell unterschiedliche Reaktionsvermégen (Abwehrkapazitidt) der einzelnen
Raupen auf eine Bakterieninfektion mit zu beriicksichtigen ist (Tab. 2—8).

50 Stunden nach erfolgter Infektion zeigten die Mikronucleocyten, Sphaeru-
lazellen, Amdbocyten-Plasmatocyten starke Verdnderungen. Sédmtliche spezia-
lisierte Hamocytenformen hatten wesentlich an Gréfe zugenommen, und die
stark hypertrophierten Kerne wiesen ebenfalls Vakuolenbildungen auf. Die
Zellgrenzen, speziell der Amébocyten, wurden zunehmend diffus, und das
Plasma erschien wie ,,ausgefranst’. Die Bestimmung der relativen Blutzellen-
zablen zu diesem Zeitpunkt ergab Werte, die weiterhin wesentlich tiber denen
lagen, die aus der Kontrollserie ermittelt wurden. Im Gegensatz zu den Erschei-
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nungen bei stirkerer Konzentration zeigten sich nun neben zahlreichen indiffe-
renten Proleukocyten junge, spezialisierte Hamocyten-Formen.

Wahrend bei einem Teil der untersuchten Raupen die Degenerationserschei-
nungen weiter fortschritten und auf Grund der beginnenden Aggregation kran-
ker, degenerierender Blutzellen auf ein baldiges Absterben der Raupen hin-
deuteten, zeigten die Blutbilder anderer infizierter Raupen einen auffilligen
Kontrast zwischen wenig verdnderten und fast vollkommen degenerierten Blut-
zellen.

Die bei den tubrigen Untersuchungen in den Blutausstrichen beobachteten
Ubergénge, bei denen alle Stadien von pathologischen Verdnderungen der Himo-
cyten zu verzeichnen waren, fehlten. Diese Beobachtung erregte naturgemsll
groBe Aufmerksamkeit, und es wurde daraufhin der zeitliche Rhythmus der
Blutausstriche auf 24 Stunden verkiirzt. Das Ergebnis war, dall nach etwa
8—10 Tagen der Anteil der gesund erscheinenden Hiémocytenformen zunahm
und die degenerierenden Blutelemente in zunehmendem MafBe aus den Blut-
bildern verschwanden. Die Schuittpraparate wiesen einen héheren Anteil von
im Fettkorpergewebe aufgenommener Zellkerne auf als in anderen Fillen. Wie
auch das dullere Erscheinungsbild der Raupen zeigte, mullite es dem Raupen-
organismus gelungen sein, der Infektion bis zu einem gewissen Grade erfolgreich
zu begegnen. Naturgemif liegt die SchluBifolgerung nahe, diese offensichtlich
erfolgreiche Abwehr einer Bakterieninfektion auf die Reaktionen der Himo-
lymphe zurtickzufiihren. Sehr wahrscheinlich wird dabei aber auch der Inhi-
bition der Sporenbildung durch den alkalischen Darmsaft eine wesentliche Rolle
zuzuschreiben sein.

Die weiteren Untersuchungen des Blutes zeigten nun wiederum, dafl sich in
der Folge der Anteil der geschiddigten Blutzellen erhéhte und in zahlreichen
Fillen auch zum Absterben der Raupen fithrte. Da wahrend des ganzen Zeit-
raumes der hier wiedergegebenen Beobachtungen keine Bakteriensporen, son-
dern ausnahmslos vegetative Stadien auftraten, die zu mehr oder weniger langen
Ketten zusammengeschlossen waren, liegt fiir das neuerliche Ansteigen der In-
fektionswirkung die SchluBfolgerung nahe, dall sekundir von den vegetativen
* Stadien gebildete ,,Exotoxine’ dafiir verantwortlich zu machen sind. Diese
Annahme einer sekundéren Intoxikation kénnte ihre Bestdtigung in der Beob-
achtung WircaNDs (1960) und ScEmipTs (1959) finden, wonach bei einer Be-
kimpfung von Hyponomeuta malinelle ZrrrEr und Hyphaniria cunea DRURY
eine Unterdosierung nachtriglich und quasi von selbst durch sekundére Exo-
toxinbildung seitens der vegetativen Stadien von Bacillus thuringiensis ausge-
glichen werden kann. ‘

Es sei vorweggenommen, dall bei diesen Versuchen mit einer Konzentration
von 0,59, ein Teil der infizierten Raupen iiberlebte (Tab. 2—8), wobei der Rau-
penorganismus offensichtlich in der Lage war, gegen subletale Dosierungen er-
folgreich zu reagieren. Der Kurvenverlauf in den Tabellen 2—8 spiegelt deutlich
die in den Blutbildern beobachteten wechselnden Verdnderungen wider. Inter-
essanterweise kommt es dabel in den Zeiten der Hiutungsphasen zu einem
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Anstieg von pathologisch verinderten Hamocytenformen und zu weiteren
Todesfillen unter den Raupen. Bemerkenswert ist, daB laufend neue, indiffe-
rente Blutzellen zu beobachten waren. Die Blutbildungszentren zeigten wohl
Verinderungen, die aber offensichtlich keinen wesentlichen EinfluB auf ihre
Funktionstiichtigkeit hatten. Diese Beobachtungen lassen sich durch die Be-
stimmungen der relgtiven Blutzellenzahlen untermauern. Auffillig ist weiter-
hin, dall die Hautungsphasen gegeniiber der Kontroliserie um 6 —8 Tage ver-
zOgert waren.

Es sei noch auf eine Beobachtung hingewiesen, die allerdings hinsichtlich ihrer
Bedeutung fiir die Immunreaktion des Wirtes wohl etwas zweifelhaft ist. In
den Blutbildern infizierter Raupen traten kleine, unregelmiBig geformte Ge-
bilde (5—8 ) auf, die auch unter starker VergroBerung im Durchlichtmikroskop
keine Strukturen erkennen lassen und auf Grund ihrer gleichen Anfarbbarkeit
wie die Bakterienstibchen unter Umsténden als von der Hiamolymphe isolierte
toxische Stoffe gedeutet werden konnten (Fig. 26—28). Hinsichtlich der effek-
tiven Wirksamkeit der Bakterienpréaparate liefl sich besonders bei der verwen-
deten Dosis von 0,5%, anhand der Uberlebensrate, das heiBt an den noch zur
Puppenbildung fahigen Spanner-Raupen das Préparat ,,Entobakterin‘ (Tab. 2)
vom Préparat ,,Dendrobacillin® (Tab. 8) unterscheiden. Bei der Anwendung
von Entobakterin-Suspensionen war die geringste Uberlebensrate zu beobachten.

Obwohl die Mortalitatsquoten nach etwa 7—9 Tagen verhéltnismaBig niedrig
lagen (etwa 259%,), traten nach 20—22 und 45 Tagen weitere Raupenverluste
ein. Dem wiirde auch entsprechen, dall die Varietdt Bacillus thuringiensis als
starker Exotoxinbildner bekannt ist, wobei das Préaparat ,,Entobakterin‘‘ (Ba-
cillus cereus var. galleriae) besonders wirkungsvoll zu sein scheint.

Ein Vergleich der in den Tabellen 2—8 graphisch dargestellten Untersu-
chungsergebnisse spiegelt anhand der Uberlebensraten deutlich die unterschied-
liche Wirkung der zur Anwendung gelangten verschiedenen Bacillus thuringien-
sis-Préparate wider.

Die Versuche haben somit gezeigt, daBl die Raupen des Kiefernspanners iiber
Abwehrmechanismen verfiigen, die sie in die Lage versetzen, subletalen Bacillus
thuringiensis-Infektionen bis zu einem bestimmten Grade zu begegnen.

Im weiteren sei noch auf eine Erscheinung hingewiesen, die, allerdings in
einem anderen Zusammenhang, von DriLEON & Vaco (1960) beschrieben wor-
den ist. Allgemein reagieren die Raupenstadien von Lepidopteren auf Verlet-
zungen durch sogenannte ,,Wundverschlufireaktionen®, die auf die der Insekten-
himolymphe eigenen Melanisierungsfihigkeit zuriickzufihren ist. Bei den lau-
fenden Blutentnahmen konnte bei den infizierten Raupen anfinglich ein nor-
maler WundverschluBl festgestellt werden. Spiter waren die Verletzungen der
Kutikula nur mit einer offensichtlich luftgetrockneten. diinnen Membran ver-
sehen, die nicht mit dem sonst tiblichen braunen , Wundpfropf* vergleichbar
ist. Diese Abnahme der Fahigkeit zur Melanisierung ist offensichtlich auf eine
durch die Bakterieninfektion verursachte Verringerung des Tryosingehaltes in
der Hamolymphe und in der Folge durch einen Ausfall von Phenoloxydasen
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zuriickzufithren. Damit wirde sich auch erkliren, warum in der Hamolymphe
beziehungsweise im Coelom bakterienverseuchter Spannerraupen keine histo-
cytéaren Reaktionen beobachtet werden konnten.

Diese Erscheinungen, auch unter der Bezeichnung ,,Knétchenbildungen bekannt
(Nodule, giant cell, teratocyte), konnten von MeTaLNIKOV & CHORINE (1929b) an Wachs-
motten und am Maisziinsler (Pyrausta nubilalis HOBNER) als Reaksionen der Himolymphe
gegen Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium smegmatis beobachtet werden.

Nach den Angaben zahlreicher Autoren (HaNNAY & Firzsames 1955; Awaus 1956;
Hemveer & Ancus 19539a; MarToUurRBT 1960 und andere) soll der unterschiedliche
pH-Wert der Hiimolymphe im pathologischen Geschehen bei Bacillus thuringiensis-Infek-
tionen eine wichtige Rolle spielen. Allerdings sind die Meinungen der Autoren dazu sehr
widerspriichlich. So konnte Kr1ma (1957) bei Raupen von Pieris brassicae keinen Anstieg
des Himolymphe-pH im Anschlul an eine Bacillus thuringiensis-Infektion nachweisen.
Zu dem gleichen Ergebnis kamen auch HEmmrrL & Ancus (1959) bei anderen Lepidopteren-
Raupen. Somit diurfte der Anstieg des Himolymphe-pH nicht eine allgemeine Voraus-
setzung fir die Wirkung einer Bacillus thuringiensis-Infektion sein.

In die hier beschriebenen Untersuchungen wurden diese Erscheinungen eben-
falls einbezogen und unter normalen Bedingungen pH-Werte zwischen 6,7 und
7,1 ermittelt. Dabei lieBen sich keine gravierenden Unterschiede zwischen ver-
seuchten und gesunden Raupen feststellen, so dall diese Angaben im sinzelnen
nicht aufgefithrt sind und auch fir die Beurteilung einzelner Vorginge nicht mit
herangezogen wurden.

3. Versuch einer Typisierung der durch eine Bakterieninfektion hervergerufenen
Verinderungen in der Hiémelymphe

Obwohl die in den vorhergehenden Kapiteln beschriebenen Verdnderungen
in der Hamolymphe kranker oder gesunder Raupen vielfach deutlich erkennbar
waren, bedarf es doch eines intensiven Studiums der Hamocytenformen, um zu
einer aussagekraftigen Deutung der beobachteten Erscheinungen zu kommen.
Da zudem die Meinungen vieler Autoren iber eine allgemeingultige Klassifika-
tion der Himocyten sehr unterschiedlich sind, bereitet es erhebliche Schwierig-
keiten, die besonderen Situationen, wie sie in den Blutbildern zutage treten, von-
einander abzugrenzen und entsprechend zu interpretieren. Zum Zweck einer
Vergleichbarkeit der erzielten Ergebnisse wurde nun der Versuch unternommen,
die bei einer Infektion von Bacillus thuringiensis auftretenden Verdnderungen
in den Blutbildern zu klassifizieren. Unter Verwendung einiger regelmiBig auf-
tretender, charakteristischer Erscheinungen folgte dabei eine Einteilung in vier
aufeinanderfolgende Gruppen, wobei auf Grund der besonderen Situationen
in den Hautungsphasen der Spanner-Raupen die Gruppen 0 und I zusammen-
gefaBt dargestellt sind (Tab. 2—8).

Gruppen 0 und I:

In diesem Fall handelt es sich um Blutzellen, die in keiner Weise sichtbare Ver-
inderungen zeigen, die auf irgendwelche duBeren Beeinflussungen zuriickzu-
fithren wéren.
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In den Blutbildern sind neben dem von der jeweiligen Entwicklungsphase ab-
hingenden Anteil an Proleukocyten und den vielfaltigen Ubergangsformen zu
spezialisierten Elementen Mikronucleocyten, Makronucleocyten, Sphaerula-
zellen, Amodbocyten-Plasmatocyten und andere zu beobachten, die keine aty-
pischen Verdnderungen aufweisen. Wenn Verdnderungen, zum Beispiel Va-
kuolenbildungen im Zytoplasma, auftreten, sind sie auf die normalen Stoff-
wechselabliufe zurickzufihren, wie sie besonders zu den Zeiten der Hiutungen
zu beobachten sind. Anhand der Farbungen sind deutlich basophile und eosin-
ophile Typen voneinander zu unterscheiden, ebenso lassen sich die einzelnen
Formen auf Grund ihrer Grofle und sonstiger morphologischer Merkmale gut
voneinander trennen. Die Blutfliissigkeit selbst ist klar und firbt sich nicht
durch die verwendeten Farbstoffe an (Fig. 14—25).

Gruppe II:

Einzelne Zelltypen, vorwiegend Mikronucleocyten, aber auch zum Teil Sphaeru-
lazellen zeigen abweichende Formgestaltungen., Im Zytoplasma treten zahl-
reiche, unregelméfBige Vakuolen auf, die teilweise von den normalen Verhilt-
nissen in den Hiutungsphasen unterschieden sind. Auch die schwichere An-
farbbarkeit des Zytoplasmas, speziell der Mikronucleocyten, kann als Unter-
scheidungsmerkmal herangezogen werden. Unter Berticksichtigung der spezi-
ellen Entwicklungsphase ist die Zahl der auftretenden Proleukocyten, aber auch
der spezialisierten Typen angestiegen. Ubergangsformen von Proleukocyten zu
spezialisierten Formen zeigen ebenfalls atypische Veridnderungen (winzige
Vakuolen am Plasmarand). In den Sphaerulazellen treten atypische, sektoren-
formig angeordnete und unregelméfBig gestaltete Vakuolen auf. Vereinzelt sind
stark hypertrophierte Amébocyten-Plasmatocyten anzutreffen. Besonders
Makronucleocyten zeigen eine auffillige abnorme Affinitdt zu den verwendeten
Farbstoffen (Fig. 26--36).

Gruppe III:

Fast alle zur Phagocytose befdhigten Zelltypen, besonders Mikronucleocyten,
zeigen sehr zahlreiche Vakuolen im Zytoplasma. Die ansonsten in den Pripa-
raten homogen scheinenden Zellkerne erhalten eine granulése Struktur und
ebenfalls vereinzelt Vakuolen. Fast alle dieser Typen sind merkbar vergroBert.
Die Plasmagrenzen von Plasmatocyten sind undeutlich. Die Anfirbbarkeit ist
schwicher. Sphaerulazellen zeigen durch riesige Vakuolen septenférmig ge-
gliederte, innere Strukturen, die Reste des Zytoplasmas darstellen. Die Zahl
der Proleukocyten ist weiter gestiegen. Ubergangsformen zu spezialisierten
Typen treten nur noch sehr vereinzelt auf. Teilweise sind bereits Aggregationen,
vornehmlich von Amébocyten-Plasmatocyten anzutreffen, die unregelmiBig
verteilt, zerfallene Kernelemente beinhalten. Die Blutflussigkeit ist mitunter
stark getriibt und manchmal auch leicht angeférbt, so dafl unter dem Mikroskop-
eine scharfe Abbildung der Zellen schwierig wird. Vereinzelt sind Bakterien-
sporen, aber auch bereits vegetative Stadien in den Blutbildern zu erkennen
(Fig. 37—42). ’

23%

DOI: 10.21248/contrib.entomol.20.3-4.337-370



359 H. Apsa: ¥lamocytdre Reaktionen der Insektenhémolymphe

Gruppe IV:

Alle Hamocytenformen zeigen pathologische Verdnderungen. Proleukocyten
sind fast ganzlich aus den Bluthildern verschwunden. Es treten zahlreiche, freie,
degenerierte Zellkerne auf. In den kaum noch voneinander zu unterscheidenden,
stark hypertrophierten einzelnen Hamocytenformen sind im Nucleus und Zyto-
plasma iiberdimensionale Vakuolen zu beobachten; weiterhin zeigt das Zyto-
plasma zahlreicher Hémocyten deutlich Degenerationserscheinungen. Die Er-
kennbarkeit der Blutelemente im Préparat ist durch die weitere Tritbung und
teilweise starke Anfarbbarkeit des Blutplasmas wesentlich beeintrichtigt. Sphae-
rulazellen sind fast nicht mehr anzutreffen. Die Zahl der Zellaggregationen hat
wesentlich zugenommen und ist oftmals schon zu einem nicht mehr definierbaren
Gebilde umgewandelt. Ebenfalls sind zahlreiche, degenerierende, im Zerfall be-
griffene Zellkerne anzutreffen. Durch die rasche Vermehrungspotenz ist die Zahl
der vegetativen Stadien von Bacillus thuriregiensis oftmals ins Riesenhafte an-
gewachsen (Fig. 42—48). )

Der zeitliche Verlauf der hier im einzelnen dargestellten Veranderungen ist
naturgemdf von verschiedenen Faktoren abhingig, einmal von der Dosierung
des Praparates, von dessen Virulepz und Keimfahigkeit der Sporen und zum
anderen von der Appetenz des Wirtes. Weiterhin spielt das jeweilige Entwick-
Iungsstadmm der Raupen, besonders hinsichtlich der kritischen Héautungs-
phasen eine wesentliche Rolle. Es konnten Fille beobachtet werden, in denen
das applizierte Bacillus thuringiensis-Praparat bei einer Dosierung von 1%, und

2%, berelts nach 4—5 Tagen zum Absterbenn der Raupen fithrte, aber auch, dal
Raupen aus der gleichen Versuchspopulation nach 12 Tagen erst Verinderungen
zelgten ‘die der Gruppe ITT zuzuordnen sind. Besonders deutlich werden die auf
den Infektionsverlauf einfluBnehmenden Faktoren bei Verwendung subletaler
Dosierungen. In den Tabellen 2—8 sind die entsprechenden Ergebnisse — unter
Beriicksichtigung der gebrauchten Gruppierungen — der pathologischen Ver-
anderungen in den Blutbildern graphisch dargestellt.

Die Untersuchungen iber die Wirkungen von .Bacillus thuringiensis-Infek-
tionen auf die Hamolymphe von Kiefernspannerraupen zeigten, dafi der Verlauf
und auch die jeweilige Phase der Infektion anhand von typischen Merkmalsinde-
rungen in den jeweiligen Blutbildern nachzuweisen sind.,

Wie entsprechende Versuche einer Bakterieninfektion an Raupen von Hyponomeuta spec.,
Larven des Kartoffelkiifers (Leptinotarsa decemlineata Say), Rhyacionia buoligna SCHIFFER-
woLLER und Macrothylacia rubi RAMBUR ergeben haben, treten auch hier Verfinderungen
in der Himolympbe auf, die nachweislich auf die exfolgte Infektion mit Bacillusthuringiensis
zuriickzufithren sind. Die vergleichende Auswertung der Blutbilder zeigte ebenfalls typische
Merkmale, auf Grund derer der Grad und die Intensitit der Infektion zu bestimmen sind.

Die von Brazriewsga (1966) durch Insektizideinwirkungen hervorgerufenen Verfinde-
rungen in der Hamolymphe von Pteronidea (Nematus) ribesii ScoroLt, Drosophila melano-
gaster MEIGEN, Pieris brassicoe LiNwanvus, Blatta orientalis LinNarus und Leptinotarsa
decemlineata SAY werden von der Autorin ebenfalls als signifikant angesehen

SchlieBlich sei auch auf die Untersuchungen MussnErs (1965) verwiesen, wonach vom
Stand der jetzigen Kenntnisse der humoralen Abwehrreaktionen (Lysozym-Muramidase)
bei Insekten im Zusammenwirken mit anderen aktiven und passiven Schutzeinrichtungen
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Aussagen iber die Brauchbarkeit bestimmter Bakterienarten als bakterielle Insektizide
gemacht werden kénnen.

Es liegen bereits Anzeichen vor, dafl die humorale Reaktionsbereitschaft als
ein einfacher Indikator fiir den Gesundheitszustand der Insekten in der progno-
stischen Schidlingsbekdmpfung ausgenutzt werden kann.

Es bleibt einer Nachprufung unter Praxisbedingungen vorbehalten, inwieweit
diese Moglichkeiten zur Einschidtzung des Gesundheitszustandes einer Schid-
lingspopulation, der Beurteilung eines zur Bekdmpfung eingesetzten chemischen
oder mikrobiellen Praparates fiir eine Prognosetétigkeit herangezogen werden
konnen. '

Zusammenfassung

Die Untersuchungen geben Aufschlufl éiber die Wirkung von Bacillus thuringiensis Bagr-
LINER auf Raupen des Kiefernspanners Bupalus piniarius LINNAEUS. Der Infektionsverlauf
wurde anhand von Blutbildern verfolgt. — Es konnte der Nachweis erbracht werden, daf
die bei einer Infektion von Bacillus thuringiensis auftretenden Verdnderungen in der Hamo-
lymphe typisch und klassifizierbar sind.

Summary

These studies furnish information about the effects of Bacillus thuringiensis BERLINER on
caterpillars of the pine moth Bupalus pintarius Linna®Us. The course of the infection was
observed by blood counts. It was established that the changes in the haemolymph which
occur with an infection by Bacillus thuringiensis are typical and can be classified.

Peswwme

Vlccenenopauusa panoT o0bAcCHeHUE 0 BaUAHUM Bacillus thuringiensis BERLINER
Ha ryceHunsl Bupalus piniarius LINNAEUS. XogoM MHOEKIIUM CAequ/il HA OCHOBE
Kaptuasl KpoBu. Morjiu gare HOKA3aTedbCTBO, YTO BOSHHKAIONME BO BpeMs HH-
$ertimm ¢ Bacillus thuringiensis M3MeHEHUs TeMOJMMOBI THUIWYHBL M X MOMKHO
KiIaccuduuHpPOBATh.
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Tabellen

Tabelle 1

Graphische Darstellung der periodischen Schwankungen der Hamocytenzahlen
wihrend der Raupenentwicklung von Bupalus piniarius L. am Beispiel des Bac.
thuringiensis-Priparates ,,Entobakterin®
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Tabellen 2 bis 8

Graphische Darstellung der Beobachtungsergebnisse iiber den Infektionsverlauf
von Bacillus thuringiensis BERLINER in den verschiedenen Raupenstadien von
Bupalus piniarius LINNARUS

Die Ziffern 0 bis IV auf der Ordinate stellen die Symbole der Blutbildgruppen
dar; somit ist aus der Tabelle ersichtlich, daB beispielsweise bei Anwendung einer
1%igen Bac. thuringiensis-Suspension (Entobakterin) bereits nach drei Tagen
pathologisch verdnderte Himocytenformen auftreten, die dem Typ I bis IT ent-
sprechen; nach weiteren zwei bis vier Tagen ist die Infektion soweit fortgeschritten,
daB daneben auch Verdnderungen zu verzeichnen sind, die den Gruppen I und IV
zuzuordnen sind. Allgemein ist in diesen Fillen die kritische Phase tiberschritten.
Die Raupen zeigen keine Fraftatigkeit, und nach kurzer Zeit tritt der Tod ein.
Die Dreieck-Symbole in der Spalte ,,Kontrolle* dokumentieren die kontinuier-
lichen Blutkontrollen der jeweiligen ,,Kontrollserien“. Unter der Bezeichnung
,»Htg." sind die einzelnen Hiutungsphasen zu verstehen, die fir die jeweilige
Versuchspopulation insgesamt angegeben sind.
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Tabelle 2
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Tabelle 4
Beginn der Bupalus piniarius L. (., Baktukal ") Beginn der
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Tabelle 5
Beginn der Bupalus piniarius (., Biospor ™) Beginn der
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Photographische Dokumentation des Ablaufes
des pathologischen Geschehens in der Himolymphe

von Kiefernspanner-Raupen (Bupalus piniarius L.)
bei Bacillus thuringiensis BirrLiner-Infektionen

1. Zur Kenntnis der verschiedenen Hamocyten-Formen in der Himolymphe der Raupen des
Kiefernspanners Bupalus piniarius L.

Abkiirzungen: Pl = Proleukocyten, Ma = Makronucleocyten, Mi =

Mikronucleocyten, Am = Amdbocyten,

Pla = Plagsmatocyten, Sph = Sphaerulazellen, Gr = Granuloeyten.

Fig. 1 und 2. Raupe ca. 36 Stunden nach der Hautung zum II. Stadium. Normale
Blutbilder mit spezialisierten Zelltypen und indifferenten Proleukocyten

Fig. 3. Raupe kurz nach der Hiutung zum IIIL Stadium. Die Abbildung zeigt
eine Gruppe von typischen spindelformigen Amdébocyten

Fig. 4—6. Besonders in der Zeit vor beginnenden Héiutungsphasen treten in den
Blutbildern Mikronucleocyten auf, die stark vergréBert sind und in ihrem Zyto-
plasma Einschliisse aufweisen, die vielfach als Glykogene gedeutet werden
(WiceresworTH 1959)

Fig. 7-12. Sie zeigen Beispiele charakteristischer Blutbilder, die wihrend der
Hiutungsphasen auftreten. Neben Mikronucleocyten zeigen besonders Sphaerula-
zellen typische Vakuolenbildungen im Zytoplasma; aber auch andere Hémocy-
tenformen sind in- diese Prozesse mit einbezogen.

Tn der Abbildung 9 sind neben auffillig hypertrophierten Makronucleocyten
freie Zellkerne bereits degenerierter Himocyten sichtbar, die entweder von ande-
ren Zellen phagozytiert oder im Fettkdrpergewebe abgebaut werden

DOI: 10.21248/contrib.entomol.20.3-4.337-370



Fig. 1—6
24 Beifr. Ent. 20, H. 3/4

DOI: 10.21248/contrib.entomol.20.3-4.337-370



Fig. 7—-12

DOI: 10.21248/contrib.entomol.20.3-4.337-370



24%
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2. Die durch Bacillus thuringiensis BERLINER-Infektionen in der Hamolymphe von Kiefern-
spanner-Raupen hervorgerufenen pathologischen Veranderungen

Gruppe O bisI

Fig. 13—16. Raupe kurz nach der Hiutung zum II. Stadium, Bluthild etwa sechs
Stunden nach erfolgter Infektion. Die ersten atypischen Erscheinungen sind in
der Regel an der Vielzahl von auffdllig vakuolisierten Sphaerulazellen und den
stark hypertrophierten Mikronucleocyten zu erkennen; obwohl vielfach eine
sichere Entscheidung schwierig ist, da &hnliche Situationen auch wihrend der
Hautungsphasen auftreten

Fig. 17. Gleichzeitig treten basophile Makronucleocyten auf, die eine auffillige
Affinitat zu roten Farbstoffen haben

Fig. 18. Sie zeigt ein typisches Blutbild etwa 8 —14 Stunden nach erfolgter Infek-
tion. Vorwiegend die Mikro- und Makronucleocyten zeigen charakteristische
Verinderungen

Fig. 19—24. Die Hypertrophie, besonders von Mikro- und Makronucleocyten
fithrt zu erstaunlichen Extremen. Deutlich sind bereits beginnende Degenera-
tionserscheinungen erkennbar

Fig. 21, 24. Die anfinglich nur auf einen Teil der Himocyten beschrankten Ver-
anderungen haben auf fast simtliche Hamocyten ibergegriffen. Es sind nur sehr
selten noch intakte Zellen anzutreffen

Gruppe 11

Fig. 25, 26. Fortgeschrittenes Stadium der Infektion. Neben degenerierenden
Himocytenformen sind in anderen Blutzellen die stark hypertrophierten Kerne
auffillig. Fernerhin sind zahlreiche, kleine, stark rot geférbte, strukturlose Kiigel-
chen sichtbar, die unter Umstinden als von der Himolymphe lokalisierte Endo-
toxine zu deuten sind

Fig. 27. In dieser Abbildung sind die stark vakuolisierten Mikronucleocyten
besonders deutlich sichtbar (vergleiche auch Fig. 31}

Fig. 28, 29. Zahlreiche veriinderte Plasmatocyten und Makronucleocyten (eine
sichere Determination der Himocytentypen ist allerdings schwierig)

Fig. 30. In diesern Blutbild sind vereinzelt Gruppen von Bakteriensporen sicht-
bar; es hat hdufig den Anschein, als wenn diese von den Hamocyten phagocytiert
werden, jedoch ist eine sichere Entscheidung schwer méglich, da es sich auch um
eine einfache Anlagerung handeln kann

Fig. 31, 32. Die rasch zunchmende Zahl an Bakterien, besonders der vege-
tativen Stadien in der Hamolymphe zieht weitere augenfillige Verdnderungen
in den Hamocyten nach sich, die in den Abbildungen deutlich sichthar sind
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Fig. 33—386. Mit der zunehmenden Uberschwemmung der Himolymphe mit
Bakterien treten vereinzelt sogenannte , Hémocytenaggregationen® auf, die aus
degenerierenden Blutzellen bestehen. Vereinzelt sind Kettenbildungen der vege-
tativen Bakterienformen zu beobachten. Das neuerliche Auftreten stark farb-
barer Makronucleocyten (Fig. 35) ist méglicherweise auf eine Exotoxinbildung
zuriickzufithren

Gruppe 111

Fig. 37, 38. Obwohl laufend junge indifferente Himocyten in die Hamolymphe
gelangen, ist auf Grund des fortgeschrittenen Stadiums der Infektion an eine
erfolgreiche Abwehrreaktion des Raupenorganismus nicht mehr zu denken

Hig. 39—42. In den Blutbildern treten fast ausnahmslos nur noch bereits dege-
nerierte Hamocyten auf

Gruppe 1V

Fig. 43 —48.1n den Blutbildern sind fast nur noch Himocyten-Aggregationen
und undefinierbare Konglomeratbildungen zu erkennen, die aus degenerierten
Blutelementen bestehen
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