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A, Einleitung

Vor genan 50 Jahren, in der Zeit von 1909 biz 1912, untersuchte BERLINER eine
Infektionskrankheit bei Mehlmottenraupen (Anagasta kikniello (Zell.) syn. Ephestia
Liihmiella Zell.j, iiber die er 1911 erstmals berichtete. Im Sommer 1902 trat die er-
wihnte Seuche in einer Sendung von Mehlmottenraupen auf, die BERLINER zum
Studium der Parasiten dieser Tiere aus einer Miihle in Thiiringen erhalten hatte. In
der Versuchsanstalt fiir Getreideverarbeitung breitete sich diese Krankheit dann
seuchenartig aus. BERLINER (zuvoer Assistent am Robert-Koch-Institut) war zu
dieser Zeit Mitarbeiter von Prof. BUCHWALD an der Versuchsanstalt fiir Getreide-
verarbeitung in Berlin.

Tn der Zeitschrift fiir angewandte Entomologie erschien 1915 eine ausfiihriiche
Publikation unter dem Titel »Uber die Schlaffsucht der Mehlmottenraupe Ephestio
Liihniella Zell. und ihren Erreger Bacillus thuringiensis n. sp.«. BERLINER beschrieb
in der Arbeit die Isolation und Zichthaikeit des von ihm Baeellus thuringiensis ge-
nannten Erregers und dessen pathogenetische Wirkung auf das Wirtstier. Da es bei
der Schlaffsucht der Mehimottenraupe gelingt, die Kochschen Postulate fir den
Nachweis einer Infektionskrankheit sicher zu erbringen, bezeichnefe BERLINER
sie als ein Schutbeispiel fiir infelctiose Insektenkrankheiten. Auch dachte BERLINER
bereits an die Maglichkeit, durch Kontamination von Mehl mit Bazillen-Sporen
Mehimotten zu bekimpfen. Der erste Weltkrieg unterbrach diese hoffaungsvollen
Arbeiten,

Frst nach 1950, als die Nachfrage nach spezifischen und toxikologisch unbedenk-
lichen Mitteln grofer wurde als frither, setzte sich die Verwendung dieses Hrregers
auch in der Praxis durch, wie im folgenden kurz geschildert wird.

Im Jahre 1922 nahm MATTES am Zoologischen Institut in Marburg auf Veran-
lassung von Geheimrat KORSCHELT im Zusammenhang mit parasitologischen
Arbeiten an der Mehlmotte die Versuche mit Bae. thuringiensis wieder auf. Er mulite
allerdings feststellen, daB eine biologische Bek&mpfung der Mehlmottenraupen mit
dem Bazillus auf Grund ihres ungiinstigen physiologischen Verhaltens nieht in dem
zu erwartenden Mafe erfolgreich war (MATTES 1927).

Die niichsten Versuche mit Bac. thuringiensis wurden 1928 bis 1931 von HUSZ in
Ungarn durchgefiihrs, mit dem Ziel einer biologischen Bekimpfung der Raupen des
Maisziinslers {Pyrausta nubdalis (Hbn.}). Seine Erfolge (50—60%, Mortalitdt)
konnten durch Versuche von CHORINE {1929) sowie METALNIKOV u. Mitarbh.
(1930) bestitigt werden, Diese Versuche standen im Zusammenhang mit einem
4jiihrigen internationalen Projekt zur Maisziinsler-Bekiimpfung in Jugoslawien
(Zagreb} und Ungarn (Keszthely), welches vom Institut Pasteur {Paris) nnterstiitzt
wurde. Tm Verlauf der Experimente erwies sich Bac. thuringiensis im Vergleich zu
anderen Bakterien, die aus dem Maisziinsler isoliert worden waren, als besonders
wirksam. — Im Gegensatz zu diesen Erfolgen hinsichtlich einer mdglichen biolo-
gischen Bekimpfung des Maisziinslers berichtete ECKSTEIN ( 1934) in Deutschiand
(Rastatt) nur iiber negative Resultate.

Aus der gleichen Zeit liegen nockh erfolgreiche Bekampfungsversuche mit Bac.
thuringiensis vor von METALNIEOV u. METALNIKOV (1933, 1937) gegen den
Baumwollschidling Gelechia gossypiella (Baund.) in Agvpten (Nihe von Kairo) und
von POSPELOV (1936) gegen KohlweiBlinge ( Pieris spp.j in der UdSSR {Nihe von
Leningrad und in der Moldau-88R). Gleichzeitig von POSPELOV gegen den Mais-
zitmsler durchgefithrte Versuche fielen hingegen dhnlich wie die von ECKSTEIN (1934)
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unbeifriedigend aus. 1940 fiihrte dann METALNIKOV in Frankreich erfolgreiche
Versuche zur Bekimpfung von Spargancthis pilleriana (Schiff.} und Clysia ambiguella
{(Hbn.) durch,

Die Bekimpfungsversuche von BERLINER und MATTES gegen Mehimotten
wurden 1848 von METALNIKOV in Frankreich an Ephestia elutelle Hbn. und von
JACOBS 1950 in England an Anagasta kihnielln (Zell) wieder aufgenommen, wobei
gewisse Erfolge erzielt wurden. JACOBS arbeitete dabei mit einem franzésischen
Bac. thuringiensis-Priparat (>8POREIN«). 1954 und 1957 wurde von verschiedenen
amerikanischen Autoren das Problem der Bekimpfung von P. nubilelis mittels
Bac. thuringtensis, allerdings mit anterschiedlichen Ergebnissen, erneut anfgegriffen. —
TOUMANOFF (1954 a) berichtete iiber maBige Exfolge bei Galleria mellonella (L.);
bessere, aber noch nicht voll befriedigende Ergebnisse hatten KRIEG u. FRANZ
(1959} bei diesem Wirt.

Wiahrend bei den Pyraliden (4. kiihmielle, P. nubilalis und . mellonella } Be-
miihungen am eine biologische Bekimpfung sehr unterschiedliche Erfolge zeitigten,
&nderte sich dies, sobald man andere Lepidopteren in die Untersuchungen einbezog.
So hatte 1951 KLEMENT in Ungarn einen durchschlagenden Erfolg gegen die Raupen
des weillen Bérenspinners {Hyphantria cunex Drury) und STEINHAUS (1951) in
Californien (USA) gegen die Raupen des Luzerne-Heufalters {Colias philodice eury-
theme Boisd., ). Es folgten alsbald weitere erfolgreiche Bekimpfungsversuche, und zwar
vonr TANADA (1956 a) in Hawaii, von LEMOIGNE w. Mitarb. (1956) in Frankreich
und von KRIEG (1957) in Deutschland an Kehlweillingsrauper { Pieris rapae {L.)
bzw. Pieris brassicae (L.)). 1954 erzielten GRIBON u. BEGUIN eine erste wirksame
Bekimpfung gegen Raupen des Kiefernprozessionsspinners ( Thaumetopoea pityocampa
(Schiff.)) in Frankreich. SchlieBlich berichtete TALALAEV (1957) tiber eine erfolg-
reiche biologische Beldmpfung des sibirischen Arvenspinners {Dendrolimus sihiricus
{Tschetv.)) mit einem Bae. thuringiensis-Priparat in der UdSSR.

Diese Aufzihlung ist bei weitem nicht vollsténdig und soll nur einige wesentliche
Etappen in der Bue. thuringiensis-Anwendung aufzeigen. Wie die Geschichte der
Erforschung dieses Bazillus lehrt, waren es oft untaugliche Objekte, u. U. aber auch
ungiinstige Bekimpfangstermine und Applikationsformen, die die Anwendung
dieses gegen viele Lepidopteren-Raupen wirksamen Erregers lange erschwert oder
par vereitelt haben,

Als BERLINER mm Jahre 1957 in Darmstad$ starb, war auf Grund der bis dahin
vorliegenden Freiland-Versuche seine Hoffnung, den Bazillus in der biclogisehen
Belkdmpfung angewandt zu sehen, in Erfillung gegangen.

Leider ging der Originalstaram von BERLINER verloren; aber MATTES gelang
es, einen neuen Stamm zu isolieren. Dieser »German strain« kam durch Vermittlung
von PORTER zu SMITH u. STEINHAUS nach den USA, wo er seitdem die Grundlage
fiir Forschungs- und kommerzielle Zwecke bildet (STEINTATS 1960 b).

AuBer Bac. thuringiensis kennen wir heute eine ganze Reihe von pathogenetisch
und mikrobiologisch sich dhnlich verhaltenden insektenpathogenen Bazillen. Die
wichtigsten Typen sind der 1902 von ISHIWATA in Japan isolierte Erreger der
»Sotto« der Seidenraupen (Bacillus softo}, ferner der 1951 ven TOUMANOFF w
VAGO ebenfalls aug Seidenraupen in Frankreich isolierte Erreger der Fleckenkrankheit
{ Bacillus cereus var. alesti) und endlich der von STEINHAUS in den USA aus Raupen
von Aphomia gularis Zell. isolierte und von HEIMPEL u. ANGUS (1958) als Bacillus
enfomocidus beschriebene Sporenbildner,



Ein MaBstab fiir die wachsende Bedeuwtung, die Bae. thuringiensis in den letzten
Jahren gewonnen hat, ergibt sich aus einem Vergleich der Fiille moderner Bae, thurin-
giensis-Literatur mit den wenigen Zeilen, die STEINHAUS diesem Bazillus in den
»Prineiples of Insect Pathology« (1949) gewidmet hat. Das in den mittlerweile ver-
strichenen 12 Jahren erschienene Schrifftum iiber Bac. thuringiensis und seine Ver-
wandten 145t sieh in seiner Gesamtheit heute nur noch schwer itbersehen. Eine Liste
iiber die Wirksamkeit von Bazillen der Bae. thuringiensis-Gruppe gegeniiber wer-
schiedenen Insektenarten wurde 1957 {a) von STEINHAUS herausgegeben, Bel dem
hier vorliegenden Referat wurde die Literatur bis Ende 1960 beriicksichtigt.

Seit 1954 laufen auch im Institut fiir biologische Schédlingsbekimpfung der Bio-
logischen Bundesanstalt in Parmstads mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft Untersuchungen zur Grundlagen-Forschung und Anwendung von
Bae. thuringiensis in der biologischen Schidlingsbekimpfung. Die Resultate sind,
soweit. abgeschlossen, in dem vorliegenden Bericht verwertet.

Die Ergebnisse der Bac. thuringiensis-Forschung in jiingster Zeit ergaben, dafl die
industrielle Produktion eines Sporen-Priparates fiir Zwecke der biologischen Schid-
lingsbekiimpfung auch vom wirtschaftlichen Standpunlt aus vertrethar ist. So reiffe
in den Jahren 1958/62 in verschiedenen Lindern die Produktion des Bazillus fur
GroBversuche in industriellem MafBstabe heran. Heute sind in den USA bereits
mehrere im Grofitank-Verfahren hergestellte Praparate auf dem Markt erhiltlich:
(1) Bioferm Corporation, Wasco, Calif,, und Stauffer Chemical Co: »THURICIDE«
(2) Merck & Co, Ine., Rahway, N.J.: »AGRITOL«

(3) Nitzilite Products, Inc., Buena Park, Calif.: »LARVATROL 25 W«
(4) Réhm & Haas Co., Philadelphia, Pa.: »>BAKTHANE L-69«.

Aber auch in anderen Landern liuft die industrielle Produktion bereits an, so in
Frankreich {Laboratoire LIBEC, Paris: »SPOREINE«, Institut Pasteur: »BACTO-
SPEINE IP 54<), in Deutschland {Farbwerke Hoechst: »>BIOSPOR 2802«), ferner
in der (SR (Hersteller und Bezeichnung des Priparates noch unbekannt) und in der
UdSSR (Mikrobiologisches Laboratorium des All-Union-Instituts fiir Pflanzenschutz
(VIZR): »ENTOBAKTERIN 3.

Wichtig fir die prakiizehe Anwendung ist die Tatsache, dafl die Sporenpraparate
bei trockener Lagerung und Zimmertemperatar jabrelang ihre Keimfihigkeit und
Virulenz bewahren.

Ausgedehnte Freilandversuche liegen vor allem aus den USA, neuerdings aber aueh
aus Frankreich, Deutschland, der CSR und UdSSR vor.

B. Mikrobiclogie
1. Erreger-Nachweis; Isolierung

a) Allgemeines

Wie hereits erwihnt, gelang es BERLINER, im Falle der Schlaffsucht der Mehl-
motten-Raupen das Vorliegen einer echten Infektionskramkheit, verursacht durch
Bac. thuringiensis, kritisch nachzuweisen. Ein solcher spegifischer Erreger-Nachwes
gelang auch bei idhnlichen Spontan-Erkrankungen anderer Inselten (s. 8. 56) und
auBerdem bei der Riick-Isolierung von Bazillen der Thuringiensis-Gruppe aus er-
krankten Tieren in Infeltionsversuchen. Im allgemeinen ist der Bazillus gut nach-
weisbar in Raupen von Bombyz wmori L., Anagaste kikwielle (Zell.), Galleria mello-
nella (1.}, Hyponomeuta malinella Zell.. Weniger gut gelang ein regelmiBiger Nachweis
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bei befallenen Raupen von Pieris brassicae (L.} und Pieris repae (L.). Ausgesprochen
schlecht reproduzierhar war der Erreger-Nachweis bei Raupen von Malacosoma
neustria (L.) und Barathre ( Mamestra) brassicae (L.). Der Exfolg ist offenbar von der
Vermehrungsmoglichkeit der Bazillen im Ranpenkadaver abhingig und auch davon,
in welchem MaBe eine Infekiion oder Intoxikation im Vordergrund der Pathogenese

steht.

by Morphologischer Erreger-Nachweis

In frischtoten Tieren findet man bel mikroskopischer Untersuchung bewegliche
plumpe Stibchen vem Cereus-Typ (Abb. 1). Wird nach zwei- bis dreitiigiger Aufbe-
wahrung des Materials bei Zimmertemperatur die Untersuchung wiederholt, so
werden charakteristische Sporanglen mit Sporen und Endotoxin-Kristallen gefunden
(Abb. 3). Die Untersachung exfolgt zweckméBigerweise im Phasenkontrast, wodurch
eine zeitraubende und unferschiedlich ausfallende Firbung unterbleiben kann.

¢) Kultureller Erreger-Nachweis

Fihrt der morphologische Nachweis nicht zum Ziel oder ist eine Isclierung des
Frregers beabsichtigt, so wird eine Kultur angelegt. Hierzu werden nach der in
bakteriologischen Laboratorien iiblichen Technik Ausstriche auf Platten (Ndhragar in
Petrischalen) angefertigt.

Nach dem Zustand der Probe wird entweder direkt ausgestrichen oder nach Erhitzen
1, min anf 80 bis 90° {. An Stelle des Erhitzens kann aueh die Verwendung eines
Selektiv-Nahrbodens treten. Als solcher wird ein Penicillin-G-Nihragar mit 100 E/ml
empfohlen (KRIEG 1958). SchlieBlich kann auch eine Anreicherung von Bac. thuring:-
ensis durch Vorkultur des Ausstrichmaterials in Penieillin-G-Nikrbouillon erfolgen.
Erst von dieser Vorkultur aus werden dann die Platten beimpft.

Rihrehen und Platten werden 12 bis 24 8td. bei 20 bis 30° C inkubiert. Typisch fir
Bac. thuringiensis auf Nihragar sind die groflen ranhen Oberflichenkolonien. Ihre

-Identifizierung wird morphologisch (mikroskopische Untersachung) durehgefiihrt,
Die Differenzierung verschiedener Stimme erfolgé durch Test auf unterschiediiche
biochemische Leistungen (3. Bestimmungsschliissel).

Abb. 1, Vegetative Zellen von Bac. thuringiensis Lichtmikroskop — lebend, Phasen-

kontrast;
Abb.-MaBstab 600 1 : {Original)
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a) b)

Abb, 2. Lings- () und Quer- {b) Schnitt durch vegetative Zelle von Bac. thuringiensis
Elektronenmikroskop — fixiert, konfrastiert;
Abb.-MaBstab 20 0600 1 {Original}
P = Zytoplasma, K = Kerniiquivalent, W =~ Zellwand

2, Morphologie

a) Allgemeines

Bac. thuringiensis und seine Verwandten besitzen wie alle Bacillaceen einen charak-
teristischen morphologischen Phasenwechsel mit verschiedenen Formen: vegetative
Phase (durch Teilung sich vermehrende Bazillen) und reproduktive Phase {ruhende
Sporen). Bei den vegetativen Formen handelt es sich um relativ dicke Stiibchen
(1,2 bis 1,8 % 3,0 bis 5,0 u). Sie kommen einzeln oder in Ketten vor {Abb. 1} und sind
meist schwach beweglich. Zur Sporulation sind alle vegetativen Zelien befihigt. Sie
tritt bei Erschépfung des Nihrmediums ein und erfolgt endotroph (d. k. auch ohne
Vorhandensein exogener Nihrstoffe), aber nur unter aeroben Bedingungen. Die
Sporangien {= Sporenmutterzellen) sind nicht aufgetrieben (Abb.3). Die Sporen
haben eine elliptische bis zvlindrische Form (0,8 biz 0,9 > 2,0 ) und liegen subterminal.
AuBer-der Spore enthilt jedes Sporangium einen kristallinen psrasporalen Kérper,

At

Abb. 8. Sporulierende Zellen von Bac. thuringiensis Lichtmikroskop — lebend, Phasen-
kontrast;
Abb.-Mafistab 600: 1 . {Original)
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den BERLINER (1915) als »Restkilrper« beschrieben hat (Abb, 4). Seine Grille
betrigt etwa 0,6 X 2,0 w. Es ist miglich, die Sporen in keimfibigem Zustand jahre-
lang trocken aufzubewshren. Hine Keimung der Sporen erfolgt, wenn man sie in ein
geniigend wasserhaltiges N&hrsubstrat bringt. Dann quillt die Sporenbiille auf, und
der Sporeninhalt dehnt sich in Richtung der Lingsachse, bis die Form des vegefativen
Stadioms erreicht ist. Schon BERLINER konnte beohachten, dall ein Bprengen oder
Abwerfen der Sporenmembran {=Endosporium)} nicht stattfindet.

8

Abb. 4. Schnitt durch Sporanginum von Bae. thuringiensis Elektronenmikroskop — fixiert,
kontrastiert;
Abb.-Mafstab 20 606: 1 {Original)
E = Exosporium, 8§ = Spore, T = Toxinkristall

b) Darstellung im Phasenkontrast

Irn positiven Phasenkontrast werden die vegetativen Stibchen {in Wasser sus-
pendiert) dunkel auf hellerem Grund (Abb. 1) abgebildet. Sporen und Kristalle da-
gegen erscheinen auf Grund ihrer grifleren optischen Dichte hellglinzend {Abb. 3).
Die starke Lichtbrechung der Spore kann als Mafistab fiir ihre Resistenz gewertet
werden; beide entwickeln sich bei der Reifung. Keimende Sporen verlieren die hohe
Lichtbrechung und werden so auch optisch vegetativen Stdbchen Hhnlicher. Im
negativen Phasenkontrast sind die Kontraste invers. Eine solche inverse Darstellung
kann man auch im positiven Phasenkontrast dadurch erreichen, daf man den Bre-
chungsexponent des Mediums stark erhoht, etwa dureh Zusatz hochprozentiger
Grelatine.

¢} Firberisches Verhalten

Die vegetativen Formen fiarben sich nach Hitzefixierung gut mit gew&hnlichen
Anrnilinfarben an und sind Gram-positiv. Die Férbung der Sporen gelingt nach
MOLLER (Chromsiurebeizung) oder nach KLEIN. Bei Farbung mit Eisenhima-
toxylin nach HEIDENHAIN (vorher Fixierung in Bouin’schem Gemisch) farht sich
der parasporale Kérper im Gegensatz zur Spore gut an. Eine selektive Darstellung
des parasporalen Korpers ist auch mit basischem Fuchgin moglich. Spezialfirbung s, u.

d} Zytologie .

Die ersten Ergebnisse zur Zytologie von Bac. thuringiensis liegen von BERLINER
(1919} und MATTES (1927) vor. Neuere Untersuchungen stammen vor allem von
HANNAY u. FITZ-JAMES (1955) sowie YOUNG w. FITZ-JAMES (1959).

Zellwand, GeiBeln: Die Zellwand besteht im wesentlichen aus einem Mucopoly-
saccharid. Nach elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist sie etwa 23 bis 30 my.
dick. Eine Kapselbildung ist nicht nachweisbar, — Zellen von Bae. thuringiensis
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kinnen begeiflelt sein; in diesem Falle sind die Geileln peritrich angeordnet. Ihre
Darstellung gelingt lichtmikroskopisch nach Behandlung der Préparate mit Eisen-
Tannin-Beize nach LOFFLER (s. MATTES 1927).

Kern und Zytoplasma: Gensu genommen handelt es sich bei dem als Kern oder
besser als Kerniquivalent angesprochenen Gebilde um das chromosomenshnlich
angeordnete Euchromatin der Bakterienzelle. Das Kerndquivalent enthilé somi$
nur DNS. Die RNSistin den sog. Bibosomen des umgebenden Zytoplasmas lokalisiert,
wodnzrch dieses seine starke Basophilie evhilt. Aus dieser Verteilung der Nukleinsiuren
resultiert, dal die meisten basischen Farbstoffe die Bakterienzelle ganz anfirben und
nicht nur deren Kerndquivalent. AuBerdem ist das Kerniquivalent der Bakterien
im (fegensatz zu einem echten Kern hiherer Zellen micht durch eine Membran vom
Zytoplasma getrennt (Abb. 2).

MATTES (1927) berichtete als erster auf Grund firberischer Untersuchungen im
Lichtmikroskop iiber Kerniquivalente bel Buc. thuringtensis. Sie sind auch darstellbar
in vivo mit Hilfe des Phasenkontraséverfahrens; hierbei erscheinen die Kerndquiva-
lente im allgemeinen heller als das umgebende Plasma. Eine deutlickere Differenzierung
zwischen Kerniquivalent und dem umgebenden Zytoplasma in vivo kann unter
giinstigen Verhiltnissen bel Verwendung von Acridinorange im Fluoreszenzmikroskop
erreicht werden. Die Kerniquivalente leuchten nach Fluorochromierung kriftig griin.
wihrend die Plasmafuoreszenz unbedeutend ist. — Gute Bilder werden erzielt nach
Fixierung in 0s0, und Firbung mit Kernfarbstoffen nach vorheriger Hydrolyse der
RNS. Zur elektiven Darstellung der Kerndquivalente in Os Op-fixierten Bazillen eignet
sich nach vorsichtiger HCl-Hydrolyse z. B. eine Anfirbung mit 8O,-Azur A nach
HUEBSCHMANN. Diese Methode ist in ihrer Spezifitit etwa gleichwertig der
Nucleal-Reaktion nach FEULGEN (HCl-Hydrolyse und Anfirbung mit 8 0,-Fuchsin)
(s. auch YOUNG u. FITZ-JAMES 1959), Weiterhin brauchbar ist die Giemsa-
Firbung (ohne oder nach HCl-Hydrolyse) und ggf. auch die Eisenhdmatoxylinfirbung
nach HEIDENHAIN, beide ebenfalls nach 0s0,-Fixierung (s. auch MATTES 1927).

Im Elektronenmikroskop lassen sich an Hand ven Ultradiinnschnitten (~ 50 mpy
dick) an OsQ fixierten Bakterien die Kerniiquivalente als weniger elektronendichte
Zonen vom dichteren Zytoplasma differenzieren. Durch Behandiung mittels Schwer-
metallsalzen (Uranylacetat und Phosphorwelframsiure) lassen sich diese Kontraste
noch erhshen (Abb, 2.

Der Protoplast wird durch eine etwa 6,7 mpu dicke Membran begrenzt, die w. a.
aus Lipoproteid besteht und in der zahlreiche Enzyme lokalisiert sind. Sie bt ver-
schiedene Funktionen aus: Osmotische Barriere, aktiver Transport durch spezifische
Permeasen, Mitochondriendquivalent.

{ibrige Zellbestandteile: Tm Zytoplasma der vegetativen Zelle lassen sich Grana
oder Vakuolen nachweisen, die infolge ihrer starken Lichtbrechung nicht nur im
Phasenkontrast, sondern auch im Dunkelfeld in vivo darstellbar sind. Sie verschwinden
nach tlbereinstimmenden Beobachtungen von MATTES (1927), YOUNG u. FITZ-
JAMES (1959) z. Z. der Sporulation. In ihnen wurde von BERLINER und MATTES
mit der Methode nach MEYER Volutin (= Polymetaphosphate) nachgewiesen. YOUNG
w. FITZ-JAMES wiesen Lipid mit Sudanschwarz B im Lichtmikroskop nach und
sprechen daher die Grana als Lipidéropfen an. Im Elektronenmikroskop beobachteten
YOUNG u. FITZ-JAMES an Ultradiinuschnitten von OsO,-fixiertern Material in
der Nihe dieser Orte Vakuolen, von denen sie annehmen, dafl es sich hierbei um
{infolge der Priparation) »leere« Lipidtropfen handelt. Nach Ansicht des Verfassers
(KRIEG 1960) entsprechen die Vakuolen denen, die CHAPMAN u. HILLER (1953}
als »empty granules« bel Bac, cereus Fr. et Fr. beschrieben hat.
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Parasporaler Kérper: Ein in der Sporenmutterzelle auftretender parasporaler
Kérper wurde bereits von BERLINER beobachtes und als rhomboider »Restkirper«
beschrieben. Neuere Untersuchungen von HANNAY (1953) haben gezeigt, dafi es
sich hierbel um einen kristallinen EiweiBkérper handeit. Uber seine Feinstruktur
liegen EM-Untersachungen sowokl vor HANNAY u. FITZ-JAMES (1955) als auch
von NORRIS uw. WATSON (1960) vor. Der parasporale Kirper bildet sich erst
wihrend der Sporulation (Abb. ) aufierhalb des Exosporiums. Nach MONRO {1959)
und KRIEG (1959) ist das Kristall-Antigen in vegetativen Zellen noch nicht nach-
weishar, sondern erst, wenn diese sich zur Sporulation anschicken. YOUNG u. FITZ-
JAMES (1959) konnten zeigen, daf durch 8-Azaguanin die Bildung von Speren und
Kristallen unterbunden werden kann, wenn dieses Purin-Analogon vor der Bildung
des Chromatin-Filaments gegeben wird. Spétere Applikation hat auf die Kristall-
bildung keinen Einflul mehr. SchiieBlich verlassen parasporale Korper und Spore
getrennt das Sporangium (Abb. 4). Nach Untersuchungen ven ANGUS u. Mitarb.
{19564} ist der parasporale Korper mit dem Endotoxin des Bazillus identisch.
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Abb. 5. Form- und Kernphasen-Wechsel von Bac. thuringiensis (nach YOUNG und
FITZ.JAMES 1959} (Zahlenwerte geben die Zeit nach Beimpfung in Stunden an).

e) Formwechsel

Parallel zum #vBerlich wahmnehmbaren Formwechsel laufen charakteristische
Verinderungen am Kerndquivalent ab (Abb. ). Bie sollen. daher miteinander be-
sprochen werden. Wahrend die trockene Spore sich nicht mit Anilinfarben anfirbs,
gelingt dies, sobald sie gequollen ist. Der Keimung gekt eine Quellung von etwa 30 min
{bei 30° C) voraus. Innerhalb weiterer 30 min setzt (bei gleicher Temperatur) Keimung
ein. In ndhrstoffhaltigem Substrat erfolgten alshald rasche Teilangen. Die Teilungs-
rate betriigt etwa 1 bis 2 in 20 min. Wihrend der logarithmischen Wachstums-Phase
herrschen Teilungsformen vor mit gebogenen, meist 8- und U-férmigen Kerniqui-
valenten. Nach dem Ubergang in die stationire Phase nach 6 bis 8 Std. (bei 30° ()
setzt unter aeroben Bedingungen alshald die Sporulation ein {(Abb. 6). Sie wird ein-
geleitet durch Ausbildung eines langen schleifenformigen Chromatinfadens, der
schlieBlich eine Art Axialfilament bildet. Wikrend der gréBte Teil des Axialfilamentes
fragmentiert, wird an einem Zellpol von dem Chromatinfaden das Sporenchromatin
abgetrennt. Es bildet sich ein Sporenseptum aus, und schliefilich hebt sich die Spore
vou der Zellwand der Sporenmutterzelle ab. HANNAY zeigte 1956 an Uliradiinn-
schnitten durch Bae. thuringiensis, daf das die Spore umgebende Exosporium nicht,
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wie bisher allgemein angenommen wurde, ein Derivat der Zellwand (= Sporangium-
wand) ist, sondern im Zellinnern synthetisiert wird. Dieser Befund kemnte von
CHAPMAN (1956) an Bac. cerews und von YOUNG (1958) sowie von NORRIS u.
WATSON (1960) an Bac. thuringtensts var. alest: bestitigt werden.

Ttwa zu der Zeit, in der sich Endosporium und Exosporium trennen, erscheint
(meist im Winkel, den Exosporium und Zellwand bilden) im Zytoplasma ein kleiner
Kristall, der zu einem parasporalen Korper von etwa Sporengrole heranwichst.
Schlie8lich zerfills das Sporangium, und sowohl der kristalline parasporale Korper als
auch die Spore werden frei (Abb.4). Im Gegensatz zu den Beobachtungen von
MATTES (1927) ist der kristalline parasporale Kérper (den BERLINER als »Rest-
kirper« bezeichnet hat) mit dem Chromatin-Restkirper nickt identisch. Dieser
Chromatin-Restkorper, der das nicht in die Spore einbezogene Chromatin umfallt,
degeneriert im Glegensatz zum parasporalen Korper. Das an reifen Sporen im Zu-
sammenhang mit Farbung nach H Cl-Hydrolyse nachgewiesene extrasporale Chromatin
(YOUNG u. FITZ-JAMES 1959) ist ein auf Extrusion beruhender Hydrolyse-Artefakt;
es 1484 sich nimlich ohne veorausgehends HCl-Hydrolyse nicht nachweisen.

3. Kulturverfahren

a) Allgemeines

Die Anzucht von Bac. thuringiensis auf kimnstlichem Nihrsubstrat, mit dem Ziel,
Endotoxin-haltige Sporen-Priiparate zu erhalten, kann nur unter aeroben Bedingungen
erfolgen. Als Substrat eignen sich Nihrbouillon (ggf. auf Hefeantolysat-Basis) oder
auch halbsynthetische Niihrmedien mit geeigneter C- und N-Quelle (2—81Y/, girfihiges
Kohlenhydrat, 0,759/, Pepton) sowie Spurenelemente und Wuchsstoffe (Hefeautolysat
20/} (VANKOVA 1958). Die Kultur kann entweder in der Niihrlosung selbst oder auf
einem Gel-artigen Nihrboden (z. B. Agar) erfolgen, der auf Nihrissung-Grundlage
hergestellt wird.

Fiir die fortlaufende Haltung von Stimmen hat sich die in bakteriologischen
Laboratorien iibliche Weiterzucht auf Schrigagar-Réhrchen bewdhrt. — Fiir Massen-
Kulturen eignen sich Oberflichen- und Submers-Verfahren. Sie werden beimpft mit
Abschwemmungen von Schrigagar-Réhrchen. — Die in den Kulturen gebildeten
Sporen bleiben jahrelang keimfihig. Nach STEINHATS (1960 a) besaflen Sporen von
Bac. thuringiensis var. thuringiensis noch nach 10jéhriger Aufbewahrung bei ca. 25" ¢
ihre Keimfihigkeit und Virulenz.

b) Anlage von Massenkulturen
b;) Oberflichenverfahren

Hierbei erfolgt das Wachstum auf Gel-artigem Nahrboden, z. B. Nahragar in Kolle-
Schalen oder Fernbach-Eolben. Bei diesem Verfahren wachsen die vegetativen
Keinae innerhalb 24 Std. bei 25 bis 80° C heran. Innerhalb weiterer 48 Std. erfolgt
Sporulation. Das Abernten geschieht durch Abschwemmen mit Wasser. :

b,) Submersverfahren A

Die Kultur erfolgt hier in 500-ml-Kolben (mit ca. 75 ml Nahrltsung gefiillt) auf der
reziproken Schiittelmaschine. Dieses Verfahren eignet gich besonders zur Ermittlang
optimaler Nihrmedien, indem man von Kelben zn Kolben die Zusammensetzung
des Substrats systematisch abindert. Wachstum und Sporulationsgeschwindiglkeit
sind dhnlich wie beim Verfahren b,.
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by} Submersverfahren B

Die Anzucht erfolgt hier in gut beliifteten Tanks, die mit Nihrlssung beschickt sind :
Es kommen zur Verwendung entweder 2-l-Kluyver-Kolben, ferner halbtechnische
Versuchs-Fermenter mit 20 bis 1001 oder industrielle Grof-Fermenter mit 100 bis
10 000 1 Inhalt¥). Dieses Verfahren eignet sich bei Verwendung éiblicher Nahrmedien
zur Massen-Produktion. Zusatz von inertem Entschiumer (z B. Silikonen) ist wichtig.
Die Geschwindigkeit von Wachstum und Sporulation ist weitgehend ven der Be-
liffung abhingig. Nach VANKOVA (1958) kann im Tank-Verfahren bei einer Be-
liftungs-Intensitdt von 5 Volumina atmosphérischer Luf$ pro Velumen Girlosung
und optimalem pg (~ 7) mit Ausbeuten von 8 bis 10 g/l gerechnet werden. Bei diesem
Verfahren wachsen die vegeativen Keime innerhalb 12 bis 24 Std. bel 25 bis 30° C
heran, Innerhalb weiterer 12 8td. ist die Sporulation im Gange. Die Tank-Ansatze
werden nach Erfahrungsdaten abgeerntet.

¢) Aufbereitung von Bazillen-Priparaten
Vor der weiteren Verarbeitung ist in jedem Falle eine mikrobiclogische Kentrolle
einzuschalten. Sie besteht
a) in einer mikroskopischen Untersuchung und
b} einer bakteriologischen Untersuchung des Erntegutes.

Die erste Untersuchung soll vor allem feststellen, ob das Priparat den Anwendungs-
technischen Voraussefzangen geniigt, d. h. ausreichende Sporulation und Kristali-
Bildung erfolgt ist. Sie soll aber auch eine Vorpriifung auf Reinheit des Ansatzes
sein. — Die Hauptpriifung auf Reinkuliur von Bac. thuringiensis wird durch die zweite
Untersuchung erbracht, die in der Anifage von Plattenkulturen nach dem Ausstrich-
Verfahren besteht. — ¥rst wenn beide Kontrollen erfolgreich aunsgefallen sind,
kommt eine weitere Verarbeitung in Frage.

¢} Herstellung eines »rohen« Sporen-Priparates

Hierbei werden die abgeernteten Suspensionen direlst mit inerten Stoffen versetzt,
die reichlich Wasser absorbieren konnen, (Jede Verschmutzung des Priparates ist
hierbei zu vermeiden.)

Werden solche Bazillen-Stdmme oder Kulturmedien gewiihlt, die keine »Exotoxine- '
Bildung erlauben, so eignet sich dieses Verfahren aueh zur Herstellung eines fiir die
Praxis geeigneten Sporen-Endotoxin-Priparates.

¢y Herstellung eines Bporen-Endotexin-Priparates

Hierbei werden zunéichst die abgeernteten Suspensionen wiederholt in der Zentrifuge
vom Nihrmedium und dann vem Waschwasser abgeschleudert oder aber von Kultur-
fliissigkeit bzw. Waschwasser durch Asbest- oder Kieselgur-Filter abfilttriert, Das in
der Kulturfliissigkeit u. U, vorhandene »Exoboxine verbleibt im Uberstand oder im
Filtrat, welche entweder verworfen oder nach ¢, weiterverwendet werden. Schliefilich
wird entweder eine wiBirige Suspension im Sprihverdampfer zm einem Trocken-
Préparat verarbeitet oder aber ein gereinigtes Sediment schonend getrocknet (Gefrier-
trocknung oder Wasserabsorption durch inerte Stoffe). Fur alle Sporen-Priparate
empflenlt sich trockene und kihle Lagereng, Auflerdem ist im Hinblick auf die
UV-Empfindlickkeit der Sporen das Priparat méglichst vor Licht zu schiitzen (daher
braune Flaschen bzw. Blechtonnen).

*) Die Beimpfung von Grofi-Fermentern erfolgt mit Vorkulturen aus 500- bis 1000-ml-
Kolben.
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¢y} Herstellung eines »Exotoxin«Priparates

Die bei der Herstellung von Sporen-Endotoxin-Priparaten {nach ¢;) als Uberstand
oder Filtrat iibrighleibende Kulturfliissigkeit wird fraktioniert, sterilisiert oder auto-
klaviert und f{evtl. nach vorheriger Einengung) direkt als Losung verwandt. Zur
Aufbewahrung wird sie steril in Ampullen eingeschmolzen. Nach Angaben von
McCONNEL u. RICHARDS (1959) a8t sich das »Exotoxin«, ohne dall Inaktivierung
zu befiirchten ist, iiber 12 Monate bei — 20° C aufbewahren.
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Abb. 6. Wachstum, Sporulation wnd Toxinbildang bei Bue. thuringiensis var. thurin-
giensis (nach McCONNEL und RICHARDS 1959, verindert).
Zjml = Zellen pro Millimeter
rel. Toxizitdt in Prozent
t {h} = Zeit nach Beimpfung in Stunden
® = Keimzahl (O = Sporenzahl W — »Exofozine A = Endotoxin

4. Produlition toxischer Stoffe

. Fiir die Wirkung von Bac. thuringiensis sind verschiedene von ihm produzierte
Wirkstoffe maBgebend. Im einzelnen lieBen sich nachweisen:

a) thermolabiles Endotoxin
b) thermostabiles »Exotoxine
¢) bacillogenes »Antibiotikum«
d) Lecithinase
e} Proteinase
a) Dag speziell auf den Darm von Lepidopteren wirksame Endotoxin der ver-

schiedenen Variationen von Bae. thuringiensis und Bac. enfomocidus ist mit dem
parasporalen Kristall identisch und bildet sich in der Sporulationsphase (Abb. 6).

Dadurch, dall dem Endotoxin-Kristall etwa das gleiche Gewicht wie der Spore
zukommt, erhdlt man belm strengen Abzentrifugieren von BSuspensionen des Bac.
thuringiensts bzw. Bac. entomocidus im allgemeinen den Sporen-Endotoxin-Komplex,
Dieser ist insektenpathologisch wichtig {s. Abschn. D bis E).

[ 3]
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Daz Endotoxin ist thermglabil und unléslich in Wasser und organischen Losungs-
mitteln, wohl aber loslich in Alkalien (0,02 bis 0,00 n-NaOH). Aus seiner Alkali-
Toslichkeit resultiert eine einfache Methode seiner Isolierung aus dem Sporen-Endo-
toxin-Komplex (HANNAY u. FITZ-JAMES 1935, ANGUS 1956, FITZ-JAMES
. Mitarb. 1958).

Das Endotoxin 188t sich aber auch in ungeldster kristalliner Form aus Sporen-
Praparaten gewinnen. HANNAY u. FITZ-JAMES (1955) beschrieben eine Methode,
bei der sie gekeimte Sporen von den Kristallen durch Differential-Zentrifugation
trennten. VANKOVA (1957) benutzte zur Trennung die Gradienten-Zentrifugation
und ANGUS (1959) die Fluorocarhon-Technik. — SchlieBlich kann noch eine Trennung
zwisehen Endotoxin und Sporen dadurch erzielt werden, daf} man letztere mit UV
inaktiviert (BONNEFOI u. BEGUIN 1959).

Das reine Endotoxin enthilt keine Nukleinséiuren. Es handelt sich um ein Protein,
das sowohl von Pepsin als auch von Trypsin abgebaut wird (IOLTMANN 1960};
an seinem Aufbau sind folgende Aminosiiuren beteiligt: Glutaminsiure, Leucin/Iso-
leucin, Asparaginsiure, Arginin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin, Valin, Lysin,
Tyrosin, Alanin, Glycin, Tryptophan, Histidin, Cystein/Cystin und Methionin (ANGUS
1956 d). — Die Kristalle sind in konzentrierter Harnstofflisung ynléslich. Zusatz von
39/, Thioglycolsiure zu Alkali erhtht die Loslichkeit, Offenbar erméglicht erst eine
Reduktion von Disulfid-Britcken des Proteins die Spaltung von sekundiren Bindungen
durch Alkali (YOUNG u. FITZ-JAMES 1959). — In Alkali geldst wandert das Endo-
toxin bei der Elektrophorese als einheitliche Fraktion im elekirischen Feld.

Nach MONRO (1959) und eigenen Erfahrungen (KRIEG 1959) hat das Endotoxin
antigene Kigenschaften. Vergleichende serclogische Untersuchungen des Endotoxins
verschiedener Stimme wurden ven KRYWIENCZYK uw. ANGUS (1960) mittels
Immuno-Diffusionstest durchgefithrt. Hiernach besitzen die Kristalle zwar eine
gemeinsame toxische Komponente, sind jedoch serologisch voneinander unterschieden.
Verglichen wurden: Bac. thuringiensis var, thuringiensis, Bac. thuringlensis var. softo,
Bae. entomoeidus var. entomoctdus. Da nach MONRO (1959) aufgeloste parasporale
Kristalle von Bae. thuringiensis var, thuringiensis aus zwei oder mehreren Kompo-
nenten bestehen, diskutierten KRYWIENCZYEK uv. ANGUS die Frage, ob die toxische
Komponente nicht ein allen endotoxisch wirksamen parasporalen Kristallen gemein-
sames Spaltprodult ist, welches im Verlauf von deren Auflésung frei wird.

Das Antigen ist rur in den Sporen, jedoch nieht in den vegetativen Zellen nachweis-
bar (MONRO 1959; KRIEG 1959). Zu den gleichen Ergebnissen kommt die toxi-
kologische Priifung: Die Endotoxin-Produktion setzt mit dem Beginn der Sporu-
lation ein (s. Abb. 6).

Die LDy, des sterilen Endotoxin-Extraktes betrigt fiir Larven von Bombyx mori L.
bei peroraler Applikation 2 x 107 g pro Larve (ANGUS 1956).

b) Aufier dem thermolabilen Endotoxin wurden fiir Insekten toxische Stoffe von
verschiedenen Autoren in der Kulturfliissigkeit nachgewiesen und als. »Exotoxin«
bezeichnet (Mc CONNEL u. RICHARDS, BURGERJON u. de BARJAC). Abgesehen
von der Hitzestabilitit und der geringen Wirtsspezifitit ihres Priparates, gehen die
tibrigen Befunde der Autoren hinsichtlich der Eigenschaften des »Exotoxins« weit
auseinander. Meines Frachtens handelt es sich bei dem sog. »Exotoxin« weder um
einen definjerten chemischen Korper noch um ein einheitliches Produkt. Vielmehr
diirfte es sich wm heterogene Stoffwechsel-Endproduite der wachsenden Bazillen
handeln, die, geniigend hoch dosiert, toxisch wirken kinnen. Thre Toxizitit wiederum
diirfte unterschisdlich sein in Abh#ngigkeit von der Natur des verwendeten Kultur-
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medinms (vor allem der Art der C- und N-Quellen) und dem benutzten Bakterien-
Starmm. Wenn also hier von dem »Exotoxine imSinne von Mc CONNEL u. RICHARDS
oder BURGERJON u. de BARJAC die Rede ist, so geschieht es mit dieser Ein-
schrinkung.

Das »Exotoxin« ist nicht Darm-spezifisch, sondern wirkt besonders naeh parente-
raler Applikation. Diese ist nicht auf Lepidopteren beschrinkt, sondern auch bel
anderen Insekten nachweisbar. Die LDy, des sterilen »Exotoxin«haltigen Filtrats
betrigt fur Larven von Galleria mellonella (1..) bei parenteraler Applikation 2 x 10-¢ ¢
pro Larve (McCONNEL u, RICHARDS 1959).

Das »FExotoxin« 1EBt sich durch einfaches Zenirifugieren einer Submerskultur
von Bac. thuringiensis var. thuringtensis gewinnen. Das Sediment enthiilt bei jungen
Kulturen {12 bis 24 8td.) vegetative Zellen, bei dlteren Kulturen (24 hig 36 Std.) den
Sporen-Endotoxin-Komplex. Der Uberstand enthilt das »Exotoxin« in Losung;
er wird durch Entkeimungsfilter gegeben oder im Autoklav 10 min auf 120° C erhitzt,
Nack McCONNEL u. RICHARDS ({1959) beginnt die »Exotoxin«-Produktion gegen
Ende der logarithmischen Phase und erreicht ithr Maximum zu Beginn der Sporulation
{ADbb. 6). Sie liegt somit zeitlich vor der Endotoxin-Bildung und wird von den vege-
tativen Zellen besorgt.

Nach BURGERJON u. de BARJAC (18960) soll die starke »Exotoxine« Wirkung
auf Kultur-Filtrate der Stémme von Bae. thuringiensis var. thuringtensis beschrinlkt
sein. Ein Nachwels von »Exobtoxine gelang ihnen nimlich bisher nicht bei Bae.
thuringiensis var. solto, Bac. thuringiensis var, dendrolimus, Bac. thuringiensis var.
alesti, Bac, entomocidus var. entomocidus und Bao. entomocidus var. subloxicus. Dem-
gegeniiber kommt nach McCONNEL u. RICHARDS (1959) das »Exotoxin« nicht
nur bel Bao. thuringiensts ganz allgemein, sondern anch bei Bue. cereus Fr. et Fr. vor.
Die chemische Natur des » Exotoxins« ist noch unbekannt, doch ist es wahrscheinlich
weder ein Protein noch ein Lipid (McCONNEL u. RICHARDS 1959). Es ist nicht
Ioslich in organischen Lésungsmitteln, wehl aber in Wasser. Da das »Exotoxine
dialysierbar ist, diirften ihm niedrige Molekulargewichte zukommen.

¢) Von den vegetativen Formen des Bac. thuringiensts wird eine Hemmwirkang
auf andere Bakterien beschrieben (VANKOVA 1957). Dieses »Antibiotikume war
wirksam gegen Gram-positive Keime wie Bae. subtilis Cohn, Sercing lutea Schroeter
und Staphylocoscus qurens Rosenbach. Keine Hemmung wurde beobachtet gegeniiher
Gram-negativen Keimen wie Escherichia coli (Migula) Castellani et Chalmers und
Serratia marcescens Bizio (vgl auch 8. 58).

d) Neben diesen im toxikologischen Test wirksamen Substanzen 166t sich in Kultur-
filtraten von Bae. thuringiensis, nicht jedoeh in solehen von Bae. entomocidus, ihnlick
wie bei (insektenpathogenen) Stimmen von Bae. cereus Fr. et Fr. (KUSHNER u.
HEIMPEIL 1957} eine Lecithinase (Typ D) nachweisen. Nach Untersuchungen von
CHU {1949) ist diese Lecithinase mit dem w-Toxin von Clostridium perfringens weit-
gehend identisch. Thre Eigenschaften sind: pp-Optimum 6,8 bis 7,2; Inaktivierung
durch Formaldehyd; 10 Minuten Kochen zerstort etwa 689, der Aktivitit, Wirkung
auf Eidotter-Lipoprotein (s. 8.21) (besger als x-Toxin}. Himolytische Aktivitdt;
nekrotischer Effekt auf Meerschweinchenhaut; Toxizitét gegeniiber Miusen (jedoch
geringer als o-Toxin), Wird durch 2/, gesfittigte Ammoninmsulfativsung prizipitiert.

Dieses Enzym wird von manchen Autoren (TOUMANOFE w, VAGO 1958) fur die
insektenpathogene Wirkung mit verantwortlich gemacht: Nach diesen Autoren sind
nicht nur Sporenpriaparate, sondern auch junge Kulturen von Bae. thuringiensis var.
alesti fahig, Seidenrauper zu toten. Nach TOUMANOFF (1954} waren Filtrate von

2%
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Kulturen von Bac. thuringiensis var. alests praktisch unwirksam gegeniiber Wachs-
motten-Larven und zwar bei peroraler und parenteraler Applikation. Fillte er aber die
Lecithinase nach der Methode von CHU (1949), so wirkte das Priizipitat sowohl bei
peroraler als auch bei parenteraler Applikation toxisch,

Vielleicht 148% sich auch der Befund von VANKOVA (1957) durch Lecithinase-
Wirkung erkliren: Sie berichtete iiber eine $0%gige Mortalitit 8 Tage nach Verfitterung
vegetativer Zellen von Bac. thuringiensis var. thuringiensis an Euproctis chrysorrhoen
(L.). (Anm.: Es kann sich jedoch in diesem Falle auch um eine »Exoboxine-Wirkung
handeln.)

e) Tm Kulturfiltrat von Bac. thuringiensis, Bac. enfomocidus und Bac. cereus 148t
sich ferner ein Proteinasen-Komplex nachweisen. Nach BUCHER (1960 ist dieses
Enzym entscheidend fiir die fakulfativ pathogenetische Wirksamieit von Bakterien
gegeniiber Insekten. Das Enzym soll die Phagocytose lihmen, wenn die Bakterien
aul natiitliche oder artifizielle Weise in die Haemocoele gelangen. (Beziiglich des
Proteinasen-Nachweises auf Gelatine s u.)

5. Sonstige Eigenschaften und biochemische Leistungen

Qauerstoffbediirfnis: Bei Bae. thuringiensis und seinen Verwandten handelt es
sich am fakultativ acrobe Bakterien. Vegetatives Wachstum kann bei ihnen auch
unter anaeroben Bedingungen erfolgen, jedoch keine Sporulation. Die B3porula-
tionsgeschwindigkeit ist weitgehend von der 0,-Sittigung des Nihrbodens ab-
hingig (bei Submerskuitur wichtig!).

Wasserstoffionen-Konzentration: Dag pp-Optimum fiir das Gedeihen des
Bazillus liegh bei 7,0 (Wachstumsbereich von py 5,0 bis 3,0). Im Verlauf des Wachs-
tums in einem Kohlenhydrat- und Pepton-haltigen Nihrmedium erfolgt zunichst
Siuerung (Produktion organischer Séuren aus Kohlenhydraten) {pg 7.2 — 5,2)
und dann Alkalisierung (Produktion von Aminen und Ammoniak aus Aminosiuren)
{pg 0.2 — 8,6}

Nahrbouillon: Bildung einer Kahmhaut bei sonst relativ kiarer Brithe erfolgt
nur bei Bae. thuringiensis var. thuringlensis, Alle anderen Varianten von Bae.
thuringiensis und Bac. enfomocidus erzeugen dagegen leichte Trilbung der Bouillon
wihrend Hiutchen-Bildung fehlt.

Nihragar: Bildung grofer, flacher, unregelmilig hegrenzter, rauher Oberflichen-
Kolonien. Sie sind opak und matt, von eremeweifer Farbe im Durchlicht und von
briunlich-weiBer Farbe im Auflicht. Tiefenkolonien sind klumpig, unregelmafig,
aber scharf begrenazt.

Gelatine: Verfliissigung durch Proteinasen: starke Verfliissigung: var. euroas, var.
alesti, var. sotto; mittelstarke Verfliissigang: var. dendrolimus, Bac. entomocidus;
schwache Verflissigung: var. thuringiensis (KRIEG 1959, 1960).

FEssentielle Aminosiuren: (in Ammonium-Grundnihrlosung) l-Asparagin,
1-Prolin, l-Teucin, d-, I-Alanin, 1-Glutaminsiure, d-, 1-Serin und d-, }-Methionin
(PROOM u. KNIGHT 1955).

Hyaluronsiure: Keine Hydrolyse; spez. Ferment fehlt (KRIEG 1960).

Starke: Hydrolyse durch Amylase,
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Zuckerfermentation: {in Ammoninm-Grundnihrlésung). Hs werden innerhalb
48 8td. zu Siuren vergoren: Glucose, Maltose, Dextrin, Fruactose, Saccharose
{variable Reaktion bel Var. alesti) und Trehalose. Lactose bleibt unangegriffen.
Siurebildung aus Cellobiose unterschiedhich: positiv: Bae. thuringiensis var.
dendrolimus und negativ: Bac. thuringiensis var. thuringiensis.

Voges-Proskauer-Reaktion: Acetylmethylearbinol wird von Bac. thuringiensis
produziert, nicht dagegen von Bae. entomocidus.

Lecithinase (D)) (== Phospholipase ({C) = Phosphediesterase): Sie spaltet Lecithin
bzw. Kephalin zu Phosphoryleholin bzw. Phosphoryleolamin und Fettsiuredi-
glyeerid. Thr Nachweis erfolgt auf koagulierfem Eidotter®), Als Folge der Lecithi-
nase-Wirkung entstehen zundchst Tritbung und dann weil-glinzende Ausfillungen
von unidslichen Seifen. Bei starker Lecithinase-Wirkung sehen die opaken Aus-
fallungen Kolonie-artig ‘aus. Starke Spaltung: Bac. thuringiensis var. euzoae, var.
dendroltmus, var. softo; schwache Spaltung: var. thuringiensis, var. alesti; keine
Spaltung: Bae. entomocidus (KRIEG 1959, 1960).

Phosphatase (= Phosphomonoesterase): Sie spaltet Phosphorylcholin baw. Phos-
phorvlcolamic in Phosphorsiure und den entsprechenden Aminoallohol. Ihr
Nachweis erfolgt in Bouillon mit 1%, Colaminphenclphthaleinphosphat. Nach
24 Std. Bebriitung bei 37°C wird 10°%jiges NH,OH zugesetzt. Die Stirke der dabei
auftretenden Rotfirbung ist ein MaB fiir die Phosphatase-Aktivitit. Starke Rot-
firbung: Boe. thuringiensis var. softo; mittelstarke bis schwache Rotfirbung:
Bac. thuringiensis var. thuringiensis, Bao. thuringiensis var. dendrolimus. Rot-
firbung kaum erkennbar: Bac. thuringiensis var. alestt, var. euzowe, Bac. ento-
moctdus var, entomocidus (KRIEG 1960).

Himolyse: Deutliche (3-)Himolyse bel Buc. thuringiensis (var. thuringiensis, var.
sotto, var. dendrolimus, var. alesti, var. euxoae) und Bac. entomoctdus nach 24 Std.
auf 29 igem Menschenblut-Agar bei 22 s 24°C (KRIEG 1960).

Pigment: Anf koaguliertem Eidotter*) wird mpach 3--5 Tagen von Bae. thurin-
giensis var. alesit und var. euzoge ein dunkelroter Wasser- und Ather-unldslicher
Pigment-Farbstoff gebildet (wahrscheinkich ein Chromoproteid auf Carotinoidbasis).

6. Taxonemnie und Bestimmungsschliissel

Von allen anderen Sporenbildnern unterscheidet sich die Bae. cereus-Grappe durch
die Bildung von Lecithinase D (= Phospholipase ) und Acethylmethylcarbinol
{Voges-Proskauer-Reaktion positiv) und die Nicht-Vergirbarkeit von Xylose und
Arabinose. Da Bac. thuringiensis diesen Kriterien entspricht, wurde er von SMITH
u. Mitarb. (1946} zu Cereus gestelit.

Bae. thuringiensis und seine Verwandten unterscheiden sich jedoch von Bae.
cereus durch die Bildung eines kristallinen Endotoxing {in Form eines parasperalen
Korpers). Da die Kristallbildung ein stabiles Merkmal ist, entschlossen sich
HEIMPEL u. ANGUS (1960) in Anlehnung an DELAPORTE u. BEGUIN (1955)
zur Abgrenzung von Bac. thuringiensis gegeniiber Bac. cereuws. Dabel ergaben sorg-
filtige Literaturstudien, daB die Prioritét als »type speciesc dem Bac. thuringiensis
var. thuringiensis Berliner zukommt.

*} Bei 80°C koagulierter steriler Eidotter wurde vor MULLER-KOGLER 1959 zur Ziich-
fung von Entomophthoraceen empfohlen; nach Versuchen von KRIEG (1959) eignet
er sich besser als die bisher iihlichen Eiernihrbdden zum Lecithinase-Nachweis und zum
Nachweis der Pigmentbildung.



Ein wvon BSTEINHAUS (1951} isolierter Insekten-pathogener Kristalllvldner,
welcher aber im Gegensatz zu Bac. thuringiensts kein Acetylmethylearbinel und keine
Tecithinase D bildet, wurde von HEIMPEL u. ANGUS (1958b) Bac. enfomocidus
benannt.

Wihrend die Mehrzahl der Untersucher in Ubereinstimmung mit HEIMPEL u,
ANGUS (1958b) in der Bildung der Endotoxin-Kristalle eine charakteristische Eigen-
schaft von Bac. thuringiensis und Bac. enfomocidus sehen, will TOUMANOGET (1956)
sie nicht als differentialdiagnostisches Kriterium anerkennen. TOUMANOFF u. Mitarb.
(1955) beobachieten einen Kristallverlust bei Bae. thuringiensis var, alesii, z. B. nach
langerem Wachstum auf Nihragar py 9,0 bis 9,5. Bei Kultur auf neutralem Nihragar
erwies sich der Stamm als a-sporogen und a-kristallophor. Warden diese Bakterien
jedech in Raupen von Galleria injiziert, so erlangten sie ibre Spornlation und Kristall-
bildung wieder, Die re-isolierfen Stdmme waren jedoch, gegeniiber Bombyz mori
schwicher wirksam als der originelle var. alesti-Stamm. Als FITZ-JAMES u. YOUNG
{1959) einen solchen re-isclierten Stamm (B-1) von TOUMANOFF untersuchten,
handelte es sich um einen typischen Bae. thuringiensis-Stamm und nicht mehr um
einen var. alesti-Stamrm, und zwar bezogen auf den Rest-P-Gehalt®), die Pigment-
bildung und die Virulenz gegeniiber B. mori. Dieser Befund und die Tatsache, dafl
KRIEG (1956) und SVECOVA (1958) aus Galleria mellonello-Raupen Bac. thurin-
qiensis var, thuringiensis isolieren konnten, sprechen dafiir, dafl TOUMANOFF
einen anderen Stamm als den eingelmpften re-isolierte. Das gleiche gilt fiir das Ex-
periment von TOUMANOFF (1956}, bei dem er einen Stamm von Bac. cereus inji-
zierte und einen kristallophoren Stamm (A-30) aus &. mellonella-Raupen re-isofierte,
Auch hier wieder stellten FITZ-JAMES u. YOUNG (1909} fest, daf} der sporogene
Stamm sich in nichts von einem Bae. thuringiensis var. thuringiensis unterschied,
wohl aber u. a. im Rest-P-Gehalt deutlich von dem eingeimpften Bae. cerens, Ahnliche
Experimente mit gleichen Ergebnissen wie TOUMANOFF unternahm sein Mit-
arbeiter Le CORROLLER (1958).

Andererseits konnten FITZ-JAMES u. YOUNG {1959) nur durch Einwirkang
mutagener Agentien (wie Formalin) einen irreversiblen Verlust der Kristallbildung
bei Bae. softo induzieren. Hierbel Snderten sich aber andere Eigenschaften, wie z. B.
Rest-P-Gehalt, nicht. Die meisten Autoren stimmen darin fiberein, dall unter normalen
Bedingungen auf Nihragar in Reinkulturen von Bue. thuringiensis und Bac. ento-
moetdus die Kristallbildung iiberraschend stabil und offenbar konstitutiv genetisch
verankert ist (s. such HEIMPEL u. ANGUS 1960 2 ). Wenn VANKOVA {1957) einen
Verlust der Kristallbildung nach 6 Monaten beschrieb, so nehmen HEIMPEL u.
ANGUS (1960a) als Erkliarung ein Uberwachsen durch Bac. cereus an. Nach HEIMPEL
{1960a) verdringt Buae. cereus i Mischkulturen mit Bac. thuringiensis letzteren in
einigen Monaten, Jedoch ist auch eine Uberwachsung durch cine kristallfreie Mutante
mbglich, speziell da LYSENEKO (1958) eine solche Mutante (3-059) von Bac. thurin-
giensis var. thuringiensis {£008} isolieren konnte.

Nach DELAPORTE u. BEGUIN (1955) sowie HEIMPEL u. ANGUS {1958 b)
st der »Anduze«-Stamm von Boe. thuringiensis der var. alesti zuzuordnen.

Nach vergleichenden Unterszchungen von KRIEG besteht keine Notwendigkeis,
den von BVECOVA aus Galleriac mellonelle isolierten Stamm als neue Varietit im

Sinne von TOUMANOFF u. Le CORROLLER (1959) anzusprechen.

*) Var. thuringiensis-Sporen haben (nachdem RNS-P und DNS.P entfernt sind) efnen
stwa 10fach hdheren Rest-P-Gehak, alg var. alesti, var. soffo oder Bac. cerens. Der
Krigtall enthilt kein P (FITZ-JAMES u. YOUNG 19593).
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Zur Abgrenzung der Bac. thuringiensis-Verwandten untereinander und gegeniiber
anderen morphologisch und physielogisch dhnlichen Arten des Genus Bacillus Cohn
kann der folgende Schlfissel (z. T. nach HEIMPEL n. ANGUS 1958b — veréindert —
z. T. nach TOUMANOFT u. Le CORROLLER 1959 -- verindert —) dienen:

Bestimmungsschliissel fiir die Bac. cereus-Gruppe

Aerobe Bazillen vom Bae. cereus-Typ (plumpe Stdbchen; Sporen elliptisch bis
zylindrisch, parazentral bis subterminal gelegen. Sporangien nicht aufgetrieben).
Gram-positiv.

Y

{6)

{7)

a} Mit parasporalem Kérper - 2

b} Ohne parasporalen Korper: Bascillus megatherium de Bary 1884
oder Bacillus enthracis Cohn 1872
oder Bacillus cereus Fr, et Fr. 1887

a) Parasporaler Krper fest mit Spore verhaftet, sogar noch nach einigen Monaten
Tagerung. Nicht pathogen fiir verschiedene Lepidopteren-Raupen:
Bacillus finitimus Heimpel et Angus 1958
b) Parasporaler Kirper und Spore verlassen getrennt nach 2 his 6 Tagen das
Sporangium. Parasporaler Korper wirks als spezifisches Endotoxin pathogen
auf verschiedene Lepidoteren-Raupen — 3

a) Voges-Proskauer-Reaktion positiv. Lecithinase-Produktion -~ 4
b) Voges-Proskauer-Reaktion negativ. Keine Lecithinase-Produktion — 8

a) Pigmentbildung auf koaguliertem reinen Eidotter - 5
b} Keine Pigmenthildung auf koaguliertem Hidotter — 6

a) Pigmentbildung auch auf Eidotter-Serum-Agar; geringe Verflissigung von
koaguliertem Serum:
Bacillus thuringiensis var. alesti Toum, et Vago 1951
b} Keine Pigmentbildung auf Eidotter-Serum-Agar; schnelle Verfliissignng von
koaguliertem Serum:
Bacillus thuringiensis var. euazoge Toum. et Le Coroll. 1955%)

a) Schwache bis mi8ige Lecithinase-Bildung, geringfiigige Verfliissigung von
koagutiertem Serum:
Bac. thuringiensis var. thuringiensts Berliner 1915
(hierzn auch Bacillus galleriae von SVECOVA und der von KRIEG aus
Galleria isolierte Stamm von Bacillus thuringrensis™*)).
b) Starke Lecithinasge-Bildung; weitgehende Verflitssigung von koaguliertem
Berum > 7

a) Langsame Verflisssigang
Bac. thuringiensis var. sotfo Ishiwata 1001%%%)

b} Sehnelle Verfliissigung

Buae. thuringiensis var. dendrolimus Talalaev 1956

¥} grstmals von KRIEG 1956 isoliert

*#) erstmals bei KRIEG u, FRANZ 1909 erwahnt

*ixy ¢ STEINHAUS 1961
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(8) a) Sdurebildung aus Fructese und Glucose {bei 32°C) noch nach 20 Tagen
nachweishar (sehr wirksam gegen Bombyx mori-Larven; schwach gegen
Pieris brassicae-Larven):

Bacillus entomocidus var. entomocidus Heimpel et Angus 1958%)

b} Saurebildung aus Fructose und Glucose (bei 32°C) nach 20 Tagen nicht
mehr nachweishar {(schwach wirksam gegen Bombyxr mori-Larven;
stark wirksam gegen Pieris brassicae-Larven):

Bace. entomocidus var. subtoxicus Heimpel et Angas 1958%)

Aug den kristallophoren Arten und Varietdten heben sich verschiedene
Gruppen mit dhnlichem Verhalten heraus:

i. Bae. thuringiensis var. thuringiensis-Gruppe (hierzu var. galleriae)
2. Bac, thuringiensis var. olesti-Gruppe (hierzu var. euzoge)

3. Bac. thuringiensts var. sotto-Gruppe (hierzu var, dendrolimus®*})

4. Bac. entomocidus-Gruppe (mit var, entomocidus und var, subloxicus)

7. Reaktion gegeniiber physikalischen und chemisehen Einfliissen {einschliellich
Sterilisation und Desinfektion)

a) Temperatur-Einflufl

Es handelt sich hier um mesophile Bazilien mit gutem Wachstum zwischen 28 und
356° C; das Wachstums-Optimum Liegt bei 30° C, Vegetative Keime ertragen 100 min
lang 60° C_und Sporen 10 sek lang 100° C. Die relative Hitzeresistenz der Sporen
erleichtert die Isolierung des Bazillus: Raupen-Kadaver bzw. (beil Riickstands-Untes-
suchungen} behandelte Blitter werden erst kurze Zeit in 80 bis 100° C heifles Wasser
gebracht, bever Ausstricke auf Agarplatten hergestellt werder. Die Sterilisation von
infiziertemn Gerdt erfolgt entweder 30 min in gespanntem Wasser-Dampf des Auto-
klaven bei 120° C (= 2 atii), wobel Sporen und das thermolabile Endotoxin zerstért
werden, jedoch nicht das thermostabile »Exotoxine in Kulturfilbraten von Bae.
thuringiensis var. thuringiensis.

by Strahlen-Wirkung

Infrarot: Die Wirkung ist als unspezifische Wirmewirkung aufzufassen; sie ent-
spricht dem Vorgang der Trocken-Sterilisation und ist bei geeigneter Anordnung des
Btrahlers sehr wirksam gegenitber Sporen und Endetoxin.

Ultraviolett: Bel 4 = 260 my ist eine spezifische Strahlen-Wirkung auf Nukleo-
proteide bekannt {Absorptionsmaximum). Sie ist wohl der Hauptgrund dafiir, daB
Buac. thuringiensis und seine Sporen gegeniiber UV sehr empfindlich sind. Die Strah-
lung eines Quecksilberbrenners kann daher zur Inaktivierung herangezogen werden.
Hierbei werden nur die Sporen abgetstet, wihrend das Endotoxin {das bei 4 = 260 my
ein Absorptionsminimum hat} unangegriffen bleibt. In der UV-Behandiung des
Sporen-Endotoxin-Komplexes besitzi man eine physikalische Methode zur Her-
stellung eines nichtinfektitsen Endotoxin-Priparates bel strahlenempfindlichen
Stammen (BONNEFOT u. BEGUIN)***),

*) erstmals von STEINHAUS 1951 isoliert
**) 5. a. HEIMPEL u. ANGUS 1960b
##%) Anm.: relativ strahlenresistente Mutanten sind bekannt



c) Siure- und Alkali-Wirkang

Behandlung mit n-HCl bewirkt bereits unterhalb 24 Std., n/10 HCI erst nach
etwa 24 Std. eine Abtétung von Sporen-Préparaten. Unterhalb py 3 wird auch das
Endotoxin zerstért. Nach Behandlung mit Na OH erfolgt innerhalb von 24 Std., bei
Verwendung von n/10 Na OH erst nach 24 Std. eine Abtttung., Da es bereits gelingt,
durck Anwendung von 0,02 bis 0,05 n-NaOH (pgll bis 12) das Endotoxin zu extra-
hieren, sind Sporen-Priparate, sohald sie mit hsherkonzentriertem Alkali behandelt
wurden, auch wenn sie noch lebensfihig sind, Endotoxin-frei. Hieraus resultiert
eine chemische Methode zur Herstellung eines Toxin-freien Sporen-Priparates.

d) Formaldehyd-Wirkung

Sehr wirksam als Desinfiziens erwies sich Formaldehyd. Die gebrauchliche 40°%/jige
Lisung (sog. Formalin} wird angewandt in Verdiinnung 1: 5 bis 1: 10, Formaldehyd
zerstdrt nicht nur die Infektiositit der Bazillen, sondern auch die Giftwirkung des
Endotoxing und toxisch wirkender Enzyme (Lecithinase, Proteinase), da es sich
chemisch mit Proteinen verbindet. Die Imaktivierungszeit betrigt bel 49 jiger
Tésung weniger als b min. Fiir Laborzwecke (Desinfektion von Gerdten, die hitze-
empfindliche Teile besitzen, wie z. B. Insekten-Zuchtkisten, Doslerungsapparate)
kann folgendes Desinfektions-Verfahren angewandt werden: (1) Eintauchen in oder
Besprithen mit 4%giger Formalinlosung. Binwirkungszeit b min. {2) Neutrali-
sierung des Formaling durch verdiinnte Ammoniak-Lisung. (3) Griindliches Spiilen
mit Wasser.

8. Mikrokologie {Begrenzungsfaktoren; dazu Antibiotika, Phagen)

a) Allgemeines

Bel Bae. thuringiensis und Bac. entomoctdus 1ifit sich Skologisch eine pathogene-
tische Phase von einer saprophytischen Phase unterscheiden. In diesen Phasen
herrschen unterschiedliche Bedingungen, so dal rein theoretisch eine bivalente An-
passung erfolgen kann, Die Annahme, daf die Bildung von Endotoxin-Kristallen
einer solchen Anpassung unterliegh, scheint jedoch nicht zuzutreffen (s. 8. 22). Worauf
daher die von LEMOIGNE "u. Mitarh. {1956), MAJUMDER u. Mitarb. (1956} sowie
von VANKOVA (1957) beschriebenen Virnlenzverluste von Bae. thuringrensis-Stimmen
bei laufender Nihrbodenpassage und ihre Behebung durch Tierpassagen beruhen,
ist noeh unklar.

Die Okologie der Mikroorganismen wird grundsiitzlich von #hnlichen Prinzipien
beherrscht wie die Okologie der Makroorganismen, Zu den abiotischen Begrenzungs-
faktoren der Bakterien gehtiren vor allem die physikalischen und chemischen Um-
weltsbedingungen wie Strahlung, Temperatur, Hydratation, Wasserstoffionen-
Konzentration, Redoxpotential, sonstige Chemikalien. Als biofische Begrenzungs-
faktoren wirken neben intraspezifischen vor allem auch extraspezifische. Zu letzteren
sind neben Nahrungs-Beschrinkung (in Form von Wirten, organischen Néhrstoffen)
inshesondere Konkurrenten und natitzliche Gegenspieler zu rechnen. Weiterhin
konnen als Begrenzungsfaktoren die Immunititsfaktoren der Wirde eine Rolle spielen.
Auch ist mit antibiotischen Einfliissen anderer Organismen und mit der Einwirkang
von Bakteriophagen zu rechnen.

Inwieweit diese Einfifisse das natiirliche Geschehen, respekfive das epizeotische
Auftreten von Bac. thuringiensis in der Natur bestimmen, ist noch nicht untersucht.
Immerhin ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung von HEIMPEL (1960)
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interessant, dal Bue. thuringiensis gegeniiber Bac. cerens auf kiinstlichem Nihrboden
in bezug auf die Selektion im Nachteil ist: in gemischten Kulturen verdringt letzterer
Bac. thuringiensis in einigen Monaten.

b} Antibiotika

KUSHNER u. HARVEY (1960) konnter nachweisen, daB antibakterielle Sub-
stanzen der Futterpflanzen noch im Darminhalt von Insekten-Larven wirksam sind
und so moglicherweise deren Anfilligkeit gegeniiber Bakterien beeinflussen. Speziell
wirkten PreBsafte aus Abies balsamea (L.) Mill. und Lariz laricina (Du Roi) Koch im
Plattentest antibiotisch gegentiber Bac. thuringiensis.

KRIEG u. MULLER-KOGLER (1959) stellten antibakterielle Wirkungen gegen-
iiber Bac. thuringiensis bei swel Fungi fest: Aspergillus flavus Link et Fr. und Peni-
cillium frequentans Westl. — Nach Untersuchangen von TOUMANOFF n. LAPIED
(1954) ist das aus Penicillium notafum Westl. stammende Antibictikum Penicillin
gegentiber Bac. thuringiensis im Gegensatz zu Bac. anthracis unwirksam, da Buoe,
thuringiensis und seine Verwandten eine Penicillinase produzieren (vgl. auch 8, 10).

Aus Streptomyceten sind eine Reihe gegeniiber Bac. thuringiensis wirksame Anti-
biotika bekannt: aus Streptomyces griseus (Krainsky) Waksm. et Henr. das Strepto-
myecin, aus Streplomyees aurantiacus (R.-D.) Waksm. das Aureomycin, aus Streptomy-
ces venezuelae Bhrlich et al. das Chloromycetin, aus Streptomyces rimosus Sobin et al.
das Terramycin (TOUMANOFF u. LAPIED 1954). — Nach AFRIKIAN (1960)
waren auller Streptomycin, Aureomyecin, Chloromycetin und Terramyein noch stark
wirksam: Aktinomyein, Erythromycin, Kanamyein, Amphomvein und Neomyein.

c) Bakteriophagen

Wirksame Phagen gegen Bac. thuringiensis wurden von AFRIKIAN (1960} aus
Kulturen von Bac. cereus var, myooides (£:1), Buoc. cereus var. cerens (2£55) und von
Bac. thuringiensis var, thuringiensis (£81) isoliert. Der im EM abgebildete Phage aus
Bac. thuringiensis gehért zur Gruppe der »grofien Phagen« und besitzt deren klassische
Form (ausgeprigter Kopf- und Schwanzteil).

Da mehrmals Phagen aus Bombyxr mor? isoliert wurden, nimmt AFRIKIAN an,
daf diese Phagen in das pathogenelische Geschehen im Sinne einer Infektions-
Hemmung eingreifen kinnten. Eine wirtksame Phagen-Therapie bel B. mori war
allerdings nicht erfolgreich, da sehr schnell Phagen-resistente Bazillen selektioniert

wurden.

Die von YODER u. NELSON (1960} isclierten Phagen bilden plaques (= »Lijcher«)
im homogenen Rasen einer Plattenkultur von Bae. thuringiensis var. thuringiensis.
Die plaques des Phagen (a) messen 0,6 bis 4,0 mm e Durchmesser, die des Phagen
(b} 8,0 bis 22 mm. Kin besonderes Kennzeichen des Phagen (b) ist, daB seine plagues
von einem Halo umgeben sind, Die beiden Phagen zeigen ein unterschiedliches
Verhalten gegenitber den verschiedenen Varianten von Bac. thuringtensis. Gegeniiber
dem Phagen (a) erwies sich auch Bac. anthracis Cohn empfindlich, nicht dagegen
Bac. cereus Fr. et Pr.; gegeniiber dem Phagen (b) war das Verhalten der letztgenannten
Bazillen umgekehrt. Die Phagen-Sensibilitit der untersuchten Bazillen ist weder mit
threr Siuger-Pathogenitét noch mit ihrer Insekten-Pathogenitit korreliert. Die
Sensibilitéts-Verhiltnisse verschiedener Bazillen gegeniiber Phagen, die u. a. auch
gegen Boe. thuringiensis wirksam sind, werden in Tab. 1 wiedergegeben:



Tab, 1. Wirtsspelstrum von Bue. thuringiensis- Phagen.

Phagen-Typ
Wirts- Bacillus
1) BR8N (a)*F) | (B)*)

Bac. thuring. var. thuringiensis ... ... oo . + + + + +
Bac. thuring. var. dendrolimus ........ . ... .l + + + I o
Bae. thuring. var. softo ... . .o i -+ + + - -
Bae. thuring. var. alesti (Alés) ... ... ...l & o @ + -
Bac. thuring. var. alesti (Anduze) .............. .. ... + - + - -
Buae. entomocidus var. SUBLOTICUS v e anainn + + 4 4 @
Bric. Cereus VAT. CEFEUS ... ... iaa e + + + - +
Bac. cereus var. mycoudes .. ... oot + - + - +
Bue,anthracis Cobn .. ... @ z @ + -
Bac. megatherium de Bary ... ...l E @ a - -
Bac. laterosporus Lanbach . ... ... ..ol @ @ b - +

*} Nach AFRIKTAN (1960) + = sensibel

**) Nach YODER u. NELSON (1960) — = resistent

o =

nich$ untersucht

C. Wirksamkeit gegeniiber Insekten

1. Kontaminationshedingungen

a) Allgemeines

Die hier zar Diskussion stehenden skristallbildenden Bazillen« nehmen eine Sonder-
stellung zwischen den hochspezifischen und schwer in vitro zu kultivierenden obligaten
Pathogenen (wie z. B. Bacillus popilline Dutky et Gooden) und den unspezifischen und
leicht i vitro kultivierbaren fakultativen und potentiellen Pathogenen {wie z. B.
Bacillus cereus Fr. o6 Fr.} ein.

Die Kontamination der Wirtstiere durch Bac, thuringiensis und seine Verwandien
erfolgt peroral. Experimentell ist auch intracoelomale Injektion méglich, Eine
vertikale, . b, germinative Ubertragung (2. B. via ovo) des Bazillus kommt nicht vor.
Uber eine horizontale Ubertragung, d. h. eine Infektkette von Wirtstier zu Wirtstier
berichtete BERLINER (1915) bei dnagasta kikniella und HERFS (1959} bei Pieris
rapae in Laborversuchen. Eine solche Weiterverbreitung im Freilandversuch registrierte
TALALAEV (1958, 1959) bei Dendrolimus sibiricus. Weiterhin muf} eine horizontale
{ibertragung den natiirlichen Epizootien zugrunde liegen. Im allgemeinen liegh der
Krankheitserreger in Form seines Endotoxin-haltigen Sporenkomplexes vor. Jedoch
kann anch zusitzlich noch ein »Exotoxine vorhanden sein.

Wihrend AOKT u. CHIGASAKI (1911) feststellten, dafl nur sporulierte Kulturen

und nicht vegetative Keime von Bac. thuringiensis var. soffo Seidenraupen paraly-
sierten, konnten TOUMANOFF u. VAGO (1953) auch durch junge Kulturen und



28

nicht nur durch Sporen-Priparate von Buac. thuringiensis var. alesti Seidenraupen
abtéten {s. 8. 19). Auch VANKOVA (1957} berichtete itber eine todliche Wirkung
negativer Keime von Bae. thuringiensts var. thuringiensis auf Raupen von Fuproctis
chrysorrhoea (L.).

Die Wirkung von Infektion bew. Intoxikation ist (auBer von der Applikationsart)
abhingig von der Dosis, dem Bakterienstamm und seiner Zubereitung (vegetative
Keime, Sporen-Endotoxin-Komplex oder »Exofoxin«-haltiges Priparat), der Wirts-
population und deren Allgemeinzustand sowie der Temperatur u. a. Aufeneinfliissen.

Im Zusammenhang mit der Infektionswirkung von Bakterien werden die Begriffe
Pathogemitiat und Virulenz gebraucht. Bei der Pathogenitét handelt es sich um eine
erblich fixierte Anlage einer Species oder Varietdt, ber der Virulenz hingegen um den
Grad der Wirksamkeit des entsprechenden Merkmals (Infektiogitéit) bei verschiedenen
Stimmen (KRIEG 1961).

b} Pathogenitit

Beim Begriff der Pathogenitit geht es um die qualitative Entscheidung: Ist eine
Mikroorganismen-Art bzw. sind ihre Toxine und/oder Enzyme bei einer vorgegebenen
Applikationsart (wie z. B, der peroralen) pathogen oder apathogen fiir eine Wirtsart
{oder umgekehrt ausgedriickt, ist die Wirtsart gegeniiber dem Mikroorganismus
empfindlich oder resistent). Diese Priifung erfolgt zweckméBigerweise mit hohen
Dosen des Erregers gegen alle Eniwicklungsstadien des Wirtes. Die Ergebnisse
solcher Priffungen von Sporenpriparaten sind folgende:

Perorale Applikation
Bel der Pritfung an Insekten erwies sich der reine Sporen-Endotoxin-Komplex von
Bae. thuringiensis und Bae. entomocidus (wenn er peroral appliziert wurde) lediglich
gegehiiber Lepidopteren pathogen (s, Wirtsliste). Diese werden jedoch nur als Raupen
befallen, nicht dagegen im Imaginal-Stadinm.
Eine dhnliche Wirkung 18t sich erzielen durch Verfiitterung von Endotoxin allein.
So konnte ANGUS (1956 c) zeigen, dall peroral appliziertes Endotoxin von Bac.
thuringiensis var. soffo sich gegen 12 untersuchte Lepidopteren-Arten wirksam erwies,
jedoch nicht gegentiber 4 in den Versuch einbezogene Hymenopteren-Arten.
Bei anderen Ordnungen als Lepidopteren wurde bei Applikation des reinen Sporen-
Endotoxin-Komplexes im allgemeinen keine biologische Wirkung gefunden. Bo war
Bac. thuringiensis unwirksam:
bei Hymenoptera [Apis mellifera L. KRIEG 1956, KAESER 1957, LECOMTE
u. MARTOURET 1958; Diprion hercynice (Hbg.): KRIEG 1956, ANGUS 1956 ¢;
Neodiprion sertifer (Geofir.): KRIEG 1957 ¢; Neodiprion abietis (Harr.): ANGUS
1956 c: Neodiprion americanus banksionae (Roh.): ANGUS 1956 c; Pristiphora
abietina {Christ): KRIEG 1956; Croesus septemirionalis L. : KRIEG 1957, Anidlatus
ehenius Graw.: BILIOTTT 1958 a; Apanteles glomeratus L.: BILIOTTI 1956 a,
c, ISAKOVA 1958 bl; '

bei Coleoptera [Leptinotarsa decemlineate (Say): KRIEG 1957; Melolonthe spp. (L.}:
KRIEG 1957, LEMOIGNE u. Mitarb. 1956; Lilioceris lilis Scop.: LEMOIGNE u.
Mitarh. 1956, Rhizopertha dominice {Fabr.): STEINHAUS uw. BELL 1953;
Sitophilus (Calandra) gramarie (1.): BERLINER 1915, ISAKOVA 1958 b;
Sitophilus (Celandra) oryzee (L.): BERLINER 1915; Tenebrio molitor I.:
BERLINER 19815; Tribolium ferrugineum Fabr.: BERLINER 1915; Dermestes
lardarius L.: BERLINER 1915; Trogoderma granartwm Everts: DE uw. KONAR
1955; Acanthoscelides obfectus (Bay): METALNIKOV u. CHORINE 1929 c;
Gnathoceros cornwius (Fabr): BERLINER 19157;



bei Diptera [Tipula paludose Meig.: KRIEG 1957; Seutigerella immaculate (Newp.):
TANADA 1957; Aedes nigromaculis (Ludlow): KELLEN u. LEWALLEN 1960;
Amnopheles maculipennis Meig.: METALNIKOV w CHORINE 1929 c; Culez
pipiens L.; METALNIKOYV u. CHORINE 16296, KELLEN 1. LEWALLEN
1980; Oulex tarsalis (Coq.): KELLEN u. LEWALLEN 1960];

bei Heteroptera [Burygaster integriceps Put.: ISAKOVA 1958 b];

bei Orthoptera [Chorthippus pulvinaius F. W.: METALNIKOV u. CHORINE
1929¢; Chorthippus dorsatus Zell.: METALNIKOV w CHORINE 1929; Stau-
roderus biguttulus L.: METALNTKOV u. CHORINE 1929; Calliptamus ttalicus
(L.): METALNIKOV u. CHORINE 1923 c, ISAKOVA 1958 bl

Diesen negativen Befunden stehen auch eine Anzahl von Brfolgen mit Bac, thurin-
giensis-Praparaten bei Nicht-Lepidopteren gegenither, und zwar:

bei Hymenoptera [Pristiphora erichsonit (Htg.): HEIMPEL 1955; Pristiphora
rufipes Lep. (syn. Pristiphora pallipes Lep.): BURGERJON u. de BARJAC 1960;
Pterowidea ribesii Seop.: ISAKOVA 1958 bl;

bei Coleoptera [Hypera brunneipennis (Boh.): HALL 1937, HALL v. DUNN 1958;
Sitophilus (Calandra} granaria (L.): STEINHAUSR u. BELL 1953; Tribolium
confusum Duv.: STEINHAUS u. BELL 1953; Oryetes rhinoceros L.: STRINHAUS
1951d5;

bei Diptera [ Musca domestica L. HALL uv. ARAKAWA 1959, DUNN 1960, BRIGGS
1960; Aedes aegypti {L.): TILES u. DUNN 1959: Culex pipiens L. und dnopheles
spee. : VANKOVA 1960];

bei Orthoptera [Carausius morosus Briinner: ZERNOFF 1932}

Diese positiven Resultate haben offenbar ihren Girund darin, daB die verwendeten
Priparate z. T. nicht nur Lepidopteren-spezifisches Endotoxin enthielten, sondern
auch noch Lepidopteren-unspezifisches »Exotoxine (RURGERJON u. de BARJAC
1960) (s. 8. 4ff); in anderen Fillen, wie z. B. bei den Versuchen von LILESu. DUNN
(1959), verfilschten Zusdtze zu den Priiparaten und ungiinstige Versuchsbedingungen
das Ergebnis (s. KELLEN u. LEWALLEN 1960).

Bei intracoelomaler Injektion von Bae. thuringiensis in Form vegetativer Zellen
oder Sporen gehen auch andere Insekten als Lepidopteren-Raupen innerhalb 24 Std.
ein, so z. B. Locusta migratoria migratoria (1.). — (Orthoptera), Melolontha melolontha
(L) — (Coleoptera), Neodiprion sertifer (Geoffr) — (Hymenoptera) u. a. Diese
Wirkung ist aber unspezifisch: sie wird aunch durch Injektion anderer fakultativ
oder potentiell pathogener Bazillen erreicht, wie z. B. Bac. cereus Fr. et Fr.

Werden keine Barzillen, sondern Toxin-Fraktionen injiziert, so kommt man zu
unberschiedlichen Ergebmnissen: Injektion von thermelabilem Endotoxin hat auf
Bombyz mori-Larven keine (ANGUS 1956 ¢), auf Pieris brassicae-Larven geringe
(MARTOURET 1960} Wirkung.

Wird hingegen das thermostabile »Exotoxin« der var. thuringtensis injiziert, so ster-
ben nicht nur die Lepidopteren-Larven, sondern auch Nich#-Lepidopteren an Intoxi-
kation (McCONNEL u. RICHARDS 1959).

¢) Virulenz

Nach iibereinstimmender Ansicht der meisten Autoren ist die Virulenz der ein-
zelnen Bac. thuringiensis- und Bac. enfomocidus-Stamme relativ konstant. Uber
unverminderte Toxin-Produktion berichtete STEINHAUS (1951) bei einem Bac.
thuringiensis var. thuringiensis-Stamm nach 9% jihriger Kultivierung auf Nihragar
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sowie HEIMPEL u. ANGUS (1960) bei einem Bac. thuringiensis var. soffo-Stamm
nachk 45 jihriger Kultivierung auf Nahragar. Ahnliche, wenn anch kurzfristigere
Beobachtungen tiber die Konstanz der Kristallbildung liegen von BERLINER (1915)
und KRIEG (1960 a) an Bac. thuringiensis var. thuringlensis vor. Die Tatsache, dal
das Endotoxin unabhiingig von der pathogenen Phase gebildet wird, ja sogar im
allgemeinen besser auf kiinstlichen Nihrboden als in Insekten (HEIMPEL u. ANGUS
1960}, lift auch keine pathogenetische Anpassung im Sinne einer Viralenz-
steigerung durch Tierpassagen erhoffen.

In einem gewissen Gegensatz hierzu stehen Beobachtungen von LEMOIGNE u.
Mitarb. 1956, MAJUMDER u. Mitarh, 1956, VANKOVA 1957, wonach ein Viralenz-
verlust durch Nihrbodenpassagen resultierte. Diese Wirksamkeitsreduktionen waren
Jedoch reversibel und LeBer sich durch Tierpassagen wieder aufheben.

Die Virulenz von Bac. thuringiensis gegeniiber einem bestimmten Wirt (z. B. Bombyz
mori} ist offenbar nicht fiir die Variation konstant, sondern fiir den Stamm: So
berichtete STEINHAUS (1960 a) iiber einen Staram von var. thuringiensts, der wirk-
samer als ein Stamm von var. sotto und Bac. entomocidus war, und iiber einen zweiten
Stamm von var. thuringlensis, der weniger wirksam war als var. sotto und Bac. ento-
mocidus, Dies ist erklirlich aus der Tatsache, da8 verschicdene Stimme verschieden
grofle Endotoxin-Kristalle aushilden.

2. Wirksamkeitshestimmung am spezifischen Sporen-Endotoxin-Komplex

Vom insektenpathologischen Standpunkt {und ebenso vom Standpunkt der An-
wendung) ist es wichtig, zwischen der spezifischen Wirkung aller Bac. thuringiensis-
Verwandten auf Lepidopteren und einer von verschiedenen Autoren gelegentlich
beobachteten zusiitzlichen unspezifischen Wirkung auf Nieht-Lepidoptersn zu unter-
scheiden. Da fiir die biologische Bekimpfung von Schadinsekten vor allem die
spezifische Wirkung (wie sie allein dem gereinigten Sporen-Endotoxin-Kemplex
zukommt) interessiert, sei diese hier zunichst fiir sich behandelt. Uber die Natur
des Endotoxins s. 8, 17.

a) Standardisierung und Dosierung der Praparate

Zur Standardisierung insektenpathogener Bazillen-Priiparate kinnen ebenso wie
bei Giften Angaben der LD, oder LDy, in mg Trockengewicht des Priiparates dienen,
wobel sich diese Angabe stets auf ein bestimmtes Larvenstadium der Testpopulation
einer bestimmten Tierart bezieht. Die LD;, bzw. LDy, wird aus den Mortalitats-
Daten von mehreren Konzentrationen errechnet, und zwar durch Transformation der
Mortalitidts-Summenkurve in eine Probit-Gerade. Unter dem Schnittpunkt dieser
mit der LDy bzw. LDy-Ordinate 148t sich die zugehérige Dosis auf der Abszisse
ablesen. Beispielsweise arbeitet MENN {1960} zur Wirksamkeitspriifung von ver-
schiedenen Sporen-Endotoxin-Priiparaten mit der LD, bei Ly-Raupen von Plutella
maculipennis (Curt.) als Versuchstier (Tanchversuch) und BRIGGS (s. ANONYMUS
1960) mit der LDy, (ng %) bel 7 Tage alten Raupen von Estigmene acrex Drury
(Tanchversuch). Ebenso wichtig wie die Wirksamkeitshestimmung pro Gewichts-
einheit Sporenpriparat ist die zahlenmiBige Erfassung der in einem Priparat vor-
kommenden wirksamen Elemente (Keime oder Sporen hzw. Eadotoxin-Kristalle)
pro Gewichtseinheit. Diese Angabe hat auBerdem den Vorteil, nicht auf ein bestimm-
tes Tiermaterial besogen zu sein. Beide GroBen sind jedoch in gewissen (renzen
vergleichbar, da zwischen Sporenzahl und biologischer Wirksamkeit eine Relation
besteht. Diese leitet sich daraus ab, daB pro Sporangium {Sporenmutterzelle) stets
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eine Spore und ein Endotoxin-Kristall erzeugt werden. Ist das Verhiltnis von keim-
fihigen zu micht keimfihigen Sporen in einem Priparat bekannt, se it sich die
Toxizitit auch aus der ermittelten Keimzahl abschitzen. Die reine Infektions-
wirkung hingegen ist lediglich der Keimzahl proportional. Die Sporenzahl wird
durch Auszihlen der Sporen In einer Zdhikammer (z. B. nach HELBER mit einer
Kammerhéhe von 4,02 mm) mit Hilfe des Mikroskops {zweckmaBigerweise im Phasen-
kontrast-Verfahren) durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Keimzahl durch Bakterien-
kultar dient das KOCHsche Plattenverfahren.

Da die Wirksamkeit von verschiedenen Priparaten gleicher Sporenzahl z. T.
stark schwank$, wurde von MENN (1980} vorgeschlagen, ein Priparat nickt allein
durch die Sporenzahl oder allein durch die biclogische Wirksamkeit (z. B. LDy),
sondern durch Sporenzahl und biologische Wirksamkeit zu charakterisieren.

Angaben zur Dosierung von insekfenpathogenen Bazillen-Priparaten erfolgen
(der meist Bichigen Aasbreitung des Frafisubstrates entsprechend) im allgemeinen in
g/m? In praxi wird diesc Angabe in 2 Daten zerlegt: (1) die Konzentration (z. B.
g/l) und (2) die Aufwandmenge (z. B. }jm?). 8ind die Verluste an Bazillen-Priparat
beim Aufbringen auf das Substrat (meist Blitter) bekannt, so it sich die Dosis am
Wirkungsort abschiitzen.

Eine exakte Sporenzabl-Bestimmung am Wirkungsort ld6t sich bei geeigneter
Konzentration des Mittels im Versuch durchiiihren., Hierzu dient die Plattenmethode:
Man exponiert Platten (Petrischalen mit Nihragar) in der Objektebene (d. h. im
Feldversuch in der Héhe der zu schiitzenden Blister*), im Laborversuch an der Stelle
der Dosierungsapparatur, an der die Blattstiicke dem Priparat ausgesetzt werden).

Weitere Verfeinerung der Methode {Bestimmung der pro Tier anfgenoramenen
kontaminierten Blattfliiche durch genau dimensionierte Blattstiicke und anschlie-
Bende Planimetrie der FraB#iche) 158t Angaben iiber die pro Tier aufgenommene
Sporenzahl zu.

Zu Wirksamkeitsbestimmungen im Labor werden relative und absolute Verfahren
angewandt. Bei den relativen Verfahren {Tauchen — z.B. bei MENN 1960, BRIGGS
1960. Sprithen — z. B. bei WIEGAND 1959) werden unter Beibehaltung bestimmter
Versuchsbedingungen zwar reproduzierbare Beziechungen zwischen Wirkung und
Konzentration (Sporen/ml oder g/m!l) erhalten, doch sind die so gewonnenen Wirk-
samkeits-Tndices nur ein relatives Maf, da die Dosis pro Flicheneinheit nickt an-
gegeben wird.

Zur Ermittlung absoluter Wirksamkeite-Indices, ausgehend von bestimmten Dogen
(Sporen/m? oder g/m?), benttigt man geeignete Dosierungs-Apparaturen, die den
in der Inseltizidprifung benutsten (Stiubeturm, Sprithturm) weitgehend gleichen
(BURGERJON 1956, HERFS u. KRIEG 1960). — Ein Ubergang vom relativen zum
absoluten Verfahren 1i8t sich erreichen, wenn eine gewichtsmillige Bestimmung dex

Belagsdichte moglich ist {WIEGAND 1960).

Voraussetzung fitr alle Keimzahl- und Wirksamkeitsbestimmungen von Sporen-
priparaten ist eine méglichst homogene Verteilung der wirksamen Elemente in der
Zubereitung. Da Sporen in getrockneter Form Agglomerationen bilden, miissen
diese in Zubereitungen fiir guantitative Versuche zerteilt werden. Dies geschieht im
Falle von Suspensionen im Homogenisator, im Falle von Pulvern in der Kugelmihle.
Das Dispergieren der Zubereitung wird so lange fortgesetzt, bis die Keimzahl pro
Volumeneinheit bei fortlaufender Bestimmung ein Maximuam erreicht.

"%} Vgl. KUDLER u. Mitarb. 1958
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b) Bestimmungsmethoden

Zur Bestimmung der bisposition Bbzw, Toleranz verschiedener Wirte sind ebenso
quantitative Untersuchungen notig wie zum Vergleich der Virulenz verschiedener
Mikreorganismen-Stdmme. Eine Messung von Virulenz bzw. Toleranz wird dadurch
maglich, daB fiir den eintretender Erfolg die Bezichung maBgebend ist:

Virulenz » Dosis
Toleranz

Wirkung =
Man erhiilt also bei niedriger Virulenz und hoher Dosis die gleiche Wirkung wis bei
hoher Virulenz und niedriger Dosis.

Bei Bac. thuringiensis und Bae. entomocidus 1aBt sich unterscheiden zwischen
mindestens zwei Virulenzfakioren: Der eine betrifft die Intensitiit der Endotoxin-
FProduktion (die Stimme bilden unterschiedlich groBe EKristalle), der andere die
Infektiositit der Keime*).

Jo nach Art des Wirtes steht das Bild des pathogenetischen Geschehens mehr
unter dem Eindruck einer Endotoxin-Wirkung oder einer Infektion. Dieser Tatsache
entspricht das Vorkommen verschiedener pathologischer Typen (s, 8. 52 £.).

Die Bestimmung der Wirksamkeit erfolgt zweckmiBig nach Desis- oder Zeit-
Wirkungs-Kurven. Die sich aus ihnen ergebenden Dosen (LDg) oder Zeiten (LT,),
nach der 50°%, der Versuchstiere eingegangen sind, lassen sich in sog. Indexformeln
einsetzen, die eine Beurteilung und einen numerischen Vergleich von verschiedenen
Bazillen-Priparaten oder verschiedenem Versuehstier-Material erlaunben:

LDy, Standard

Toxizitits-Index == LD, Muster x 100
{Indexformel nach SUN 1950)

. . LT, Standard
Wirkungszeitindex — 17T, Muster 100

(Indexformel nach UNTERSTENHOFER 1953)

Anm.: Dem Standard kommt dabei immer der Indexwert 100 zu. Indices unter 100 ent-
sprechen Wirksamkeiten, die unter der des Standards liegen, Indices tiber 100
iibertreffen das Standard-Praparat an Wirksamkeit.

Die LDy;-Methode warde von BURGERJON (1956, 1959) sowie von BONNEFOI
u. Mitarb. (1958) in erster Linie zum Vergleich verschiedener Bazillen-Priparate
angewandt. Dabei benutzen die Autoren eine Index-Formel, die der von SUN ent-
spricht, Wihrend jedoch das Verfahren von SUN ohne besondere Wirkungseinheiten
arbeitet, wurde bei dem Verfahren nach BURGERJON eine vorliufige Bezugsgrofe
verwendet, die sog. UB (= unifé biologiqme). Als Vergleichsmuster (étalon) benutzte
BURGERJON ein Sporen-Priparat von Bac. thuringiensis var. alesti, dessen Titer
zu 500 UB/mg festgelegt wurde. Nach dem Verfahrer von BURGERJON ergibt das
Vergleichspriparat bel einer 0,2% igen Verdiinnung mit Wasser in der Eichkurve
509/, Bterblichkeit, hezogen auf Pieris brassicae-Raupen (infiziert im 3. Stadium) als
Testobjekt. Ohne auf die Priifung nach BURGERJON im einzelnen einzugehen,
sei festgestellt, dal} dieser Test an eine bestimmte Dosiernngsapparatur und andere

*) Eine Trennung zwischen Giftwirkung und Infektionswirkung 148t sich auf verschiedene
Weise erzielen (s. 8. 18).
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bestimmte Voranssetzungen bei der Versuchs-Anstellung gebunden ist. MARTIG-
NONT (in litt. 1960) wies, unabhingig von ans, suf die Enthehrlichkeit des Korrek-
Hionsfaktors y” in der Formel von BURGERJON hin. Da die relative Wirksamkeit
von Priparaten ziemlich konstant bleibt, hingegen die absolute Wirksamkeit starken
Schwankungen ausgesefzt sein kann, ist die Verwendung von y’ nicht unbeding$ zu
empfehien.

Da die Verwendung der UB {(ebenso wie die der Formel von BURGERJON),
wie bereits erwihnt, auf eine bestimmte Versuchsanordnung beschrinkt bleibt, wird
angeregt, sie durch eine andere allgemeinere Einheit zu ersetzen, die entsprechend
den internationalen toxikologischen Einheiten definiert und auf var. thuringiensis
bezogen wird*). Eine sclche Versuchstier-Einheit bezieht sich urspriinglich nur auf
eine Art, kann aber spiter auf andere Arten umgerechnet werden (s. u.}. Als Beiapiel
hierzu wird eine Pieris brassicae-Einheit (= PE) vorgeschlagen: »1 PE ist die Bae,
thuringiensis var. thuringtensts-Dosis, bezogen auf die Gewichtseinheit Tier {in Gramm),
die nach peroraler Applikation innerhalb von 3 Tagen bei 22° € und 759, r. L.
50/, der behandelten Pieris brassicae-Raupen abtitet«, Zweckmifligerweise bestimmt
man die Werte durch Kontamination der Raupen in einem bestimmten Stadium.

Die Reproduszierbarkeit der Ergebnisse eines solchen Versuches ist allerdings
davon abhiénglg, daf man entweder Versuchstiere gleicher Qualitit und groBer
Stabilitdt oder ein gleiches Versuchsmuster zur Verfigung hat, Da die Empfind-
lichkeit der Versuchstier-Population von wverschiedenen Laboratorien u. U. stark
variieren kann {bei Pieris brassicae 1. a. auch durch den Einflufl einer latenten Ver-
seuchung durch Viren oder Mikrosporidien), diirfte es zweckmiBig sein, in allen
Laboratorien ein Bazillen-Priparat von bestimmter Wirkuog (ausgedriickt in Ver-
suchstier-Einheiten) als Vergleichsmuster zu benuizen. Dieses soll moglichst iiber
lingere Zeit seine Virulenz unvermindert beibehalten. Nach Mitteilung von Prof.
BONNEXOI u. Mitarb. ist das Institut Pasteur, Paris, bereit, ein Vergleichsmuster
(6talon) herzustellen, vorritig zu halten und an die interessierten Laboratorien abzu-
geben. Nach BURGERJON behielt ein als Vergleick (étalon) im Pieris-Test be-
nutztes Bae. thuringiensis var. alesti-Priparat dber 2 Jahre seine Virulenz unvermin-
dert bei,

Die Pieris-Einheit ist durch die Wirksamkeit von Bae. thuringiensis var. thurin-
giensis gegeniiber Pieris brassicae-Raupen festgelegs. Wenn die relative Empfind-
lichkeit der Hanpen anderer Lepidopteren- Arten gegeniiber Bae. thuringiensis bekannt
ist, konnen jedoch aus der Preris-Einheit auch andere Versuchstier-Einheiten ab-
geleitet werden. Voraussetzung hierfiir ist allerdings, dal bei diesen Arien der gleiche
pathologische Wirkangsmechanismus wie bei Pieris vorliegt (Typ II; s. 8. 52).
So dirfte nach Untersuchungen von BURGERJON und GRISON (1959) tber die
Empfindlichkeit von Malacosome neustrie, Tortriz viriddeng and Aretia cajo (aller-
dings gegentiber Bac. thuringiensis var. alesti} 1 Pieris-Einheit etwa 1,0 Malacosoma-
Einheit, 0,6 Tortriz-Einheiten und 0,b Arctie-Einheiten entsprechen. — Bei der Priifung
von Raupenarten, bei denen nur oder fast nur das Endotoxin wirksam wird (vgl
8. 52), fragt es gich auch, ob es iiberhaupt zweekmilig ist, ein begrenzt stabiles und
in geiner Virulenz eventuell nachlassendes biologisches Priiparat als toxikologischen
Standard zu benutzén. Priffenswert scheint daher der Vorschlag, als Vergleichs-
muster eine definierte chemisch-reine Substanz mit ausgesprochener FralBgiftwirkung

*) Diese Frage wurde eingehend auf der Arbeitstagung iiber Bac. thuringiensis am 25/24. Fe-
bruar 1961 in Darmstadt zwischen Vertretern des INRA (Frankreich), des Institut
Pastenr (Paris) und der BBA (Deutschland) diskutiert.
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und einer Mortalitits-Probitgeraden von etwa gleicher Steilheit wie die des Bac.
thuringiensis-Endotoxins anzunehmen. Die Steilheit der Probitgeraden des Pripa-
rates darf sogar verschieden sein, wenn Vergleiche nur bei einer bestimmten Mortalitit
(z. B. 509, oder 909/,) durchgefithrt werden. Eine solche Einheit kiinnte u. U. durch
eine bestimmte Dosis Natriumarsenat (= Na,ITAsO, - 7H,0) reprisentiert werden,
Die Auswertung kionnte danm wieder iiblicherweise nach der 8UNschen Formel fiir
den Toxizitits-Index erfolgen. Hierbei ist allerdings die Einschrinkung wichtig,
daB es noch nicht sicher ist, ob zwei auf verschiedenen Mechanismen beruhende
Wirkungen in praxi vergleichbar sind, weil eine Resistenzinderung in der Wirts-
population gegenitber dem einen Wirkstoff nicht notwendigerweise mit einer gleich-
sinnigen Resistenzinderung gegeniiber dem anderen verbunden sein mud.

[%]m
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Abb. 7. Absterbekurve von Pieris brassicae (L) nach Behandlmg mit dem Sporen-

! 2 3 4

Endotoxin-Komplex ans Buc, thuringiensis var. thuringiensis {Original)
M [¢/,] = Mortalitat in Prozent
t[d]j == Zeit in Tagen

Die LT ,,-Methode wurde von WIEGAND (1959, 1960} angewandt zur Ermittelung
wvon Empfindlichkeits-Differenzen zwischen Raupen verschiedener Stadien bei einer
bestimmten Versuchstierart. Er testete ein Sporen-Endotoxin-Priparat von Bac.
thuringiensis an Hyponomeuta malinella. — Die erhaltenen Werte fiir die LTy, als
Funktion der angewandten Dosis ergaben fiir jedes Larvenstadium eine hyperboloide
Empfindlichkeitskarve. Auf doppelt-logarithmischem Papier liBt sich jede LTy
Tosis-Kurve in eine Regressionsgerade transformieren und aus dieser eine Empfind-
Tichkeits-Gleichung ableiten. Ein Vergleich der Regressionsgeraden verschiedener
Tarvenstadien untereinander (s. Abb. 8) zeigt, daB die Empfindlichkeit der Raupen
megeniiber einer bestimmten Dosis mit dem Alter abnimmt. Nach WIEGAND (1960)
bleibt die Empfindlichkeit jedoch annihernd konstant, wenn man der Betrachtung
micht die Dosis pro Raupe, sondern das Verhiltnis von Dosis zu Kérper-Volumen
zugrinde legt. —
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Bei einer LT, von 6 bis 7 Tagen 1iBt sich ein Abbiegen der Kurven erkennen, wie
gie BLISS (1939) fiir kombinierte Insektizide errechmet hat (WIEGAND 1960).

Bei extrem hohen Dosen geht die Empfindlichkeitskurve in eine Parallele zur
Abszisse iiber (kiirzeste LT, als Sittigungs-Effekt). Doch kann in praxi unter
solchen Bedingungen die LT, mit zunehmender Dosis auch wieder etwas ansteigen.
Dieser Befund spricht dafiir, da8 Bae. thuringiensis in hohen Dosen eine Art Repel-
lentwirkung auszuiiben vermag. Eine solche wurde von GRISON u. BEGUIN (1954)
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Abb. 8. Empfindlichkeit-Regressionsgerade verschiedener Larvenstadien (I, bis L;) von
Hyponomeuta malinelle (Zell.) nach Behandlung mit Sporen-Endotoxin-Komplex
aus Bac. thuringiensis var, thuringiensis (nach WIEGAND 1960).

LT,,[d] = Zeit, nach der 50°/, der Tiere gestorben sind, in Tagen
o [8pfml] = Konzentration in Sporen/ml Suspension
¢ [Spjem?] = Belagsdichte in Sporenjom?® Blatt

hei Thawmetopoea pityocampa (Schiff.), von HALL u. DUNN (1958) bei Sabulodes
caberate Guén. ued von WIEGAND (1959} bel Hyponomeuta malinella Zell. beobachtet.

Was die Brauchbarkeit der Indexmethoden zur Priifung von Bakterien-Priparaten
im allgemeinen betrifft, so kommt WIEGAND (1959) zu dem Schlufl, dal diese
Metheden nur dann (auf Grund der hyperbolischen Definition) brauchbare Ergebnisse
liefern, wenn die Priiparate in ihrer Wirksamkeit nahezu gleichwertig sind. Diese
Forderung ergibt sich aus der Tatsache, daB die Wirkung einer anderen Progression
folgt als die Dosis (vgl. hierzu das Reizmengen-Wirkungsgesetz von FECHNER).
WIEGAND (1959) konnte bei H. malinelle im Zusammenhang mit Bae. thuringiensis
zeigen, daB die Indexwerte in der Progression 2% ansteigen, wenn die Dosen bei

a%
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L,-Raupen etwa mit der Potenz 10® und bei Lg-Raupen etwa mit der Potenz 4,3% an-
stiegen. Diese Schwierigkeiten, die bel der Tesbung nicht gleichwertiger Probanden
auftreten, lassen sich jedoch beheben durch Beurteilung der Konzentration an Hand
der Empfindlichkeits-Regressionsgleichung oder an ITand einer graphischen Dar-
stellung der statiséisch gesicherten Empfindlichkeitskurven. Diese miisssen aber fiir
das Versuchstier-Material (Tierart und Larvenstadium) eigens ermittelt werden.
WIEGAND (1959) weist aber auch darauf hin, daB bei der Wahl griflerer Raupen
von geeigneten Arten eine Ubereinstimmung der Wirkungszeit-Indexkurve mit der
Empfindlichkeitskurve zu erwarten wire und dann eine direkte Beurteilung der
Wirkung nach der Zeitmethode miglich wird.

Neuerdings wurden neben den bisher in diesem Abschnitt genannten Testtieren
von BURGERJON u. YAMVRIAS (1960) auch Eiraupen von dnaguasta Eidhniella
zur Priffung von Sporen-Priparaten herangezogen. Dies ist deshalb wichtig, weil
A. kiihniella auf den Sporen-Endotoxin-Komplex anders reagiert als die meisten
iibrigen Lepidopteren {s. 8. 53).

a) k)

Abb, 9. Raupen von Pieris brassicae {L.)
a) unbehandelt
b) mit dem Sporen-Endotoxin-Kemplex von Bue, thuringiensis var. thurin-
giensis behandels (Original)

Alle diese Wirksamkeitsuntersuchungen wurden fiir Laborverbiltnisse entwickelt
und dienen der Grundlagenforschung und der Herstellung definierter Bazillen-Pripa-
rate fiir die Anwendung. Bei Feldversuchen, die die Bestimmung der Wirksamkeit
eines Praparates bestimmier Dosierung unter anderen und weit ungiinstigeren Be-
dingongen (unter Beriicksichtigung von: Wuchsform, Entwicklungsstadium und
Kultur der zu schiitzenden Pflanzen; Art, Entwicklungsstadium und physiologischern
Figenarten des Schidlings; der Zubereitung des Priiparates und Art seiner Aus-
bringung; der Verwendung von Zusitzen oder Kombination mit anderen Mitteln;
klimatischen Einfltissen) zum (Gegenstand haben, bedient man sich stichprobenartiger
Erfolgskontrollen. Diese werden wie bei der Wirksamkeitsbestimmung von chemischen
Insektiziden an ¥and der Formel von ABBOT (1925), die die natiirlichen Abginge
beriicksichtigh, ausgewertet:

itberlebende Kontrolltiere — iiberlebende Behandelte

iiberlebende Kontrolliere > 160

Wirksamkeit —
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¢} Ergebnisse
~ Die von VANKEOVA (1957) an Raupen ven Euproctis chrysorrhoea (L.) durchge-
fuhrten Versuche mit Bac. thuringiensis var. thuringiensis zum Vergleich der Wirkung
von nativem Sporen-Endotoxin-Komplex, reinen Sporen und reinen Endotoxin-
Kristallen ergaben fiir die LTy, folgende Werte: Sporen 1 Endotoxin-Kristalle:
~ 3,2 Tage, reine Sporen: ~ 6.5 Tage und isolierte Endotoxin-Kristalle: ~ 2,0 Tage.
Aus den Zeit-Wirkungskurven, die TOUMANOFF u. VAGO (1955) publi-
zierten, ergehen sich fir Bombyzr mori-Rauper (L,) und einer Konzentration von
4 % 108 Sporen/ml folgende Werte fiir die LT;,: Bac. thuringiensts var. thuringiensis:
~ 6 8td. und Bac. thuringiensis var. alesti: ~ 1,5 Std.
Ein Vergleich der Virulenz verschiedener Stémme bzw. Variationen an Hand von
Dosis-Wirkungskurven Hegt von ANGUS (1956 a) vor, der einen Stamm von Bac.
thuringiensis var. softe mit einem Stamm von Bae. thuringiensis var. thuringiensts an

al b}

Abb. 18, FraBbilder von Raupen von Pileris brassicae (1.) an
a) unbebandeltem Kohl {Brassica oleracen var. capitats)
b) mit dem Sporen-Endotoxin-Komplex von Bac. thuringtensis var. thurin-
giensts behandeltem Kohl {Original)

B. mori-Larven testete, Die LDy, betrug 2 X 10 Sporenj/Larve fiir var. thuringiensis
und 3,4 x 10* Sporen/Larve fiir var. soffo. Weiterhin fanden IIEIMPEL u. ANGUS
{1958h), daB Buac. thuringiensis var. soito, Bac. thuringiensis var. clestt und Bue.
entomocidits var. entomocidus wirksamer gegeniiber Larven von B.mori sind als
Bac. thuringiensis var. thuringiensis und Bac. enfomocidus var. subtoxicus.

Diese Ergebnisse lassen sich weder im Hinblick auf die kritischen Hhen der Dosen
noch hinsichtlich der Wirksamkeits-Verhiltnisse auf andere Wirte ibertragen. So ist
z. B. Pieris rapae (L.) gegen var. sotto weit weniger anfillig als gegen var. thuringiensis,
Die LD, von var. thuringiensis betrug nach TANADA (1953} fir Raupen von Pieris
rapae ebwa 4,4 x 10* Sporen/Larve.

Ebenfalis zu einer anderen Viralenz-Einschitzung als ANGUS u. HEIMPEL bei
B.mori kamen de BARJAC u. BURGERJON (1960) beim Vergleich der Wirk-
samkeit verschiedener Varianten gegeniiber Pieris brassicoe. Hier erwiesen sich
Bac. thuringiensis var. thuringiensis und Bac. enfomocidus var. subloxicus weit wirk-
samer als Bac. thuringiensts var. solfo, Bac. thuringiensis var. elesti und Bac. entomo-
cidus var. entomocidus.

Ob dem Vergleich der Toxizitdt verschiedener Varianten eine reale Bedeutung
zukommt, ist fraglick, da die Virulenz der einzelnen Stimme einer Variation grofen
Bchwankungen unterliegen kann (s, 8. 30).
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Vergleichende Untersuchungen iiber die Empfindlichkeit verschiedener Wirts-Arten
an Hand von Dosis-Wirkungskurven liegen von BURGERJON u. GRISON (1059) vor,
die mit einem Endotoxin-Standard (E 58) von Bac. thuringiensis var. alest (Stamm
Anduze} gewonnen wurden. Benutzt man anstatt der »unité biologique« von
BURGERJON den SUNschen Index (allerdings jetzt nicht als Toxizitits-, sondern
als Senpsibilitits-Index), so erhalten wir, wenn wir Pieris drassicae als Standardtier
{Index = 100} benutzen, fiir Malacosoma neustrig (L.) die gleiche Empfindlichkeit
{Index = 100}, dagegen eine wesentlich geringere fiir Tortriz viridang L. (Index = 66)
und fiir Aretia caje L. (Index = B0). Uber die Ergebnisse weiterer Wirksamkeits-
bestimmungen in Labor- und Feldversuchen gibt Tab, 2 8. 33—49 (= Wirtsspektrum
des Sporen-Endotoxin-Komplexes) Auskunft.

BUCHER (1956) verglich die Wirkung von Bee. thuringiensis mit einigen anderen
insektenpathogenen Mikroorganismen einerseits und mit chemischen Insektiziden
andererseits an Hand der Steigung von Dosis-Mortalitits-Probits. Die Steigung
der Probitgeraden diirfte ein brauchbares Mafll zum Vergleich heterogener
Reaktionspaare (Gift bzw. Pathogen/Tier) sein. Wihrend bei den untersuchten
chemischen Insektiziden (Rotenon, Dichlor-diphenyl-trichlor-dthan (= DDT), Arsen-
trioxyd, Nikotin) die Steigung allgemein sehr gro8 ist (5,0 bis 9,6), ist sie bei den
untersuchten pathogenen Protozoen (Nosema locuste Canning in Melanoplus bivittatus
(Say); LD;y =9 x 103 Sporen/Tier), Viren (Borrelinavirus spec. in Malacosoma
disstrie. Hbn,; LDy, = 300 x 10% Polyeder/Tier} und Bakterien {Pseudomonas aeru-
ginosa (Schréter) Migula in Melanoplus bivittatus (Say); LDg, = 19 X 10° Bak-
terien/Tier) gering (0,83 bis 0,86). Zwischen den Insektiziden und den genannten
pathogenen Mikroorganismen liegt die Steigung der Probitgeraden, die mib dem
Sporen-Endotoxin-Komplex von Bac. thuringiensis var. thuringiensis nach Unter-
suchungen von TANADA (1953) an Pleris rapae (L.) (LDgy = 41 % 10° Sporen/Tier,
Steigung 2,58) und von Bac. thuringiensis var. soffo nach Untersuchangen vor ANGUS
(19562) an Bombyz mori L. (LDg, = 38 X 103 Sporen/Tier, Steigung 3,16} gewonnen
wurden, Noch héher liegt die Steigung bei reinem Endotoxin-Priparat (LD,
== 2 % 10-7 g/Tier) aus Bac. thuringiensis var. soifo, das von ANGUR (1956Db) gegen
Bombyx mors getestet wurde (Steigung 5,5); es erreicht damit die Wirkung von
Insektiziden (wie z. B. DDT - LDy, = 2,9 x 10-% g/Tier bei Musca domestica L.).
Bei geringerer Wirksamkeit z. B. vor Bae. thuringiensis var. thuringiensis auf Bombyx
mori (nach Untersuchungen von ANGUS (19561); LDy = 2 x 10 Bperen/Tier)
werden hingegen #hnlich flach liegende Geraden (Steigung 2,25) erhalten, wie mit
DDT gegeniiber relativ resistenten Fliegen (LDj, — 4 x 1075 g/Tier).

3. Wirtsspektrum des spezifischen Sperén-Endetoxin—Kemplexes

Angaben tiber die Wirksamkeit von Priiparaten kristallophorer Bazillen sind in
den letzten Jahren so zahlreich geworden, dall sie nicht mehr einzeln besprochen
werden kbnnen. Daher werden die bisher gewonnenen Krgebnisse im folgenden
tabellarisch wiedergegeben, wobel die Wirte alphabetisch geordnet wurden. Zur
Charakterisierung der Erreger wurden Kurzzeichen benutst: A = Bac. thuringiensis
var. alesti; D = Bac. thuringlensis var. dendrolimus; E = Bac. entomocidus var,
entomocidus; S — Bac. thuringiensis var. soito; T = Bac. thuringiensis var. thurin-
giensis; U = Bac. enlomocidus var. subtovicus. .

Fiir die Wirksamkeiten bei mittleren Anwendungsdosen gelten folgende Bezeich-
nungen: o = unwirksam; + = 0—509/, Mortalitdt; +- = 20—75%,; Mortalitit;
4+ +-+4 = B0—100%, Mortalitdt, :
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4. Pathologie des spezifischen Sporen-Endotoxin-Komplexes

a) Aufere Symptome

Zu den ersten unspezifischen Symptomen einer Endotoxin-Wirkung gehort es, dafl
die Baupen ihre Nahrungsaufnahme einstellen. Das ist zu unterscheiden von siner
gelegentlich bel hohen Dosen zu beobachtenden Repellent-Wirkung. Fbenfalls un-
spezifisch ist eine anfingliche Bewegungsunruhe der Raupen. Im fortgeschrittenen
Stadium tritt dann die typische Erschlaffung des sonst turgeszenten Raupenkirpers
ein. Dieses von BERLINER erstmals beobachtete Symptom st charakberistiseh fiir
viele Raupenkrankheiter und gab die Vulgérbezeichnung fiir diese Bakteriose ab:
»8chiaffsuchts. In diesem Zustand reagieren die Raupen nur noch schwach aunf
Beriihrungs- und Temperatur-Reize. Bei Seidenraupen (B. mori) tritt relativ sehnell
eine Art Paralyse ein, weswegen man in Japan von »Sotto« (was soviel bedeutet, wie
»plotzlicher Kollaps«} spricht. Im moribunden Zustand verfirben sich die befallenen
Tiere braunlich bis schwarz. Wihrend bei manchen Arten {z. B, P, brassicae) die
Kutikula der Raupenkadaver ieicht zerreifit und ihr bakteriell zersetzter Korperinhalt
austritt, trocknen andere Raupenkadaver (z. B. 4. kithniella) zu einer Mumie ein.
Die Leichen weisen einen charakferistischen penetranten Geruch nach bakteriellen
Stoffwechsel-Endprodukten (organische Sguren, Ptomaine) auf, den BERLINER
als »welch-sduerlich« beschrieben hat.

b) Histopathologie

Ausfihrliche histologische Angaben zur Infektion mit Bac. thuringiensis var,
thuringtensis Liegen von MATTES (1927) vor, und zwar an A. kithnielle. Danach
findet Sporenkeimung und starke Vermehrung der Bazillen im Intestinaltrakt statt.
Die daranf folgende Einwanderung von Keimen in die Haemocoele fithrt za einer
todlichen Septikimie.

TOUMANOFF u. VAGO untersuchten 1953 histologisch die Infektion von B. mori
‘durch Bac. thuringtensis var. alesti und erwihren neben einer bakseriellen Septikimie
erstrals eine toxische Realtion.

Nach Ingestion von Bac. thuringiensis var. thuringtensis durch Raupen ven Pieris
rapae beschrieb TANADA (1953), daB, kurz nachdem die Sporen aufgenommen
worden waren, der hinter der peritrophischen Membran gelegene Anteil des Mittel-
darm-Epithels zerstort wurde und dal sich die Epithelzellen von der Wand des Mittel-
darmes Iosten.

HEIMPEL u. ANGUS (1959) schlieBlich untersuchten die Affektion ven B. mort
durch Bae. entomocidus var. entomectdus. Sie fanden ebenso wie TANADA eine
Endotoxin-bedingte Zerstérung des Mitteldarm-Epithels, die etwa 45 Minuten nach
Aufnahme des Sporen-Priparates erfolgte.

Diese z. T. verschiedenen histopathologischen Befunde nach peroraler Aufnahme
von Bae. thuringiensis lassen sich zwanglos durch physiopathologische Ergebnisse
(s. w.) erkliren,

Im Anschluf} an eine parenterale Applikation von Bac. thuringiensis entwickelt sich
bei allen gepriiften Insekten einheitlich eine unspezifische Septikimie.

¢) Physiepathologie

1953 entdeckte HANNAY beil Bac. thuringiensis var. sotfo, dem Erreger der »Sotto«-
Krankheitin Beidenraupen einen »diamond-shaped crystal«, analog dem »Restkorpers,
den BERLINER (1915) und MATTES (1927) in Bac. thuringiensis var. thuringtensis
beobachtet hatten. Ankntipfend an die Untersuchungen von AQKI u. CHIGASAKI
{1915) konnte er zeigen, dal} bakterienfreie Filtrate einer Mischung von sporulierenden
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Kulturen der »var. softo« und Verdauungssaft aus Seidenraupen ein Toxin enthiels,
welches Seidenraupen in etwa 1 Std. paralysierte. Er stellte damit erstmals fest,
daB die Alkali-loslichen parasporalen Kristalle offenbar mit dem toxischen Prinzip
identisch sind. ANGUS (1955) gelang es dann, dieses Toxin zu isolieren. In der Folge-
zeit zeigte sich, daf alle Bac. cereus-ihnlichen und auf Seidenraupen toxisch wirkenden
Baziilen im sporulierten Zustand einen Alkali-loslichen parasporalen Korper enthalten,
so auch die von VAGO w. TOUMANOFF isolierte var. alestt (DELAPORTE wu.
BRGUIN 1955). Weitere Beobachtungen hinsichtlich einer ausschlieBlichen Vergiftung
von Raupen durch das Endotoxin liegen von BONNEFOI u. BEGUIN (1959) an Raupen
. von Pieris brassicae mit Bac, thuringiensis var. alesti und von HERFS u. KRIEG (1960)
bei der Kontamination der Raupen von Pieris rapae mit Buoe. thuringtensis var.
thuringiensis vor. Die Mehrzahl der Autoren ist heute geneigt, auch noch bei anderen
Lepidopteren-Arten dem FEndotoxin den Hauptanteil an der Wirkung von Bac.
thuringiensis zuzuschreiben.

Die Lyse von Endotoxin-Kristallen im Darmsaft konnte HANNAY (1953) bei
Bombyz mori und MARTOURET (1960) bei P. brassicae beobachten. Da sich das
Endotoxin von Bae. thuringiensis nur bei sehr hohem pyg 1886 (2. B. var. thuringiensis
bei py 11,8 (HANNAY u. FITZ-JAMES 1955), var. sofio bet pg 10 (ANGUS 1956),
var. alesti von pg 11,0 bis pg 12,2 (FITZ-JAMES u. Mitaxb. 1958)), erhebt sich die
Frage, wie die Lyse im Raupendarm erfolgen kann, da selbst der sehr alkalische
Verdanungssaft von B. mori-Raupen nur ein py von 9.8 erreicht und der von
P. brassicae sogar nur py 8,9. MARTOURET (1960) macht fir die Lyse vor allem
Darm-Proteinasen verantwortlich, HEIMPEL u. ANGUS (1959) ziehen dafiir auler-
dem noch stark reduzierende Substanzen in Betracht. Im ganzen war nach
MARTOURET (1960) die Wirkung von Alkali-geléstem Endotoxin geringer als Darm-
saft-gelostes. Wahrscheinlich bewirkt die Alkali-Hydrolyse eine partielle Inaktivierung.

Da8 das Endotoxin speziell Darm-wirksam ist, geht bereits aus der Tatsache hervor,
daB die Nahrangsaufnahme und Darmtitigkeit alsbald nach der Kontamination
aufhort. Ersteres liBt sich bei jedem Infektionsversuch feststellen, letzteres konnten
HEIMPEL u. ANGUS (1959a) u. a. an Hand von Rintgen-Kontrastdarstellungen am
Darm von B. mori belegen, — Beziiglich des Mechanismus der Darmlihmung nimmt
MARTOURET (1960) eine neurotoxische Aktion des Endotoxins auf den Darm an.
Darmit bliebe die Wirkung auf die Darmmotorik beschrinkt und lieBe die Exkretions-
Funktion unbeeinflulls. — HEIMPEL u. ANGTUS (1951) sehen die Toxinwirkung auf
den Darm als eine fermentativ-destruktive Wirkung an. Ausgehend von den histo-
pathologischen Befunden vor TANADA: bei P. rapae und von HEIMPEL u. ANGUS
(1959) bei B. mori, daB bereits zu einem frithen Zeitpunkt der Erkrankung sich die
Darmepithelzellen voneinander und von der Basalmembran ablésen, interpretieren
sie die Toxinwirkung als fermentative Auflosung von Zellkitt und Zellmembran, die
aus Muco-Polysaccharid bestehen diirfte.

Zu erwihnen ist noch, dafi nach ANGUS (1956¢) bei der Injektion von geléstem
Endotoxin in die Haemocoele dieses bei B. mori-Rauper wirkungslos bleibt. Dem-
gegenither konnte MARTOURET (1960) bei Raupen von P.brassicae auch eine
Wirkung erzielen, wenn er alkalisch gelostes Endotoxin in die Haemocoele injizierte.

Nach ANGUS (1956) soll das pathologische Geschehen bei der Bae. sotto-Infektion
von Seidenraupen etwa folgendermafen ablaufen: Perorale Aufnahme der Sporen und
Endotoxin-Kristalle - Lésung der Endotoxin-Kristalle bei gleichzeitiger Inhibition
der Sporenkeimung durch den alkalischen Darmsaft —- primire Darmschidigung
durch Endotoxin-Wirkung — Anstieg des Haemolymphe-py bewirkt sekundire
Paralyse — Tod des Wirtes.

4%
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Ahnliche Verhiltnisse diirften nach HEIMPEL u. ANGUS (1959) bei Antheraca
. pernyi Guér. und Protoparce quinguemaculata (Joh.) herrschen.

KRIEG (1957 ¢} konnte jedoch bei Raupen von P. brassicae keinen Anstieg des
Haemolymphe-py im Anschlull an eine Bae. thuringiensis-Infektion nachweisen. Zu
dem gleichen Ergebnis kamen HEIMPEL u. ANGUS (1959) bei anderen Lepidopteren-
Raupen. Somit diirfte der Anstieg des Haemolymphe-py nicht eine allgemeine Voraus-
sebzung fiir die Wirksamkeit einer Bae. thuringiensis-Infektion sein.

Neben der Endotoxin-Wirkung darf jedoch die Infekticsitit der Sporen bei ver-
schiedenen Wirten nicht vernachlissigt werden: BURGERJON u. YAMVRIAS (1959) -
behandelten P. brassicae und 4. Lihnielle mit nativen und UV-bestrahlten (somit
inaktivierten) Sporen-Priparaten. Dabeil stellten sie bei P. brassicae keine Unter-
schiede zwischen unbestrahltem und bestrahltem Sporen-Priparat fest, was fiir eine
reine Endotoxin-Wirkung spricht (s. 0.). Bei 4. kiihniella jedoch hatte das bestrahlte
Priparat nur eine Wirkung von 16%,, verglichen mit dem unbestrahlten, das eine
86/ ige Mortalitit bewirkte. Bei 4. kihniella ish also offenbar nicht die Endotoxin-
Wirkung, sondern die Infektions-Wirkung fir den Erfolg ausschlaggebend. — Ganz
entsprechende Ergebnisse erhielten HEIMPEL uw. ANGUS (1959 a) an A. kiihniella-
Raupen. Behandelten sie die Raupen mit reinem Sporen-Priparat, so betrug die
Mortalitdt 0,89%; bei Verwendung von reinem: Endofoxin erhielten sie sogar nur eine
Mortalitit von O bis 4%/, Wurde dagegen den Raupen cine Mischung von Sporen und
Endotexin {1:1) applizert, so stieg die Mortalitit auf 80 bis 86/, an. — Da nach
BERLINER (1915} und MATTES (1927) eine Keimung von Sporen im Darmtraktus
vor A, kithnielle stattfindet, spricht die Tatsache, dafl auch Endotoxzin-freie Sporen
hier wirksam sind, fiir eine echte Infektionswirkung. Dem Endotoxin kommt bei
A. kdibndella lediglich die Rolle eines Schrittmachers zu.

Ausgehend von der geschilderten unterschiedlichen Reaktionsweise verschiedener
Lepidopteren-Arten auf eine Bac. thuringiensis-Applikation, lassen sich in Anlehnung
an HEIMPEL u. ANGUS (1959 a) grob 3 Reaktions-Typen unterscheiden:

Reaktionstyp I: Bei den hierher gehiirigen Arten betrégt das pmp des Raupen-
Mitteldarmes etwa 8,56 bis 10,7 (HEIMPEL u. ANGES 1958 a). Die Raupen stellen
nach Ingestion von Bac. thuringtensis bzw. seines Sporen-Endotoxin-Komplexes
sofort die Nahrungsaufnabkme ein und werden alsbald von einer generellen Paralyse be-
troffen, Sie sterben innerhalb von 1 bis 7 8td. Es wird angenommen, dall die Paralyse
bedingt ist durch das bei diesen Raupen auffillige Ansteigen des Haemolymphe-py
post infectionem um 1 bis 1,0 pg-Einheiten. Der Anstieg des Haemolymphe-py
erfolgt im Anschluf an die Endotoxin-bedingte Zerstorung des Mitteldarm-Epithels
und dann auf Kosten der Darm-Alkalitat,

Reaktionstyp II: Bei den hierhér gehirigen Arten betriigt das py des Raupen-
Mitteldarmes etwa 6,4 bis' 9,3. Dafl sich aber auch hier (trotz des niedrigen py des
Darmsaftes) das Endotoxin lost, konnte MARTOURET (1960) in vitro mit ausge-
spucktern Darmsaft von P. brassicae (py 8,9) nachweisen. Die Raupen héren nach
Ingestion von Bac. thuringiensis bzw. seines Endotoxins sofort zu fressen auf (Léhmung
des Darmtraktes). Stunden spéter tritt dann auch eine duflere Lihmung auf. Eine
Anderung des Blut-pg, gefolgt von schneller Paralyse wird nicht beobachtet (HEIMPEL
u. ANGUS 1959 a). Die Raupen sterben innerhalb 2 bis 4 Tagen.

Die Arten, die nach Typen I und II reagieren, kénnen durch das Endotoxin allein
getbtet werden, nicht jedoch durch Endotoxin-freie Bazillen-Sporen allein,
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Reaktionstyp ITI: Bei den hierher gehorigen Arten betrfigh das py des Raupen-
Mitteldarmes weniger als 8,9. Die Raupen erinnern in dex Symptomen an den Typ I
{keine Paralyse), Sie gehen jedoch nicht vom Endotoxin allein, sondern nur bei
gleichzeitiger Anwesenheit von keimfihigen Buc. thuringiensis-Sporen innerhalb
2 biz 4 Tagen zugrunde, Offenbar miissen hier die Sporen bei gleichzeitiger Gegenwart
des Endotoxins keimen, um den Tod des Wirtes herbeizufithren. Eine Sporenkeimung
in vivo ist jedoch nur dadurch moglich, daf} die zum Typ III gehsrigen Raupen kein
hohes Mitteldarm-py besitzen.

Der Typ I wird repriisentiert durch B. mori, Protoparee quinguemeculata (Joh.) und
Antheraea pernyt Guér., der Typ TIT durch 4. kihniello. Die iiberwiegende Mehrzahl
der Lepidopteren-Raupen, z. B. Pieris spp., reagieren aber nach Typ II.

DRILHON u. VAGO (1960) berichteten tiher Ver#inderungen im Elektrophorese-
muster von Bombyx mori-Raupen im Zusammenhang mit der Bac. thuringiensis var.
alesti-Infelition. Tm Verlanfe von Intoxikation und Paralyse bei Ly-Larven beobachte-
ten sie eine Reduktion der Protein-Fraktionen von 11 im gesunden Tier auf 7 im
paralysierten Tier (5—8 Stunden post infectionem). Diese Verdnderungen waren be-
gleitet von einer Abnahme der Melanisierungsfahigkeit der Haemolymphe, wie sie auch
von bakteriellen Infektionen anderer Insekten her bekannt ist, Wodureh diese Ab-
weichungen von der Norm bedingt sind, ob durch direkte oder indirekte Toxinwirkung
oder infolge der im Verlauf der Infoxikation speziell bei Seidenraupen aunftretenden
Alkalisierung der Haemeolymphe, lassen die Autoren offen.

d) Immunitit, Resistenz und Toleranz

Dyie natiirliche Immunitét (Resistenz} der Insekten gegeniiber Bac. thuringiensis
und auch anderen Mikroorganismen ist gewihrleistet dureh eine passive Keimabwehe,
die vor allem in der Abgeschlossenheit der Kérperhohble gegentiber der Umwelt besteht.
Wird dieser Schutz (in den sich Integument und Darmwand teilen) experimentell
darchbrochen, z. B. durch intracoelomale Tnjektion, so lassen sich nach den bisherigen
Erfahrungen praktisch alle Insekten siimtlicher Stadien mit Bac. thuringiensis und Bae.
entomocidus, aber auch mit Bac. vereus u. a. fakultativen Pathogenen wirksam infizieren,

Bei der natiirlichen (peroralen) Infektion durch Bac. thuringiersis und Bae. ento-
mocidus hingegen erfolgt (im Gegensatz etwa zur Bac. cereus-Infektion) primér eine
sch-were Darmschidigung durch das Endotoxin. Damit bricht im Bereich des Mittel-
darmes die passive Keimabwehr weitgehend zusammen, und die Bazillen kbnnen
dadurch in das Haemocoel eindringen. Im Zusammenhang mit einer Vermehrung von
Bac. thuringiensis Im Organizmus kinnen Exotoxin, Lecithinase und Protfeinase als
Schrittmacher der Infektion wirksam werden,

Die aktive Keimabwehr des Wirtsorganismus (Phagozytoze, Bakterizidie-Steigerung)
ist nach BUCHER (1960) nur gegeniiber solchen (= apathogenen) Bakterien wirksam,
die keine Septikiimie bewirken, wenn sie in das Haemoocoel infiziert werden. Bei den
anderen {= pathogenen) Bakterien hingegen wird eine Phagozytose-Lihmung be-
obachtet, die nach BUCHER auf Proteinagen-Wirkung beruhen soll. Daher is$, was
die zellulire Keimabwehr gegeniiber Bac. thuringiensis und seinen Verwandben anbe-
trifTs, nach Injektion dieser Bazillen in Larven von Bombyx more, Melolontha melolonthe
oder Neodiprion sertifer eine Phagozytose ebenso unwirksam wie nach einer Injektion
vorn Bae. cereus (KRIEG 1957 b).

Eine Hrhéhung der Bakterizidie der Haemolymphe vakzinierter Raupen von
Galleria mellonelle (1..) im Sinne von BRIGGS (1958} und STEPHENS (1959} konnte
nach Injektion von Bac. thuringiensis- oder Boe. cereus-Vakzine als Antigen nichs
festgestellt werden (KRIEG 1958).
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Eine Produktion echter Antikérper als Ausdruck einer humoralen Keimabwehr bei
Insekten wurde nach Injektion von Bac. thuringiensis oder Bac. cereus ebensowenig
wie nach Injektion anderer Antigene beobachtet (KRIEG 1957 b).

Die Empfindlichkeit bestimmter Insekten und spezieller Stadien gegeniiber den
Texinen von Buac. thuringiensis und Bac. enfomocidus 136t sich mit Hilfe der EHR-
LICHschen Seitenketten-Theorie erkliren: Offenbar besitzé nur der Raupendarm
Endotoxin-empfindliche Rezeptoren®).

Eine selektionierte natiirfiche Immunitdt (Toleranz) bei Raupen an sich empfind-
licher Lepidopteren-Arten (infolge Selektion Rezeptoren-asrmer Rassen gegeniiber
Bac. thuringiensis} wurde bisher nach 3jihrigen Versuchen im Freiland nicht be-
obachtet (ANONYMUS 1960).

In Insekten, die gegeniiber dem Endotoxin relativ unempfindlich sind, wie z. B.
Creade plebeia (Scop.) kann sich eine inapparente Darminfektion durch Bac. thuringi-
ensis entwickeln (VAGO 1951 a),

5. Das unspezifische »Exotoxin«

a} Allgemeines

McCONNEL u, RICHARDS gelang 1959 der Nachweis einer fiir Insekten toxischen
Wirkung in Kulturfiltraten des Bac. thuringiensis var. thuringiensis. Dieses »Exo-.
toxin« erwies sich als thermostabil und relativ unspezifisch. Da es sich nur bei paren-
teraler Applikation wirksam erwies und das Toxin in Zhnlicher Form auch hei nicht-
entomophagen Stdmmen von Bee. cereus nachgewiesen werden konnte, sprachen
McCONNEL u. RICHARDS ihm eine insektenpathogene Bedeutung ab.

BURGERJON u. de BARJAC (1960) fanden hingegen, dall Filtrate bzw. Uber-
stinde von Kulturen auch peroral wirksam sein kiénnen. Diese perorale Wirkung
tritt jedoch im Gegensatz zur Endotoxin-Wirkung nicht sefort ein, AuBerdem fanden
BURGERJON w. de BARJAC (1960), dafl eine perorale »Exotoxin«Wirkung nicht
so allgemein vorkommt, wie die von McCONNEL uw. RICHARDS beschriebene
parenterale »Hxotoxin«-Wirkung. BURGERJON u. de BARJAC priften ver-
schiedene Varianten von Bac. thuringiensis und von Bac. entomocidus, ferner b andere
Bacillus-Stémme. Hierbei fanden sie, daBl eine starke »Exotoxin«Wirkung lediglich
bei Bac. thuringiensis var. thuringiensis nachweisbar war. Kein »Exofoxine produ-
zierten Bac. thuringiensis var. soffo, var. alesii, var. dendrolimus, Bac. entomocidus
var. subloxicus, 2 Stdimme von Bac. cereus und Bac. findtimus.

Auch KRIEG, HERFS u. HUGER (1960) fanden eine perorale Wirksamkeit von
Uberstiinden nach Zentrifugation von Bac. thuringiensis-Kulturen. Hiervon waren
Filtrate der var. thuringiensis besenders wirksam. Ferner berichtete BRIGGS (1960)
tiber eine peroral wirksame »exotoxische« Komponente in Uberstanden bzw. Kultur-
Filtraten von Bac. thuringiensis var. thuringlensis. Kultur-Filtrate von Bae, thuringt-
ensis var. sotto und Bac. cereus waren weniger wirksam.,

Welche effektive Bedeutung dem »Exotoxin« bei natiirlichen Infektionen dureh
Bac. thuringiensis var. thurtngiensis zukomimt, ist noch ebensowenig geklirt, wie die
effektive Wirkung der Lecithinase und Proteinase aus vegetativen Zellen. — Uber die
Natur des »Exotoxins« s. 8. 18f.

*} Rezeptoren fiir das «Exotoxine im Bereich des Haemocoels scheinen nach den Unter-
suchimgen #iber das Wirtsspektrum dieses Toxins (s. 8, 55) hingegen weiter verbreitet
zu sein,



b) Wirksamkeitsvergleiche

Beim Vergleich von &quivalenten Mengen »Exotoxine (Uberstand) und Sporen-
Endotoxin-Komplex (Sediment) von Bae. thuringiensis var. thuringiensis (Suspension
des Sediments in einem dem Uberstand entsprechenden Volumen Wasser), stelilten
BURGERJON u. de BARJAC (1960} bei einer Reihe von Lepidopteren-Arten sogar
eine héhere Wirksamkeit des »Exotoxins« fest. Im Falle von Barathra (Mamestra)
brassicee (L.) ergaben sich z. B. folgende Versuchsresultate: ca. 20%/, Mortalitidt bei
Verwendung des Sporen-Endotoxin-Komplexes, ca. 35%, Mortalitit bei Verwendung
des »Exotoxins« (fguivalente Menge) und ca. 90¢/, Mortalitit bet Verwendung des
(fesamtpriparates {Sporen -+ HEndotoxin 4 »HExotoxin). Abnlich lagen die Ver-
hiltnisse bei dgrotis { Euzoa) segetum (Schiff.), Diatarawia (Polic) oleracea (I..) und
Malacosoma neustria (L.). Speziell in diesen Fallen war das Sediment weniger wirksam
als der Uberstand.

¢} Wirtsspektrum

Das »FExotoxin« ist weit weniger spezifisch als das Endotoxin: Injiziest ist es nach
McCONNEL u. RICHARDS aufler gegen Raupen von Galleria mellonelle (L.) und
Pyrausta nubilelis (Hbn.} auch wirksam gegen Larven von Sarcophaga bullota Park
( Diptera), gegen Periplaneta americang (L.) und Blatte orientalis 1. (Orthoptera).
Bei peroraler Applikation war es nach den gleichen Autoren unwirksam gegen Raupen
von Galleria mellonella (L.}, Larven von Aedes aegypti (L) und gegen Periplaneta
americana {L.). — Nach Angaben von BURGERJON u, de BARJAC ist das »Exo-
toxin« jedoch auch bel peroraler Applikation wirksam z. B. gegen Raupen folgender
Lepidopteren: Barathra (Mamestra) brassicae {L.), Agrotis ( Buxoa) segetwm (Schiff.),
Diataramia { Polio) oleracea (1.), Peridroma margaritose Hon., Lymantria { Porthelria)
dispar (L.), Malacosoma neustrie (1.), Bombyr mori L., Pieris brassicae (L.) und
Anagasta (Ephestia) kihniella (Zell.), ferner gegen Larven von Leptinotarse decem-
Lineats {Say) (Coleoptera) und Pristiphora rufipes (syn. Pristiphora pallipes) Lep.
{ Hymenopters,).

Nach Untersuchungen von KRIEG, HERFS u. HUGER (1960) sind Uberstiinde
von Bae. thuringiensis-Kulturen nach peroraler Applikation wirksam gegeniiber
Larven von Pieris rapoe (L.) und Agrotis (Euwoa) segetum (Schiff.), Eine Wirkung
wurde speziell bei Filtraten ven Bae. thuringiensis var. thuringiensis beobachtet.
Der Erfolg trat bei Pieris rapae (L.) etwa zwischen dem 3. und 20. Tage auf, bei
Agrotis segetum (Schiff.) etwa zwischen dem 5. und 30, Tage.

Bei Versuchen mit Kulturfiltraten an Nich$-Lepidopteren zeigte sich keine in-
selktizide Reaktion bei Imagines von Blatta ortentalis L. { Orthoplera Jund nax eine geringe
Reaktion bei Imagines von Siophilus (Calandra) granarie (L.) (Coleoptera). Hine
deutliche Wirkung hatten die Filtrate auf Larven von Adedes-aegypts (L.} and Musca
domestica L., sowie Imagines der letztgenannten Art. Gegeniiber diesen Dipteren
waren neben Kulturfiliraten von var, thuringiensis z. T. auch die anderen Varietiten
wirksam.

Auch von BRIGGS (1960) wurden Versuche zur Priifung der peroralen Wirksamkeit
von Kultur-Filtraten an Musca domesticq durchgefiihrt. Die Entwicklung der Larven
wurde stark unterdriickt durch »Exotoxin«Priparate von Bac. thuringiensis, hin-
gegen weniger stark durch Kultur-Filtrate von Bac. cerews.

Ausgedehnte Versuche iiber die »ExotoxineWirkung auf andere Insekten liegen
noch nicht vor, jedoch diirften die gelegentlich beschrichenen Erfoige mit Bae. thu-
ringiensis var. thuringiensis-Priparaten gegen Nicht-Lepidopteren (s. 8. 29) weitgehend
dem »Exotoxine zuzuschreiben sein (BURGERJON . de BARJAC 1960).
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d) Pathologie

Uber die Pathologie der »Exotoxin«Wirkung liegen keine eingehenden Unter-
suchungen vor. Jedenfalls aber ist das »Exotoxin« von Bac. thuringiensis im Gegensatz
zu seinem Endotoxin kein ausgesprochenes Darm-Gift, Bo erfolgt auch im Gegensatz
zum Sporen-Endotoxin-Komplex nach peroraler Applikation des »Exotoxins« keine
Einstellung der Fraftatigkeit. Offenbar wird das »Exotoxin« erst nach seiner Re-
sorption wirksam; hierfiir spricht seine starke Wirksamkeit nach intracoelomaler
Injektion (im Gegensatz zum Endotoxin) und die von BURGERJON u. de BARJAC
(1960) festgestellte relativ spit einsetzende Wirkung (4. bis 10. Tag) nach peroraler
Applikation.

6. Epizootiologie und geographische Verhreitung

Bac. thuringiensis und Bae. entomocidizs wurden bei Epizootien isoliert aus folgenden
Lepidopteren-Arten: '

Pyralidae: Anagasta kithniella {Zell.): Bac. thuringiensis var. thuringiensis (BER-
LINER 1915, MATTES 1927, STEINHAUS u. JERREL 1954, KRIEG 1057).

Aphomia gularis Zell.: Bac. entomocidus var. enfomocidus (STEINHAUS 1951).

Galleria mellonelle (1.): Bac. thuringiensis var. thuringiensis (syn. Bac. gallerige
No. 2) (METALNIEOV 1922); Bac. thuringiensis var, thuringiensis (KRIECG
1956), Bac. thuringtensis var. thuringiensis (syn. Bac. galleriae) (SVECOVA 1958).

Plodia interpunctelle (Hbn.}: Bae. entomocidus var. subfozicus (STEINHAUS 1951);
Bac. thuringiensis var. thuringiensis {WEISER 1957).

Pyrausta nubilalis (Hbn.): Bac. thuringiensis var. (syn. Bacterium pyraustae No. 1
bis 7 bzw. Bac. cereus Stamm P 3) (METALNIKO Vu. CHORINE 1929 b) {syn.
Bacterium cozeubon) (METALNIKOV w. Mitarb, 1930) (syn. Bacterium italicum
No. 2) (METALNIEOV u. Mitarb. 1930); Bac. thuringiensis var, thuringiensis

- {STEINHAUS u. JERREL 1954).

Gelechiidae: Gelechia gossypiello (Saund.): Bae. thuringiensis var. (syn. Bacterium
gelechigey (METALNTEOV w METALNIKOV 1933).

Noctuidae: Agrotis ( Euxoa) segetum (Schiff.): Bae. thuringiensts var. euzoge (KRIEG
1959).

Adisura adkinsoni Moore®): Bac. thuringiensis var. thurtngiensis (MAJUMDER u.
Mitarb. 1956).

Lastocampidae: Dendrolimus sibiricus (Tschetv.): Bac. thuringtensts var. dendrolimus
{(TALALAEV 1956).

Bombycidae: Bombyx mori L.: Bae. thuringiensis var, sotto (ISHIWATA 1901,
AOQRI u. CHIGASAKI 1915); Bac. thuringiensis var. alesti (TOUMANOFF u,
VAGO 1951 u. 1952); Bue. thuringiensis var. alests {syn. Bac. thuringiensis Stamm
»Anduze<) (DELAPORTE u. BEGUIN 1955); Bac. thuringiensis (AFRIKIAN
1960).

Welche Bedeutung dem Bac. thuringiensis als Krankheitserreger bei Seidenraupen
in Siidfrankreich und Italien sowie in Japan und China zukemmt, ist noch nicht klar,

*) Von den Auntoren als Heliothis armigera {obsoleta, auct.) angesprochen,
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In der 2. Hilfte des vorigen Jakrhunderts gingen viele Seidenraupen in Italien und
Frankreich an einer Krankheit ein, die als »Flacherie« bezeichnet wurde. Zwischen
1865 und 1870 beobachtete PASTEUR in erkrankten Seidenraupen aus dem (Gebiet
der Cévennen {Siidfrankreich) einen Sporenbildner, den er als Ursache der »Flacherie«
ansah. Infektionsversuche durch Kontamination gesunder Raupen mit Material
aus kranken Zuchten gelangen ihm. Nach TOUMANOFF (1954) ist Bae. thuringiensis
var. glesti weitgehend mit dem von PASTEUR entdeckten Sporenbildner identisch.
Auch VAGO {1959) sieht die Primé#r-Ursache der »Flacherie« der Seidenraupen in
einer — wenn auch unterschwellig bletbenden — Bae. thuringiensis var. alesti-Infektion.
Die zu becbachtende Dysenterie der Seidenraupen fithrt er jedoch auf eine sekundére
Ubervermehrung des ubiquitir im Darm von Seidenraupen vorkommenden Sirepio-
coccus bombyeis®) als Folge der priméren toxischen Darmschidigung zurick.

1901/1%02 beobachtete ISHIWATA bei einer Krankheit der Seidenraupen, die in
Japan als »Sotto« bezeichnet wird, ebenfalls einen Sporenbildner, der heute als Bae.
thuringiensts var. softe angesprochen wird.

Aus Armenien {Ud8SR) Hegen von AFRIKIAN (1960) Beobachtungen iiber nabiir-
liche Infektionen bei Seidenranpen durch Bac. thuringiensis vor. Er stellte auch
Versuche zur Bekimpfung dieser Infektionen bei Bombyx mort an (s. 8. 63},

Epizootiologisch interessant ist das Vorkommen von Bac, thuringiensis in einer
homopteren Wanze: Cicada plebein (Scop.). VAGO beobachtete 1951 (a) ein solches
Auftreten in der Provence {Stidfrankreich). Fiir die Wanze scheint der Bazillus nur
fakultativ pathogen zu sein, da er bei 559, aller untersuchten gesunden Tiere im
Darm nachweisbar war (wo er sich offenbar auch vermehrte). Daneben wurde von
VAGO aber auch eime Erkrankung bei dieser Wanze {»Flacherie«} durch Bac. thuringi-
ensis-Infektion beobachtet.

Ahnliche Verhiltnisse wie bei Cicada plebein diirften bei solchen Lepidopteren
herrschen, die gegeniiber dem Sporen-Endotoxin-Komplex weniger empfindlich sind.
Tn ibnen konnte sich ein Gleichgewicht zwischen Wirt und Erreger einstellen, und
vielleicht kommt solchen Arten eine Bedeutung als Reservoir fiir Bae. thuringiensis
und Bee. entomocidus zu,

Das Auftreten von Epizootien bei Insekten durch Bae. thuringiensis spricht gegen
die oft gedullerte Ansicht, daf die Infektion gegeniiber der Toxin-Wirkung aligemein
vernachlissigh werden kinne. Bemerkenswert in diesern Zusammenhang sind auch
die Ergebnisse von TALALAEY (1958, 1959), wonach sich bel Dendrolimaus sibirious
durch experimentelle Infektion eine Epizootie im Freiland erzielen lie.

Interessant ist die geographische Verbreitung der einzelnen Gruppen von kxistallo-
phoren Sporenbildnern {vgl. hierzu auch HEIMPEL u. ANGUS 1960 b):

Die Bac. thuringiensis var. thuringiensis-Gruppe wurde isoliert bei Epizootien in
Fauropa: Deutschland, Frankreich, C3R, UdSSR (Ruthenien, Armenien).

Die var. alesti — var. euzoae-Gruppe fand sich bisher nur in Westeuropa: Frankreich,
Deutschland.

Die var. sotto — var. dendrolimus-Gruppe wurde bisher nur in Asien angefroffen:
Japan, Ost-UdSSR (Sibirien).

Die Bac. entomocidus-Gruppe stammt asusschlieflich aus Amerika: West-USA
(Californien).

*y Streptococous bombycis-Stimme sind nach LYSENEKO (1858} Intermediir-Formen
zwischen Slreplococeus faecalis und Sireplococcus faecium.
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Diese geographische Tsolation der einzelnen Gruppen diirfte jedoch in naher Zukunft
durch die zn erwartende Anwendung speziell von Bae. thuringiensis var. thuringiensis-
Priparaten in allen Erdteilen durchbrochen werden.

7. Misehinfektionen

Natiirliche Mischinfektionen von Bae. thuringiensis mit fakultativ pathogenen -
Bakterien scheinen selten vorzankommen. Thr Auftreten ist auch unwahrscheinlich,
soweit Gram-positive Keime in Betracht gezogen werden, da von Bac. thuringiensts
ein gegen sie gerichtetes Antibiotikum produsziert wird (s. S. 19).

Uber eine kiinstliche Mischinfektion von Raupen mit Bae. thuringiensis var, thu-
ringiensis und Gram-negativen Bakterien, und zwar Serrafia marcescens Bizio, be-

richtete STEINHAUS (1950 b u. 1960).

Bei einem Infektionsversuch an Galleria mellonella mit beiden Exrregern wiesen 249/
der Galleria-Raupen eine Doppelinfektion auf. 609/, starben an einer Serratia-In-
fektion und 12%, an einer reinen Bac. thuringiensis-Infeltion. Im Vergleich dazu
starben an Bae. thuringiensis von der Versuchegruppe, die nur mit Bac. thuringiensis
bekandelt waren, 769/, und von der Versuchsgruppe, die nur mit 8. marcescens allein
behandelt worden war, 129/, der Tiere (STEINHATS 1959 b). Bei einem anderen
Infektionsversuch an Bembyx mort mit beiden Erregern starben 849/ meist an einer
Doppelinfektion, wobei in 259/, mehr Bac. thuringiensis, in 25%, mehr 8. marcescens
und in 509/, der Fille beide Bakterien etwa gleich stark vertreten waren. Im Vergleich
dazu starben an Bae. thuringiensis von der Versuchsgruppe, die nur mit Bae. thuringi-
ensis behandelt war, 1009/, und von der Versuchsgruppe, die nur mit 8. marcescens
allein behandelt worden war, 09/, der Fiere (STEINHAUS 1960 a). Einerseits hemmt
also das gleichzeitige Vorliegen eciner Serratia-Infektion die Wirkung von Bae. thu-
ringtensis, andererseits scheint Bac. thuringiensis jedoch eine sekundire Balkteriose
durch 5. marcescens zu begiinstigen.

Diese Versuche lieBen keine Verbesserung der Wirksamkeit von Buac. thuringiensis
durch zusitzliche Infektion der Wirtstiere mit S. marcescens erkennen.

D. Ungefihrlichkeit gegeniiber Siugetieren und Mensch

1. Entersuchungen an Siugetieren

Infolge der hohen Spezifitiit des Sporen-Endotoxin-Kemplexes von Bac. thurin-
giensis und Bae. entomocidus innerhalb des Stammes der Arthropoden war eine
Wirkung auf Wirbeltiere im allgemeinen und auf Sfuger speziell unwahrschein-
tich.

Orientierende Versuche in dieser Hingieht wurden bereits von BERLINER (1915)
an Miusen und von STEINHAUS (1951a) an Kaninchen durchgefithrt, wobei
nach peroraler Aufnahme keinerlei Anzeichen einer Erkrankung regisriert werden
konnten. LEMOIGNE u. Mitarb. (1958) behandeiten mit 100 mi einer Suspension von
1490 = 10% S8poren/ml Kohlblatter und verfiitterten diese an Kaninchen. Esergaben sich
keinerlei pathologische Effekte. Auch an Schafen, die im Freiland zufillig an behandeltem
Kcohl fraflen, stellben sich keinerlel nachteilige Folgen ein. FISHER u. ROSNER
(1959) verfitterten von einem Bac, thuringiensis-Priparat mit 9 x 10° Sporen/g



59

Ratten Dosen bis zu 24 g/Tier mit einer Magensonde. Auch bei dieser massiven
Kontamination war keine akute orale Toxizitdt festzustellen. Weitere perorale
Tests wurden nach Angaben von FISHER u. ROSNER von verschiedenen Auforen
mit Schweinen, Hiihnern, Enten uwnd auch Fischen durchgefithré, ohne nachteilige
Wirkung. Nach BRIGGS (1959) erhielten Hennen iiber 23 Monate, tiglich 0,5 bis
10 g eines Bac. thuringiensis-Priiparates ohne dall Unterschiede beziiglich Gewicht,
Allgemeinzustand und Eiablage gegeniiber den Kontrollen auftraten {s. auch BRIGGS
1980). — DUNN (1960) verfitsterte in einem Versuch etwa 1012 Sporen pro Tag und
Tier an Jungrinder (Stiere), ohne daf nachteilige Wirkungen zu beobachten waren. —
Wichtig fiir diesen Fragenkomplex einer peroralen Wirksamkeit von Endotoxin fir
‘Wirbeltiere sind noch Ergebnisse von HOLTMANN (1960), wonach das Hndotoxin
durch die wichtigsten Proteinasen des Magen-Darmtraktus, nimlich Pepsin and
Trypsin, zerstors wird.

Von FISHER u. ROSNER wurden 1959 Inhalationsversuche an Méusen durch-
gefiibrt. Hierbel wurden 10 g eines Priiparates mit etwa 9 x 107 Sporen/g in einem
Raum von 27 1 vernebels. Dem Aerosol wurden bel dem 6tiigigen Versuch Miuse
4mal 15 min lang exponiert. Dabel wurde weder eine Infektion der Miuse noch eine
Intoxikation derselben beobachtet.

Auch subcutane und intraperitoneale Injektionen hatien bei Kaninehen (STEIN-
HATS 1951) und weifen Miusen (STEINHATUS 1951, FISHER u. ROSNER 1959)

keinerlei Wirkung.

Untersuchungen, die von FISHER u. ROSNER (1959) an Meerschweinchen anter-
nommen wurden, zeigten auch keinen Hinweis auf allergische Reaktionen bei ver-
sehiedenen Applikationsarten.

2. Untersuchungen an Menschen

Nach einem Bericht von STEINHAUS (1951) trank eine Versuchsperson die
Flisssighkeit eines Kulturrshrchens mit Bac. thuringiensis vax. thuringiensis, ohne dal
irgendwelche Krankheitserscheinungen aunftraten. Von KRIEG u. FRANZ (1959)
wurde ein Kxperiment an 7 Versuchspersoner durchgefiihrt, wobei mit Bac. thurin-
giensis var. thuringlensis versetzte Nahrungsmittel verzehrt wurden (einmalige
Dosis etwa 10° bis 10° Sporen/Person). Nach der peroralen Applikation konnten die
Versuchspersonen subjektiv keinerlei gesundheitlich nachteilige Wirkungen oder
Beeintrichtigungen ihres Befindens feststellen.

Ausgedehnte Untersuchungen am Menschen wurden von FISHER u. ROSNER
(1959) mit Bac. thuringiensis var. thuringiensis durchgefiihrt; dabel wurde neben der
peroralen Applikation auch die Inhalation von Sporen zur Anwendung gebracht.
18 Versuchspersonen nahmen 5 Tage lang 1 g Sporenpulver (3 x 10° Sporen/g)
tiglich peroral zu sich. 5 der Versuchspersomen inhalierten zusitzlich 0,1 g tiglich
ebenfalls b Tage lang und wurden einer Rontgenbestrahlung als Stressor ausgesetzt,
Physiologische und klinische Untersuchungen an den Versuchspersonen wurden zu
Beginn und am Ende des btdgigen Versuches durchgefiihrt. Im einzelnen wurden
registriert: Gewiché, Temperatur, Blutdruck, Pulsfrequenz, Atemfrequenz, Vital-
kapazitét (in der Inhalationsgruppe); klinische Untersuchungen des Gastrointestinal-,
Urogenital-, Cardispuimonal- wund Nerven-Systems; klinisch-chemische Unter-
suchungen von Blut und Harn: Bluthild, BSG, Thymol-Triibungstest, Hamn-N,
Ghicose, Bilirubin und Urobilinogen. Nach 4 bis 5 Wochen erfolgte eine Nachunter-
suchung. Die Ergebnisse zeigten kein Abweichen von der physiologischen Norm.
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Nach den vorliegenden Ergebnissen ist der Sporen-Endotoxin-Komplex von Bac.
thuringiensis und Bac. entomocidus (unabhingig von der Applikationsart) fiir Wirbel-
tiere apathogen. Untersucher der US-Food and Drog Administzation (FDA)
haben die toxikologischen Experimente von anderer Seite (FISHER u. ROSNER
1959 u, a.} wiederholt und hinsiehtlich der nichtinfektitsen Natur von Bue. thurin-
grensts-Praparaten fir Wirbeltiere bestdtigt. Aulerdem wurde festgestellt, dafl nur
extrem hohe Dogen von Bae. thuringiensis {wenn z, B, 20 bis 259/, der Diiit von Ratten
aus Bae. thuringiensis besteht), iiber langere Zeit verfiittert, eine leichte Leberschiidi-
gung bewirken (ANONYMUS 1960).

3. Variabilitit

Auf Grund theoretischer Erdrterungen und experimenteller Erfahrungen wird von
STEINHAUS (1959 a) diskutiert, ob eine Mutation von Bac. thuringiensis in eine
Wirbeltier-pathogene Form méglich ist.

Der Autor kommt dabei zu der Feststellung, daB dies nack den heutigen Ergeb-
nissen der Bakterien-Genetik unwahracheinlich ist. Jedenfalls ist eine (offenbar nur
durch eine ganze Reihe von Mutationsschritten erreichbare} Transmeutation wvon
Bac. thuringiensis etwa za dem BS#uger- und Menschen-pathogenen Bae. anthracis
ebenso unwahrscheinlich, wie eine solche von Streptococcus lactis (der in Molkerei-
Produkten vorkommt} zu dem SHuger- und Menschen-pathogenen Streptococcus
pyogenes. Die Wahrscheinlichkeit der Mutation in eine humanpathogene Form ist
bet Bac. thuringiensis jedenfalls viel geringer als die Méglichkeit eines Riickschlages
in die gefdhrliche Stammform bet den ir der Humanmedizin fiir Aktiv-Schutzimpfun-
gen benutzten abgeschwichten Varianten (sog. Lebend-Vakzinen) an sich hamanpa-
thogener Viren. Im letzten Falle ist offenbar nur ein Mutationsschritt bis zur
humanpathogenen Form nétig.

Trotz vieler Ahnlichkeiten unterscheiden sich speziell Bac. anthracis und Bae.
thuringlensis betrichtlich, und zwar hinsichilich ibres Verwendungs-Stoffwechsels
{(PROOM u. KNIGHT 195D0) und vor allem in ihrem pathogenetischen Mechanismus
{(ZWARTOUW u. SMITH 1956, THORNE u. Mitarb. 1960). Weitere Unterschiede:
Bae. anthracis ist stets unbeweglich, bildet Kapseln und mucoide Kolonien unter
CO,-Einwirkung, wirkt nicht haemolysierend und wird von p-Phagen spezifisch
angegriffen {Phage W und Phage 201 unspezifischl); unter dem EinfluB von Penieillin
bildet er large bodies (Perlschnur-Test) (LEISE u. Mitarb. 1959).

Interessant sind fir unser Problem auch Selektionsversuche mit dem Ziel, in einer
heterogenen Bazillen-Population eine versteckte Wirbeltier-Pathogenitit anfzu-
decken. BROWN (1958, 1959) hat solche Versuche vergleichend mit Bde. anthracis,
Bac. cereus und Bue. thuringiensis durchgefiihrt.

Bei diesen Versuchen wurden nach Serienpassagen iiber ein Blut-Glucose-Medium
die zu priifenden Stdmme auf Siuger-Pathogenitat {gegeniiber Miusen, Meerschwein-
chen und Kaninchen) getestet. Es zeigte sich dabei, dafl nicht nur Bac. enthracis,
sondern auch Bac. cereus virulente Passagen liefert. 28 der gepriiften Cereus-Stimme
erwiesen sich als SHuger-pathogen (BROWN u. Mitarb. 1958). Es handelt sich bei
diesen Versuchs-Ergebnissen jedoch nicht etwa um kiinstlich induzierte Mutationen,
sondern wm eine Selektion unter heterogenen Zellen von an sich S#uger-pathogenen
Varietiten des Bac. cereus. Diese Auslese wird jedoch auf gewshnlichem Nahragar
wieder rickgingig gemacht. Die »erworbene« Virnlenz kann sich somit wieder
verlieren, wihrend ihre Anlage (die Pathogenitdt der Varietiit) bleibt,
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In gleicher Weise wurden vonr BROWN (1859) auch Bac. thuringiensis (var. thurin-
giensis, var. sotfo, var. alesti) und Bac. entomocidus (var. entomocidus und var. sub-
toricus) gegeniiber Miusen getestet nach Serien-Passagen #ber Blut-Glucose-Medium.
Im Gegensatz jedoch zu Bae. anthracis und Bac, cereus HeBen sich bei Bac. thurin-
giensis- und Bae. enfomocidus-Stimmen keine SHuger-wirksamen Bakterien-Popula-
tionen selelctionieren, Idiese Ergebnisse sind fiir eine human-hygienische Beurteilung
der Anwendung von Bac. thuringiensis und Bec. enfomocidus sehr wichtig (s. 8. 65).

Weiterhin wurden von FISHER u. ROSNER {1959) noch Experimente an Miusen
zur Beurteilung der Persistenz von Bac. thuringiensis im Blut und einer denkbaren
Virulenzsteigerung In vivo durchgefithrt. In diesemn Zusammenhang gelangben Dosen
von etwa b X 107 Sporen/Maus zur intraperitonealen Injektion; es trat weder eine
Intoxikation noch eine fatale Infektion auf. Im Blut von Miusen liell sich der Hr-
reger nicht linger als 48 Std. post (i. p.) injectionem nachweisen. Mit den wiederholt
durchgefithrten Miuse-Passagen lieB sich keine signifikante Virulenz bei Bac. thurin-
giensis nachweisen,

E. Anwendung

1. Spezifische hiologische Bekidmpiung ven Schadinsekten

In ausgedehnten Untersuchungen wurde das Wirtsspekfrum von Sporen-Endotoxin-
Priparaten von Bac. thuringiensis und Bac. entomocidus ermittelt (s. Wirtstabelle,
8. 891). Dabel zeigte sich, da8 die Empfindlichkeit bei peroraler Aufnahme gegen-
iber solchen Préaparaten innerhalb der Klasse der Insekten praktisch auf die Larven
von Lepidopteren beschrinkt ist und mit deren zunehmendem Alter (resp. hoheren
Larvenstadien) abnimmt,

Alle in diesem Kapitel behandelten Anwendungsfragen beziehen sich auf (»Exoto-
xin«freie) Sporen-Endotoxin-Priparate, die als spezifisch wirksare und hygienisch
unbedenklich zu betrachten sind.

Die Anwendung von Bac. thuringiensis in der Praxis geschieht &hnlich wie die von
chemischen Fralgiften, da der Bazillus, um seine Wirkung zu entfalten, in den Daym-
traktus aufgenommen werden mufl.. Aug diesem Grunde ist er nur gegen diejenigen
empfindlichen Raupen mit Erfolg anwendbar, die eine Voraussetzung fir die Wirkung
von Frafgiften mitbringen. So ist es z. B. wenig sinnvoll, Bae. thuringiensis gegen
Knospenschidlinge einzusetzen oder gegen minierende Insekten (wie beispielsweise
gegen den an sich empfindlichen Apfelwickler (Carpocapsa pomonella {I..)): Beim
Einbohren in die Kpospen, Blitter, Stengel oder Friichte nehmen minjerende Raupen
im allgemeinen nicht die notwendige Dosis letalis auf. So sind anch die in der Literatar
immer wieder beschriebenen Fehlschlige bei der Bekimpfung von Pyrauste nubtlalis
darauf zuriickzufithzen, daB die empfindlichen Eiraupen sich vor dem Einbohren
nicht ausreichend zu infizieren vermochten.

Was die epizooticlogischen Folgen einer mikrobiclogischen Schidlingsbekimpfung
mit Bac. thuringiensis betrifft, so st nach den bisherigen Erfahrungen (im Gegensatz
zum Einsatz obligat-pathogener Krankheits-Erreger) im allgemeinen keine Dauez-
wirkung in der Weise zu erwarten, daB es gelingt, in geeigneten Biozénosen bestdndige
Infektionsherde zu schaffen und zu erhalten. Daf trotzdem neben einer direkten
kurzfristigen Wirkung auch unger giinstigen Bedingungen Dauverwirkung vorkemmen
kann, zeigen Versuche von TALALAEV (1958) an dem sibirischen Arvenspinner
(Dendrolimus sibiricus Tschetv.). Die Danerwirkung beruhte bier auf einem Ver-
bleiben toter Raupen in den Gespinsten, die damit zu einer neuen Infektionsquelle
wurden. Weitere Beobachtungen iiber die Persistenz von Bac. thuringiensis auf
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behandelten Waldfiichen Hegen von KUDLER u. Mitarb. (1958) aus Freilandver-
suchen zur Bekimpfung von drehips (Cacescia) crataegans (Hbn.) vor. Diese Autoren
konnten jedoch keine Ausbreitung des Erregers iiber die Grenzen des behandelten
Areals hinaug feststellen.

Da sich nach den Erfahrungen an landwirtschaftlichen Schidlingen auf kurzlebigen
Kulturpflanzen die Schidlings-Dichte im allpemeinen durch A_awendung von Bee.
thuringiensis nicht permanent senken 13B3t, Wu‘d maxn hier, dhnlich wie bei der Benutzung
chemischer Insektizide, darauf angewiesen sein, stindig den Bazillus nachzufiihren.
Aber selbst wenn sich im Forst bei verschiedenen Schédlingen eins langfristige Wir-
kung erzielen liefle, wiirden groflere Mengen von Bagillen fiir den Start und den Nach-
holbedarf benitigt werden. In jedem Fall ergibt sick die Notwendigkeit siner indu-
striellen Produktion von Sporen-Endotoxin-Priparaten fiir die praktische An-
wendung im Pflanzenschutz.

Die Fille der erfolgreichen Anwendung von Bac, thuringiensis und seinen Ver-
wandten in der biologischen Schidlingshekimpfung von Lepidopteren-Ranpen sind
so zahlreich geworden, daf} sie nur noch aufgezihit, jedoch nicht mehr einzeln be-
sprochen werden ktnnen. Deshalb sind in der Wirts-Tabelle (8. 39£) alle die Schid-
linge angefithrt, bei denen bisher Bekimpfungen in der Literatur beschrieben worden
sind. In der Tabelle bedeutet das Symbol +-+-+ Arten, gepen die ein Bae. thurin-
guensis-Priiparat bei mittlerer Anwendungs-Dosis (0,1%,ige Zubereitung eines Pripa-
rates von 107 Sporen/mg; davon etwa 600 I/ha) gut wirksan war. Eine geringere
oder fehlende Wirksamkeit (4+4-/+ oder o) im Feldversuch bel anderen Lepidop-
teren-Arten beruht immer dann auf einer geringeren Empfindlichkeit des Wirtes
{(speziell bei einem Teil der Noctuiden und Pyraliden), wenn die Laborversuche ehen-
falls nicht besser ausfielen. In allen anderen Fillen diirften ungiinstige Bekimpfungs-
termine und Applikstionsformen die Ussache fiir den miBigen oder ausgebliebenen
Erfolg bilden.

Wichtig fiir die Beurteilung des Behandlungserfolges ist, daB die meisten der
empfindlicher Raupen zwar die toxinbedingte Darmparalyse noch 1—2 Tage zu
iiberlebenn vermé#gen, jedoch kurz nach der Aufnahme von Bac, thuringiensis ihre
Nahrungsaufnahme einstellen, so daf der Fraf-Schaden gering bleibt.

Die Entwicklung einer Resistenz (Toleranz) bei empfindlichen Tnsekten wurde
bisher nach 3jihriger Testung im Freiland nicht beobachtet (ANONYMUS 1960).

Was die zur wirksamen Bekampfung von Lepidopteren-Raupen notwendigen Auf-
wandmengen betrifft, so werden z. B. fir THURICIDE, einem kommerziellen Bac.
thuringiensis-Priparat, in Form eines Stiubemittels mit 8 x 10° Sporen/g etwa 11
bis 44 kg/ha und in Form eines Spritzmittels mit 30 x 10° Sporen/g etwa 1,1 bis
4,4 kg/ha empfohlen (ANONYMUS 1960). Wilrige Spritzbrithen sollten noch am
gleichen Tag verspritht werden, da sie sonst infolge ihrer organischen Bestandteile
verderben.

2. Wirkung auf Nutzinsekten und iibrige Insektenfauna

Werden spezifische Sporen—Endotoxin—Praparate verwendeb, so bestehen keine
Gefahren fiir Nutzinsekten, soweit sie Nicht-Lepidopteren sind. — Vorsicht ist nur
in den Lindern geboten, in denen Seidenbau betrieben wird, da Seidenraupen (von
B. mori und anderen Seidenspinnern) gegeniiber Bac. thurmgwnm.s empﬁndilch sind *).
In der Nihe von Seidenbau-geniitzten Morus-Bestinden ist daher eine Verwendung
von Bac. thuringiensis tunlichst zu vermeiden. —

*) Nach KLEMENT (1951b} hetrigt die durchschnittliche Mortalitat 50 bis 609/, bei
Verwendung mittlerer Dosen von Bac. thuringiensis var. thuringiensis.
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Eine Chemoprophylaxe und -therapie von Seidenraupen gegen Erkrankungen
durch Bec. thuringiensis ist nach AFRIKIAN (1960) mittels Antibiotika miglich.
Hierfiiv kommen in Frage Streptomycin, Aureomycin oder Tefracycline. Blitter,
‘die in 500 E/ml Antibiotika getaucht waren, erzielten nach ihrer Aufnahme eine
wirksame bakteriostatische Konzentration im Raupendarm, die 16 bis 24 8td. anhielt.
SBelbst hohe Antibiotika-Dosen hatten keine Giftwirkung anf die behandelten Seiden-
raupen,

Gegeniiber anderen Nutzinsekten ist das Bac. thuringrensis-Endotoxin seines
schmalen Wirkungsspektrums wegen ungefihrlich, :

Nach Versuchen von KXRIEG {1955) und KAESER (1957) wurde keine Giftwirkung
anf Honighienen (Apis mellifera (L.)) festgestellt, wenn diesen Waben angeboten
wurden, die zuver mit Bac. thuringiensis var. thuringiensis in der Anwendungsdosis
von 0,2%; behandelt worden waren. KAEBER regisirierte weder eine verzbgerte
Eiablage durch die Konigin noch eine toxische oder hemmende Wirkung auf die Brut,
noch eine sonstige negative Beeinflussung des Bienenvolkes. Auch STUTE (1960}
konnte weder eine Kontaktgift-Wirkung noch eine Atempgift-Wirkung, noch eine
Beeintrichtigung von Bienen durch direktes Bespriithen feststellen. Die LD, per os
lag so hoch, daB eine Gefihkrdung der Bienen durch Buc. thuringiensis var. thurin-
giensis in praxi ausgeschlossen ist. — Zu dhnlichen Ergebnissen kamen LECOMTE u.
MARTOURET (1958} bei Bac. thuringiensts var. alestt und amerikanische Autoren
(s. FISHER u. ROSNER 195%9).

Auch an niitzlichen Insekfen wurden bisher keine Schiden bekannt. Unter-
suchungen hinsichtlich der Wirkung von Buae. thuringiensis auf Schlupfwesen wurden
u. a. von BILIOTTI {1956 a, b) durchgefithrt. Dabei zeigte sich, daB als Folge einer
Bekémpfung von Pieris rapae (L.) sekundir in parasitierfen Raupen weder die
Larven der Tchneumonide Anilastus ebeninus Grav. noch die der Braconide Adpanteles
glomeratus L. abgetstet wurden. Auch ISAKOVA (1958) fand keine Wirksamkeit .
von Bac. thuringiensis gegeniiber 4. glomeratus.

Der EinfluB von Bac. thuringiensis auf die Arthropoden-Fauna des Apfelbaums
wurde von STEINER {1960) untersucht: Bei einem kurefristigen und einem lang-
fristigen Versuch wurde Bac. thuringiensis in einer (,2%/ggen Spritzbrithe verwendet.
Beriicksichtigt wurden 15 Arten oder Gruppen von schidlichen, 24 Arten oder Gruppen
von piitzlichen und 20 Arten oder Gruppen von indifferenten Arthropoden. Nach
3 Tagen (kurzfristiger Versuch) betrug die Reduktion der Gesamtfauna bei Bac.
thuringiensis-Behandlong 0%/, Der zum Vergleich angewandte organische Phosphor-
siureester E 603 forte (in 0,0359% iger Konzentration} bewirkte eine 609 ige Reduk-
tion der Gesamtfauna, darunter 490, Schidlinge, 579/, Niitzlinge, 749/, indifferente
Axten. Nach 42 Tagen (langfristiger Versuch) betrug die Wirkung von Bae. thurin-
giensis 159/ jire Redukiion der Schidlinge (3 von 15 Arten oder Gruppen waren hier-
von empfindliche Lepidopteren-Larven) und 0%, bei Niitzlingen und indifferenten
Arten. Bei den geschonten Niitzlingen bandelt es sich um:

Coleopteren: Staphylinidae, Cocoinellidae (Larven, Imagines), Hemipberen: Orius
minutus (L.}, Temnostethus pusillus H. 8., Anthocoris nemoralis ¥., Phytocoris demi-
diatus Klem., Camptobrochis lutescens (Schill), Deraecoris olivaceus ¥., Pilophorus
perplezus D. et 8., Orthotylus marginalis Reut., Psallus ambiguus Fall., dtractotomus
malt Mey. D., Larven von Awnthocoridae, Larven vor Miridee, andere Hemipteren
{Tmagines), sonstige Niitzliche: parasitische Hymenopteren, Syrphidae, Tachinidae,
Ttonididae {Larven, lmagines), Chrysopa spec. (Imagines), andere Neuropteren
{Imagines), Neuropteren-Larven,
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3. Wirkung auf Pflanzen und andere Anwendungsiragen

Die HEinwirkung von Bae. thuringiensis und Bae. entomocidus auf PHanzen hat filr
diese keinerlel nachteilige Folgen. Dies geht sowobl aus eigenen Versuchen (KRIEG
1956, 1957, 1958) hervor als auch auns Erfahrungen unseres Arbeitskreises (CRAMER
1959, HERFS 1953, STEIN 1959, HERFS 1960 und STEIN 1960). Auck bei den
Bekimpfungsversuchen in den USA, bei denen ca. 500 kg Bac. thuringiensis-Priparate
in den Jahren 1957 und 1959 verbraucht wurden, waren keine Schiden an den behan-
delten Pllanzen festzustellen (FISHER u. ROSNER 1959). Eine Schadwirkung auf
PHanzen infolge Infektion ist nicht zu erwarten, da nach STAPP (1958) bisher keine
Art des Genus Baeillus als pflanzenpathogen erkannt worden ist.

Versuche, die den Einfla8 von Bue. thuringiensis auf die Boden- und Wasser-Mikro-
biologie sowie landwirtschaftlich wichtige GHrungen zum Gegenstand haben, missen
noch durchgefithrt werden.

Zum »Lebensmittel-chemischen« Nachweis wirksamer Behandlungsriickstinde von
Bac. thuringiensis — soweit nicht reine Toxinpriparate verwendet werden — eignet
sich nach Untersnchungen von HOLTMANN (1960} sehr gut der kulturelle Erreger-
nachweis. Hierzu werden die Belige von behandelten Blittern in 30°C warmem
Wasser 1, Std. lang auf der Schiittebmaschine abgewaschen (20 g Blatt auf 300 ml
Wasser). Bet scharfem Zentrifugieren des Waschwassers sedimentieren die Sporen und
Blattreste. Das Sediment wird in wenig Wasser aufgenommen, durch ein grobes
Filter gegeben und 30 sek auf 85°C erhitzt, Die Bestimmung der Keimzahl erfolgt
dann nach dem KOCHschen Plattenverfahren. »

ie Haltbarkeit von Bac. thuringiensis-Beligen auf den behandelten Pflanzen ist
abhinglg von der Witterung, der Art der Ausbringung des Mittels (Spritzen oder
Stduben) und seinen Zusiitzen (Haftmittel wie z. B. 1%/, Methylzellulose; Netzmittel
wie z. B. 29/, Alkylphenol; Suspensionsmittel: Wasser oder Spezial-Mineralol; Streck-
mittel: Talkum). Im allgemeinen solite der Belag bei gutem Wetter etwa eine Woche
wirksam bleiben. Uber den Einfiu8 von Regen auf die Haltbarkeit von Baec. thurin-
gieresis-Beligen s, LEMOIGNE u. Mitarb. (1956}, KRIEG (1957 a), MARTOURET
{1959}, Keimfihige Sporen sind noch wochenlang anf behandelten Bliattern nach-
weishar (KRIEG 1957 ¢, HERFS 1960, HOLTMANN 1966). ;

Der Verwendung von Bac, thuringiensis zusammen mit bestimmten im Pflanzen-
schutz benutzten Fungiziden und Insektiziden steht nach den bisherigen Ergebnissen
im allgemeinen nichts entgegen. Nach MARTOURET (1959) hatten die Fungizide
Kupferoxyehlorid und Dithiokarbamat keine nachteilige Wirkung auf Bac. thurin-
greresis, McEWEN u, Mitarb, (1960) untersuchten die Mischbarkelt von Fae. thurin-
gteresls mit Insektiziden (Parathionin, Sevin, Demeton, Trithionin) und Fungiziden
(ChIoranil, Captan, COSC, Dodine, Ferbam, Glyodin, Sulfur, Tag). Mit Ausnahme von
Chloranil konnte keinerlei Wirkungs-Beeintrichtigung bei Bac. thuringiensis festge-
stellt werden (wenn die Mischungen nicht linger als 3 Std. unbenutzt stehenblieben).
Chloranil jedoch setzte die toxische Wirkung von Bac. thuringiensis (auf Tricho-
plusie ni (Hbn.) und Pieris brassicae (1)) merklich herab und reduzierte die Zahi der
kelrmfihigen Sporen fast um 909/, Weiterhin eignen sich von Insektiziden zur Zu-
mischung: Phosdrin, Toxaphen, Guthion, Endrin und DDT, dagegen nicht TEPP.
Von Fungiziden sind nicht zumischbar Chioranil, Kupferkalkbrithe und Spergen und
von sonstigen Chemikalien Alkohole und Ather {ANONYMUS 1960).



4. Die Zulassung veon Bazillen-Priiparaten zur Schiidlingsbekiimpfung

Fiir den Einsatz von Bae. thuringiensis zur Schidlingsbekdmpfung in der Bundes-
republik Deutschland sind die gesetzlichen Regelungen zu beachten, die darauf ab-
zielen, gesundheitliche Schiden fiir den Menschen und seine Nutztiere durch poten-
tiell pathogene Krankheitserreger zu verhindern,

Die entsprechende Verordnung zur Erginzung der Vorschriften iiber Krankheits-
erreger vom 16. Marz 1936 {RGBL. I, 8. 178) verbietet die Verwendung solcher bakte-
rienhaltiger Mittel, durch die beim Mensehen oder beim Vieh (hierunter sind alle nute:
baren Haustiere einschlie3lich Bienen zu verstehen) iiberfragbare Krankheiten hervor-
gerufen werden. Diese Auslegung ergibt sich aus § 87 des Gesetzes, betreffend die
Bekampfung gemeingefihilicker Krankheiten vom 30. Juni 1960 (RGBL. I, 8. 306)
und § 17 Ziff. 16 des Viehseuchengesetzes vom 26. Juni 1809 (RGBL., 8. 519), auf die
sich die Frmichtigong zum Erlall der Verordnung zur Erginzung der Vorschriften
iiber Krankheitserreger vom 16. Marz 1936 stiifzt.

Diese Verordnung steht der Anwendung von Priparaten wie DBae. thuringiensis
jedoch nur so lange entgegen, wie eine Gefahr gesundheitlicher Schiden fiir den Menschen
und seine Nutztiere {einschlieBlich Bienen) zu befiirchten ist. Nachgewiesenermalen
liegt aber bei sorglaltig zubereiteten Sporen-Endotoxin-Priparaten der Bue. thurin-
giensis-Gruppe eine solche Gefdhrdung, sowohl von Siugern und Menschen als auch
von Bienen, nicht vor {s. Abschn. D) u. E2).

Um im Sinne des Geseizes auf alle Fille sicherzustelien, daf die gewerbsmifig
hergestellten und vertriebenen Zubereitungen von Bac. thuringiensis frei von Siuger-
und Menschen-pathogenen sowie Bienen-pathogenen Keimen sind, ist fiir deren Her-
stellung und Angabe zu fordern:

a) Eigenbetriebliche bakteriologische EKontrolle auf Reinkultur des Ansatzes,
Pritfung auf Apathogenitit gegeniiber weiBen Mausen nach Injektion einer Dosis
von mindestens 109 Sporen/Tier. Priifung auf Bienen-Ungefihrlichkeit durch
Bespriihen oder Bestduben von leeren Waben mit der Anwendungsdosis des
Bazillen-Priparates und deren Einbringen in Bienenstdcke.

b} Stichprobenartige Uberwachung der im Handel befindlichen Priparate durch
amtliche Stellen auf Apathogenitit gegeniiber weilen Miusen (die Pritfung
erfolgt dureh Injektion einer Dosis von mindestens 108 Sporen/Tier}, auf mogliche
Verunreinigangen durch Sfuger-pathogene Euterobakterien (Salmonelle spp.,
Skigelle spp.) und Bienen-pathogene Enterobakterien {Hafnia alvei).

Strengere Vorschriften jedoch als die Handelsbestimmungen fir Lebensmittel
erscheinen nicht erforderlich, da letztere (wie z. B, Fleischwaren, Eier und Milch)
bessere Nihrbéden fiir pathogene Keime abgeben als das zur Diskussion stehende
Bazillen-Priparat.

Anm. Ahnliche Vorschlige machte STREINHAUS (1957 b) fir die Zulassung von HBae.
thuringiensis-Praparaten in den USA.

In Amerika wurden Bac. thuringiensis-Priparate (Thuricide} vom US Department
of Agriculture {USDA) fir die Bekimpfung von Pieris rapae {L.) und Trichoplusia ni
{fihn.) an Kohl, Lattich, Selleriec und Kartoffeln sowie von Profoparce spee. an
Tabak anerkannt, Weiterhin wurden fiir die Anwendung von bestimmten Pripa-
raten des Bac. thuringiensis gegen obige und eine Reihe weiterer Pflanzen (Luzerne,
Apfel, Artischocker, Bohnen, Baumwolle und Spinat) im Gegensatz zu chemischen
Pianzenschutzmitteln vom USDA keine Karenzzeiten und Toleranzen gefordert,
so dafi das Priparat bis zur Ernte angewandt werden darf. Fir die Behandlung einer
Reihe weiterer Planzen wurde eine befristete Ansnahmegenehmigung erteilt (Naheres
hieriiber s. ANONYMUS 1960).
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Im Rahmen der amtlichen Anerkennung von Schidlings-Bekimpfungsmitteln
gollten demnach zur Schonung der Biozénose nur solehe Bae. thuringiensis-Priparate
anerkannt werden, die als spezifische Sporen-Endotoxin-Priparate keine sonstige
Beimischung enthalten. Grundsitzlich solite den Herstellern die Angabe der Sporen-
zahl pro Gramm im Priparat zur Auflage gemacht werden, wie dies auch in den USA
vom Department of Agriculiure verlangt wird.

5. Ausblick

In dem genannten Sporen-Endotoxin-Praparat steht erstmalig in groBem MaBstab
eln Mittel zur Verfiigung, das manche Vorteile der biologischen Methode {Selektivitat,
keine toxischen Nebenwirkungen) mit der leichten Anwendbarkeit der chemischen
Methode verbindet:

1. Der Bazilius in Form seines Sporen-Endotoxin-Priiparates ist gegeniiber dem

Menschen, den Nutzfieren und Nutzpanzen ungefahrlich; daher gibt es weder
bei der Behandlung noch danach Schiden dureh Riickstinde.

2, Nach den bisherigen ausgedehnten Untersuchungen werden von dem Sporen-
Endotoxin-Priparat selbst bei hohen Dosierungen von allen Insekten im wesent-
lichen nur Lepidopteren-Raupen wirksam angegriffen. Jedenfalls sind Bienen
. a. Bliitenbestiduber sowie enfomophage Insekten nicht gefihrdet. Die demnach
unbeeinfiuflt bletbenden natiirlichen ¥einde konnen sich also in der behandelten
Population weiterhin gegen die betreffenden Schidiinge auswirken.

Wenn auch jede Verminderung des Schidlingsbestandes unvermeidlich deren
Feinde beeinflufit, gilt es im modernen Pflanzenschutz nach Verfahren zu suchen, die
solche Bingriffe in das regulatorische Gefiige einer Lebensgemeinschaft auf das ertrig-
liche Mindestmali einschrinken. Wie wenig die meisten der heute iiblichen chemisehen
Mittel dieser Forderung nach vorsichtigem Eingriff in das Okosyster entsprechen und
welche wirtschaftlich unerfreulichen Folgen daraus entstehen kénnen, ist in den
letzten Jahren mehrfach gezeigh worden (z. B. SCHNEIDER 1955, RIPPER 1056).
Nach den bisher vorfiegenden Frfahrungen ist zu erwarten, daB das genannte Bae.
thuringiensis-Priiparat einen Entwicklungsschritt zum »spezialisierten Kompromil«
(FRANZ 1961) darstellt, der fiir den heute sich anbahnenden Ausgleich zwischen
chemischem und biologischem Verfahren kennzeichnend und fiir den modernen
Pflanzenschutz wiinschenswert ist.
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